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 Introduction: Common carp is considered one of the most important hydrothermal fishes in 

the world, and in Iran, hydrothermal fish has the highest production of cultured fish, and in 

this regard, Khuzestan has a high potential for hydrothermal fish breeding. One of the 

methods of protection and slow release of vaccine antigens is the use of biodegradable 

natural polymers such as chitin in the bacterial biofilm substrate.  

Meterials & Methods: In this study, biofilm vaccine of Aeromonas hydrophila bacteria was 

carried out by culturing the bacteria in Trypticase Soya Broth media (0.225% W/V) along 

with chitin (0.3% W/V) for 4 days in a shaker incubator. Then the bacteria were washed 

with sterile phosphate buffer and inactivated by heat. A number of common carp weighing 

33±6.8 g was randomly divided into 5 equal treatments and each treatment was replicated as 

follows: the first to fourth treatments were respectively biofilm vaccine, bacterin, chitin and 

chitin + Trypticase Soya Broth media. The intra peritoneal injection method was done, the 

5th treatment without vaccine administration was considered as the control group. 

Samplings of fish serum were done on days 0, 20, 40 and 60.  

Results: The anti-Aeromonas hydrophila antibody level in the samples was evaluated by 

ELISA method and by monoclonal antibody (P<0.05).  

Conclution: The results showed that biofilm and bacterin vaccine had a significant increase 

in antibody titer compared to other treatments in all days, although the antibody titer of 

Biofilm vaccine was higher than bacterin in all days, and on the 60th day, biofilm vaccine 

has been significant increase rather than bacterin and other treatments. 
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 مقاله پژوهشی   

 
 

 آئروموناس هیدروفیلا در  بایوفیلم تزریقی واکسن  اختصاصی  زایی ارزیابی ایمنی

 معمولی ماهی کپور
 
 

 3مسعود قربانپور،  3یشاپور  آباد  یفیرضا ص مسعود   ،2یشاه یعل  یمجتب ،  * 1آرامون  ری ام

 
 

 ران یا  ،چابهار،  ور، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزیموسسه تحقیقات علوم شیلاتی کش  ،دور  یها آب  یلاتیش  قاتیمرکز تحق 1
 رانیا ، اهواز،چمران اهواز  دیدانشگاه شه  ،یدانشکده دامپزشک  ،یگروه علوم درمانگاه  2
 ران یا  ، اهواز،چمران اهواز  دیدانشگاه شه  ،یدانشکده دامپزشک  ،یولوژ ی وبیپاتگروه   3

 چکیده   کلمات کلیدی 
 واکسن 

 لمیوفیبا
 ل یدروفیآئروموناس ه

 ی کپور معمول
 یمنیا

 انیماه  دیتول  نیتر   شیب  یگرماب  انیماه  زین  رانیکه در ا  رود¬یشمار م  جهان به  یگرماب  یپرورش  انیماه  نتری¬از مهم  یمعمولکپور  یماه  مقدمه:  

محافظت و    های¬از روش  ی کیبرخوردار است.    یگرماب  انیپرورش ماه  ی برا  ییبالا  لیرا داراست و در این رابطه خوزستان از پتانس  یپرورش

 باشد.    یم ییایباکتر  لمیوفیدر بستر با نیتیمثل ک ریپذ  بیتخر ستیز یعیطب یمرهایاستفاده از پل یواکسن های¬ژن¬یآنت نآهسته رهش نمود

و   ا  ها: روش مواد  با  قیتحق  نیدر  ه  یباکتر  لمیوفیواکسن  باکتر  لا،یدروفیآئروموناس  مح  یبا کشت  تر  طیدر  براث   ایسو   کازیپتیکشت 

(225/0%  W/Vبه )  نیتیهمراه ک   (3/0%  W/V  )لیاستر  با بافر فسفات  یدار انجام شد. سپس باکتر  کری مدت چهار روز در انکوباتور ش  به 

  مار یو هر ت  یمساو  ماریت  5به    یطور تصادف  هب  گرمی  33± 8/6به وزن    یمعمولکپور  یماه  یفعال شد. تعدادریو با حرارت غ   دهیشستشو گرد

روش    کشت، به  ط یمح  +نیتیو ک  نیتیک  ن،یباکتر  لم، یوفیبا واکسن با  ب یترت  بهاول تا چهارم    ماریشدند: ت  م یتقس  ر یصورت ز  در سه تکرار به

ت  منیا  یداخل صفاق  قیتزر تجو   ماریشدند،  بدون  به  زیپنجم  نمونه  واکسن  نظر گرفته شد.  ماه  یریگ  عنوان گروه کنترل در  در    انیاز سرم 

 صورت گرفت.    60  و 40  ،20 ،0 یاروزه

 (.   >0P/ 05) دیگرد یابیمونوکلونال ارز بادی¬یو توسط آنت زاالای روش به ها¬در نمونه  لایدروفیه آئروموناسیباکترضد بادی¬یآنت اریع  نتایج: 

با   ج ینتا  گیری:  بحث و نتیجه  ت  ی معن  شی در تمام روزها افزا  مارهایت  ر ینسبت به سا  ن یو باکتر  لم یوفینشان داد واکسن  داشته   یباد  یآنت  تر یدار 

نسبت به    لمیوفیواکسن با  زین  60بوده است و در روز    تر  شیدر تمام روزها ب  نینسبت به باکتر  لمیوفیواکسن با  یباد  یآنت  تریاست، اگرچه ت

 دار داشته است.   یمعن شیافزا مارهایت ر یو سا نیباکتر
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 قدمه م
گرم   ،ی اریاخت  یهواز  یب ،ی ا  لهیم لایدروفیآئروموناس ه  یباکتر

 ( EUS) ریگ  و سندرم زخم همه یسم یمتحرک و عامل سپت ،یمنف

،  و همکاران  Ahangarzadeh جینتا توجه به با(.  19باشد ) یم انیماه در
را    انیکپورماه  ییایهای باکتر  یسم   یدرصد از سپت  5/15در مجموع  

 نیچن کردند و هم  ییشناسا  لایدروفیاز آئروموناس ه  یناش یسمیسپت
آئروموناس  5/62 ب  درصد نقش  استان    انیماهکپور  ییزا  یماریها در 

  ی ها   ی ماریب  نیتر  مهم  از یکی  لیدل  نیهم  به  اند  داده  لیرا تشک  خوزستان
ماه  عیشا ه  ییایکتربا  یمار یب  انیدر  .  باشد  یم  لایدروفیآئروموناس 

سطوح    در  یکلن  لیتشک  یبرا  ها¬سمیکروارگانی م  نهیگز  نیبهتر  ها¬یاکترب
  ها، ¬جلبک مخمرها،  ها،¬چند قارچ  هر  باشند،¬یم  لمیوفیبا  یر یگ  و شکل

  یدر صنعت پزشک  ها¬لمیوفیبا  دی هم امکان تول  ها¬روسوی  و  پروتوزوها
  طیدر شرا  یواکسن  یها-ژن¬یمحافظت آنت  های¬از روش  یکیرا دارند.  
در  (.  7)  باشد¬یم  لمیوفیبا  کیاستفاده از تکن  ،یماه  گوارشدستگاه  

 ستیز  یعیطب  یمرها یبستر مناسب که معمولاً از پل  کیروش از    نیا
ها معمولاً    شود. متأسفانه، واکسن   یاستفاده م  باشند،¬یم  ری پذ  بیتخر

تنها ا  ییبه  به  ن  جادیقادر  که    ییها  واکسن   ژهیو  به  ستند،ی محافظت 
  رفعال یغ  یها  پاتوژن ای بینوترک یها ژن  یمانند آنت هستند بر آن   یمبتن

بنابرا از ادجوانت    نیشده،  برا   یمنیا  یها   محرک  ا یاستفاده    ی اغلب 
  که   نیعلاوه بر ا  نیتیک  (.12)  هستند  یواکسن ضرور   ییکارا  شیافزا
کند، در    یو ادجوانت در واکسن عمل م  یمنیمحرک ا  کیعنوان    به

  ی که باکتر  صورت  نیگردد. به ا  یاستفاده م  زین  یخوراک  یها  واکسن
در   یمریبستر پل  نای  توسط  و  آمده  در   مجتمع  صورت¬به   نیت یدر ک
  یواکسن  های¬ژن¬یآنت  تاًیو نها  شود¬یم  گوارش محافظت   دستگاه   طیشرا

  ی مخاط  یمنیا  ستمیس  اریبهتر در اخت  ییزا  یمنای  توان  با  و  تر¬سالم
باکترشود¬یقرار داده م  یماه   ها¬سمیکروارگانیم  نهیگز  نیبهتر  ها¬ی. 
. مواد  باشند¬یم  لمیوفیبا  یریگ  در سطوح و شکل  یکلن  لیتشک  یبرا 
 ییایمیبوده و بافت ش  دراتهیه  اریبس  لمیوفیبا  یخارج سلول  یمریپل
  ی باکتر   یبرا  یساز مواد مغذ رهی ذخ  کیعنوان   که به   است  ای¬دهیچیپ

  ، یمانند: مواد معدن  یسلولریمواد غ  ها،¬کروبیم  تواند¬یعمل کرده و م
اندازند    ستال،یکر محصولات خورده شده و در حال فساد را به دام 
در    لایدروفیآئروموناس ه  لمیوفیجذب واکسن ب  نیچن  (. هم13،  10)

  لیدل  و احتمالاً به  شوندیجذب م  تراحت ر  یبا واکسن معمول  سهیمقا
 یلمیوفیبا  یها   واکسن  (.7)  باشد  یم  لمیوفیبا  کسی کوکالیپوشش گل
ک بستر  تأث  ،ینیتیبا  بر  تثب  ریعلاوه  در  بعد   تیمثبت  سه    ی شکل 

بهتر    واکسن با عرضه  ییکارا  شیدر افزا  ،یباکتر  یژن  یآنت  های¬نیپروتئ
ها نقش دارند و با    ژن  یآهسته رهش نمودن آنت  نیچن  ژن و هم  یآنت

د.  نینما  یبهتر واکسن کمک م  ییزا  یمنیگانه به اچند  های¬سمیمکان
Landry  پزودوموناس   یباکتر  های¬لمیوفیدادند که با  نشان ،و همکاران

موکوز    یرو  سلولی  بزرگ  اجتماع  صورت  به  آئروژینوزا که با  سطوح 
و   شهیش  ی رو  های¬لمیوفی با با  سهمقای  در   اند،¬رشد کرده  نیکوپروتئیگل

افزایش    کیوتبی¬یتحملشان به آنت DNA و  نیپوشش داده شده با اکَت

در   لمیوفیبا  های¬یباکتر  ،یکیوتیب  یعلاوه بر مقاومت آنت  است.  داشته
تماس با    ،ی فلز  تیبرابر قرار گرفتن در معرض نور ماوراء بنفش، سم

در   لذا (.18)  مقاوم هستند  اریبس  زین  توزیکمبود آب و فاگوس  د،یاس
  لا یدروفیآئروموناس ه لمیوفیواکسن با دیابتدا اقدام به تول قیتحق  نیا

  من یا ید یبا واکسن تول یقیتزر روش  کپور به های¬یماه شده و سپس
  ی قیواکسن تزر ییزا  یمنیو ا ییبر کارا ینیتیک لمیوفیبا  ریشدند تا تأث

 شود.   دهیسنج
 

 ها مواد و روش 
واکسن آئروموناس   لمیوفیبا سازی¬آماده :لمیوفیبا  واکسن  هیته

طور خلاصه در  . به(8)  انجام شد  و همکاران   Azadروش به  لایدروفیه
 نیتیک  یسوبسترا  یبر رو   لایدروف یآئروموناس ه  لمیوفیروش با  نیا

(w/v3/0%)  مح استوک  دیگرد  جادیا TSB (w/v225/0%) طیدر   .
شده    یجداساز  هوازچمران ا  دیشه  یاز دانشکده دامپزشک  ییایباکتر

  ان یدانش بن  از شرکت  نیتیآزادگان و ک  دشت یگرماب  از مزارع پرورش
شد.    یدار یدر مشهد خر  یگلمکان  توزانیو ک  نیتیک  یو فراور  دیتول

ساعت در دستگاه     6روز و هر روز    4مدت    به  یلمیوفیبا  های¬یباکتر
قرار گرفت   گراد یسانت  درجه  37  یو دما  قه یدر دق  120با دور    کریش

  لم یوفیبا نیا  گردد، سپس  مستقر  کاملاً  نیتیک لمیوفیبا یرو یتا باکتر
کشت جدا شده    ط یاز مح قهیدق  10مدت   دور به 3000 وژیفیبا سانتر

.  دی شستشو گرد (pH 2/7M, 1/0PBS) و دوباره با بافر نمک فسفات 
آئروموناس   واکسن  لمیوفیبا  تیفی ک  لم،یوفیدر با  یباکتر از شمارش بعد

  لمیوفیواکسن با  .دیگرد  یفازکنتراست بررس  کروسکوپیبا م  لایدروفیه
شده    م یتنظ  تریل  ی لیدر م  1010( با تراکم  نی)باکتر  یو واکسن معمول

در حمام    قه یدق  50به مدت    لمیوفیبا  یعال کردن باکتر فریغ  یو برا 
  رجهد  90  یدر دما  قه یدق  10مدت   درجه و سپس به  100آب جوش  

 در  قه یدق  20مدت   به  زیآزاد ن  های¬یقرار داده شد و باکتر   گراد یسانت
نهادندیگرد  فعالری غ  گراد  یدرجه سانت  100  یدما  به    یی. محصول 

استفاده قرار گرفت.    مورد   لایدروفیه  آئروموناس  لمیوفیواکسن با  عنوان
 نیتی ک ماریت  ن،یباکتر  ییدر کارا  نیت یک  لم یوفیبا ریاز تأث نانیاطم یبرا 
 ط ی+محنیت یک ماریت و  لم یوفیشده در واکسن با  استفاده  زانیم  اندازه  به

شده در واکسن    استفاده زانیاندازه م  نشده( به لیتشک  لمیوفیکشت )با
مشابه    طیروز با شرا  4مدت    به  یبدون اضافه نمودن باکتر  لمیوفیبا

  د هم در مور  لمیوفی واکسن با  یساز   و تمام روند آماده  دیانکوبه گرد
  لا ی دروفیه  آئروموناس  لمیوفیبا  واکسن  تیوضع  .(8  ،7)  دگردی  اعمال  ها¬آن
  ها ¬یفعال شدن باکتر ریقبل از غ  نیتیدر ک  یصورت اجتماع باکتر  به
 . دیگرد  یفاز کنتراست بررس  کروسکوپی حرارت، با مبا  

با    یمعمولکپور  یقطعه ماه  375  تعدادا:  ه¬یماه  یبند ماریت
در    25تکرار    3در    ماریت  5به    رزی  صورت  به  گرم  33±8/6وزن حدود  

شده با واکسن   منیا  ماریت:  دگردی بندیماریت ریشرح ز مشابه به  طیشرا
باکتر  منی ا  ماریت،  (ی+باکترنیتی)ک  لمیوفیبا با  )بدون    نیشده 
  طیو مح نیتیشده با ک منیا  ماریت ،نیتیشده با ک منیا  ماریت،  (نیتیک

  .منیاریکنترل غ  ماریت( و  لمیوفی با  لیدون تشکب  (TSB کشت
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واکسن   دی و تول دادن  حرارت ها قبل از  یباکتر   :سازی¬منیا  نحوه
و کشت    لیدرصد استر  9/0  یولوژ یزیدر سرم ف  یساز   رقت   قیاز طر

از سه رقت بالاتر انجام شد.   TSA کشت  طیدر مح  یو شمارش باکتر 
از غلظت   تریکرولی، صد مواکسن  دی و تول  یبعد از حرارت دادن باکتر 

شد.    انجام یصفاق  داخل قیرتز  صورت¬به یماه  هر یازا   به یباکتر 1010
استفاده    زانیم  به   زیکشت ن  طیو مح  نیت یو ک  نیتیک  یهاماریت  یبرا 

 .(8،  7،  1شد )  قیمورد استفاده تزر  لمیوفیشده در واکسن با
پرورش    یها   یماه:  انیماه  ی دار  نگه   ط یشرا مرکز  از  کپور 

  ط یشرا تیو با رعا  دیگرد  یداریخوزستان خر  شوشتر در استان  انیآبز
  ی دامپزشک دانشکده به یماه بچه انتقال  مخصوص وانت از استفاده با انتقال

آب محل    ییایمیکوشیزیف  طی. شرادیگرد  چمران منتقلدی دانشگاه شه
  8/0  ±1/0  یشور  ،گراد  سانتی  درجه 27±1یبود: دما  ریز  شرح  به قیتحق
گرم در   یلیم  01/0  تر از  کم  اکیو آمون  تیترین  زانیم  تر،لی  بر  گرم

و    4/8تا    8/7  نیب   pH،  تریگرم در ل یلیم  1/0تر از   کم  تراتیو ن  تریل
  ی اساس اشتها دو بار و بر  یروز  ومس، یبا  % 3تا    2  نیب  یغذاده  زانیم

 .شد  ام( انجهیتغذ  اگرانیم ی)شرکت ک  یبا  خوراک تجار  یماه
روز پرورش داده شدند و در   60مدت    به  مارهایت:  یرگی ¬نمونه

با    یماه  یهوش  یسه نمونه از هر تکرار با ب  60و    40  ،20،  0  یروزها 
شده و    یر یخونگ (MS222) متان سولفانات  نیکائیتر ppm 30 ماده

  مونو   یباد-یبا استفاده از آنت  زای روش الا  جدا شده و به  ها¬یسرم ماه
دانشگاه    یدامپزشک دانشکده یشناس روسیو بخش در شده هیکلونال )ته

ع  دیشه اهواز(  هضد  بادی¬یآنت  اریچمران  در    لایدروفی آئروموناس 
مونوکلونال استفاده   یباد   یآنت دی تول .دیگرد  مشخص یسرم های¬نمونه

کپور    انیشده است. سرم ماه  دی تول  ری روش ز  به   قیتحق  نیشده در ا
ن  به  یمعمول آمون  یساز  خالص  مهیروش  و    ومیبا سولفات  انجام شد 

  ی شد و بعد از آن سلوها قیهفته تزر 8تا  Balb/C 6 سپس به موش
سلول B ت یلنفوس با  و  شد  استحصال  موش  با    لومایم  یها  طحال 

  کشت   طیها در مح  . سلولدیادغام گرد کولیگل  لنیات  یاستفاده از پل
RPMI  انکوباتور  در  یگاو   نیسرم جن  درصد 10  یحاو CO2 ی دار  نگه  دار  

 نیسنگ  رهیزنجمونوکلونال ضد  ی باد   یآنت  ،یدوره غربالگر   3  شد. بعداز
IgM با آزمون  یمعمولکپور page SDS دییأو ت یو وسترن بلات بررس  

و خون    یسرم گاو   نیآلبوم  لیاز قب   یی ها  ژن  یآنت  نیشد. علاوه بر ا
  ییعنوان توانا  به  یمعمولکپور  یشده به ماه   قیتزر  یگوسفند   لیاستر

 ن یکه ا  دیگرد  یبررس ها ژن یآنت نیا  ییدر شناسا مونوکلونال یباد یآنت
 (.5)  دکن ییرا شناسا ها ژن یآنت  ن یاست ا توانسته مونوکلونال  یباد یآنت

   ممستقیری غ ی زایروش ال  به بادی ¬یآنت اریع ی رگی¬اندازه       

 ژن ¬یکوت آنت یبرا :  لایدروفیآئروموناس ه  یباکتر ونیکاسیسون
 TSA ط یبا کشت در مح  یابتدا باکتر  زا،یالا  های¬کف گوده  یباکتر

آب مقطر اضافه    یس  یس  1خالص شده به    یو سه کلن  دی خالص گرد
مرحله   نیآن صورت گرفت. بعد از ا یدفراست رو   زیبار فر 6و  دیگرد

  ون ی کاسی سون  قهیدق  2)  شنیکیسون  بار  ده  کلیو س  کاتوری سون  با دستگاه
 قه یدر دق  3500گرفت. سپس با دور   ( صورتقهیدق  2  یبا فاصله زمان

  ژن¬یغلظت مناسب آنت جادیا  یبرا  .دیگرد فوژیسانتر قهیدق 5مدت   به
نسبت   به  مقطر  آب  غلظت     که  یطور  به  دیگرد  قیرق   25به    1با 

  زا یالا  تیاستفاده شده در پل  تری کرولی)در هر صد م  ژن¬یمناسب آنت
 (.21)  گردد  جادی( ایباکتر   وارهید  کروگرمیم  1/0

کردن    کهیسون  از  بعد  :یماه  های¬سرم   تست  یبرا زایال  یینها   آزمون
بلاکر،    ژن،¬یآنت  نهیبه  ریانجام شد و مقاد  لوتیپا  شاتیآزما  یباکتر

  های ¬کف گوده در. دیمونوکلونال و کونژوگه، مشخص گرد  سرم، پادتن
 ( Nunc-Immuno MicroWell  96 well solid plates) زا یالا  تیپل

بافر    نگیبا کوت  20به    1  زانیم   بهشده(،    کهی سون  ی)باکتر  ژن¬یآنت
م  قیرق به  و  م  زانیشد  گوده  تری کرولیپنجاه  .  دگردی   کوت  ها¬کف 

  های ¬تیپل ییمحلول رو  و سپس  شد یدار   نگه خچالیروز در  1بعد از 
  ر ی. سپس با شدی شستشو گرد  نی توئ PBS بار با   3و    ختهیدور ر  زایالا

  تر یکرولیم 300 زانیم  به نیتوئ PBS یحاو   درصد 1چرخ  خشک پس
آنت  هایی¬گاهیجا گرد  دهینچسب  ژن ¬یکه  بلاک  به  دیبود  سه    و  مدت 

قرار داده شد. سپس سه بار   گراد  یدرجه سانت 37ساعت در انکوباتور 
به    ماریاز هر ت  یماه  های¬بافر شستشو انجام شد و سرم  باشستشو  

  زان یم  و به  قیدرصد رق  5/0  ریو ش   نیتوئ PBS در   400به    1  زانیم
اتاق    یدر دما  قه یدق  90مدت    به  تی. پلدیاضافه گرد  تریکرولیم  100
قرار گرفت و سپس محلول دور    کریش  یو رو  گراد  یدرجه سانت  25

 نیسنگ  رهی زنجضد مونوکلونال بادی¬یو آنت دیگرد شستشو ارب  4 و ختهیر
IgM  زان ی م  شده و به  قیرق  20به    1شده در موش به نسبت    دی تول  
  اتاق، محلول  یدر دما قه یدق 60. بعد از دیاضافه گرد  تریکرولیم 100

  د یتول  یموش  ضد  هیثانو  بادی¬یو آنت  دیگرد  بار شستشو  3و    ختهیدور ر
 ,Bio-Rad, USA) صورت کنژوگه  به (Goat anti mouse) شده در بز

  تر یلکرویم 50 زانیم  به 3000به  1شده به نسبت   قی، رق(170-6516
 3و    خته یمحلول دور ر  قه یدق  40. بعد از  دیدر هر چاهک اضافه گرد

چاهک    به هر  تریکرولیم  50  کروموژن  ی. سوبسترا دیگرد  بار شستشو
 .شدکننده اضافه    متوقف  محلول  قهیدق  10تا    5پس از    دیگرد  اضافه

OD  450با طول موج    دریر  زایمربوط به هر چاهک در دستگاه الا  
 .(21د )منتقل شExcel افزار مربوطه به نرم و اعداد  نانومترخوانده شد

  مارها یت نیدر ب بادی¬یآنت  اریع جینتا  زیآنال یبرا :  یآمار  ز یآنال
  19  شیرایو  SPSSافزار    با استفاده از نرم  طرفه¬کی  انسیوار  زیاز آنال

  کلوموگروف   ها، از آزمون  نرمال داده عیتوز یبررس  شد و جهت  استفاده
برا   رنوفیاسم تفاوت  ی معن  نییتع  یو  بودن  دانکن    دار  آزمون  از  ها 

 (. >05/0P)  دیاستفاده گرد
 

 نتایج 
کشت  طیدر مح یبعد از کشت باکتر لمیوفیبا دیدر مرحله تول

از تمام مراحل قبل شستشو، بعد شستشو و ورتکس   ن،یتیهمراه ک  به
شکل  گرفت ) صورت  یبردار  کنتراست عکس فاز  کروسکوپیبا م  دیشد

  یی بالا تیموفق  یقیتزر  های¬واکسن گردد¬یکه مشاهده مطور  همان (.1
مربوط    یمنیا  نیتر  شیاند. ب  داشته  یاختصاص یباد  یآنت  دیتول  کیتحر  در

با باکتر  لمیوفیبه واکسن  افزا  نیو بعد از آن واکسن  و    ار یع  شی بود 



 ,.Aramoon et al                                                                                                                                         همکاران  و  آرامون

80 

  60و   40 ،20در روز  لمیوفیشده با واکسن با منیا  ماریت  در یباد   یآنت
  ر ینسبت به سا  نیو باکتر  لمیوفی (، واکسن با>05/0P)  دار بود  یمعن

داشته است،    یباد   یآنت  تریدار ت  یمعن  شیدر تمام روزها افزا  مارهایت
در تمام روزها   نینسبت به باکتر  لمیوفیبا  واکسن یباد  یآنت  تریاگرچه ت

  نینسبت به باکتر  لمیوفیواکسن با  زین  60بوده است. در روز    تر  شیب
 (. >05/0P)  (2شکل  دار داشته است ) یمعن  شیافزا  مارهایت  ریو سا

 : دیمحاسبه گرد  زایدر الا  ریاساس فرمول زبر  SPدرصد  

 
 

( در تیمارهای  SPبادی )درصد  مقایسه عیار آنتینمودار  :2 شکل

 تجویز تزریقی تحقیق
 

 

 ب   الف

 د    ج
  x1000فاز کنتراست  کروسکوپی شستشو. ب( م ندیکشت قبل از فرآ  طیدر مح نیتیو ک  یباکتر x400فاز کنتراست  کروسکوپیمالف( : 1 شکل
فاز کنتراست.  کروسکوپی. د( منیتیک  های¬فلاک x100فاز کنتراست  کروسکوپ یشستشو. ج( م ندیکشت قبل از فرآ  طیدر مح نیتیو ک  یباکتر

x400 دیو ورتکس شد کشت بعد از شستشو طی در مح نیتیو ک  یباکتر. 
 

 بحث 
نشان داد    یقیشده توسط واکسن تزر  جادیا  ییزا  یمنیا  جینتا

  زان یم  نیتر شیکرده و ب جادیا  ییبالا  اریع  لمیوفیبا  یقیکه واکسن تزر
  یقیشد. واکسن تزر  مشاهده  لمیوفی شده با واکسن  با  منیا  ماریدر ت

را نشان   یتر  کم  اریع  زانیم  لمیوفیبا  ماریبا غلظت مشابه ت  نیباکتر

احتمالاً که  ک  داد  مثبت  دل  کیعنوان    به  نیتیاثر    ن یا  لیادجوانت 
تا روز  20از روز  نیو باکتر لمیوف یبا یقیتزر  تفاوت بوده است. واکسن

  لا یدروفیآئروموناس هضد  بادی¬یآنت   اریع  نچنی  هم  .اند¬داشته  کاهش 60
(  لمیوفیو با  یمعمول  نی)باکتر  یقیروش تزر شده به نهیواکس انیدر ماه

 مطالعه  در .>P)05/0) دبالاتر بو کنترل  ماریت به نسبت یار د  یطور معن  به
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Vinay نیتیک %3/0) حاضر  روش  طبق  بر لمیوفیواکسن با ،و همکاران  
  باعث   لم یوفیبا  لی. تشکدیگرد  دیتول TSB) کشت  طیمح  %225/0و  

که   گردد¬ی م  ینیتیک  میپارانش  ک یدر    یباکتر  متعدد  های¬هیتجمع لا
 یدر عرضه بهتر آنت  ،ییایباکتردر برابر عوامل ضد  محافظت  علاوه بر

 نقش دارد، هم  زین  نیتی ک  یعیطب  مریدر مجاورت پل  یواکسن  های¬ژن

 یطولان  کیو تحر  قیژن در محل تزر  یآنت  یجیتدر  یسازآزاد  نیچن
 ن یدر ا  یباد  یآنت  اریع  شی افزا  گرید   لیدل  زین  یماه  یمنیا  ستمیتر س

  1010  قیبا تزر  ،و همکاران   Hajipourمشابه    یقیتحق  در  .است  ماریت
فرمالری غ  یباکتر با  شده  ماه  25/0)  نیفعال  به  کپور    یدرصد( 
که    ندنشان داد  بادی¬یآنت  ترتی  گرم   51±6/5با وزن متوسط    یمعمول

و    توزانینانوک  ماریدر دو ت  یباد-یآنت  تریت  42و    28،  14  یدر روزها
،  (17)  شاهد داشت  مارینسبت به ت  یدار یمعن  شی فروند افزا ادجوانت

  ی قیروش تزر  (یو باکتر نیتی)ک  لمیوفی دار با  یمعن  ش یبه افزا  باتوجه  که
  قیتحق نیدر ا یطرف از  .دارد  یخوان هم  40و    20مطالعه حاضر در روز  

محافظت   ییایباکتر  لمیوفیبا  دیتول  یبرا   زین  نیتیک  یلمیوفیبا  یاثر 
  ش یقرار گرفته است. در مورد افزا  دییمورد تأ  لایدروفیآئروموناس ه

  ی گزارشات  لمیوفیبا با واکسن  قیتزر  یساز منیدنبال ا به  بادی¬یآنت  اریع
معمول  دهید واکسن  اما  تزرریغ  ینشد،  شده  در    یمتعدد  یقیفعال 

  زان یم سهیمقا  اساسبر که  یطور  گرفته است به  صورت یگرماب انیماه
واکسن   ،و همکاران    Karunasagarدر مطالعه  ییایباکتر  و چالش  یمنیا

  8  یهند   انیدر کپور ماه  لایدروفیآئروموناس ه  وری¬و غوطه  یقیتزر
با دوز     (Labeo rohita)و روهو (Cirrhinus mrigala) گالیمر  یگرم

  ی فعال کردن باکتر ری و غ  یباکتر  810  تریل  یلیم  1/0  یقیواکسن تزر
صورت گرفت و واکسن    گراد  یدرجه سانت   60  یساعت در دما  1با  

در   یباکتر  1110با    قهیدق   3در    انیماه  یدار  نگه  زانیم  به  یور   غوطه
  بادی¬یآنت  تری حاصل از ت  ج یدرصد نمک انجام شد. نتا  3و    تریل  یلیم

و    2410فعال  ریو واکسن غ  2410زنده    یقینشان داد که واکسن تزر
با  ریغ  یور  و واکسن غوطه  2410  یور   واکسن زنده غوطه  فعال شده 

ماه  512/0دما   و  ت  انیبود  در    (20)  داشتند  008/0  تریشاهد  که 
و    1/0  زانیشاهد در م  ماریحاضر ت  جینتا  بادی¬یآنت  تریبا ت  سهیمقا

با    یاد یداشتند که تا حدود ز  1/ 1تا    9/0  نیبا مقدار ب  نیباکتر  ماریت
 Azad و Abhiman   (1)قیتحق  در   .مطابقت دارد  قیدو تحق  نیا  جینتا

با  دیروش تول  زی( ن7و همکاران ) آئروموناس    یباکتر  لمیوفیواکسن 
  ها¬حاضر انجام شد، آن  قیمشابه تحق  نیتیبا استفاده از ک  لایدروفیه
تول  زنی با  دیبا  ه  ی باکتر   لمیوفیواکسن    یی کارا  لای دروفیآئروموناس 

گزار  واکسن  یده  پوشش   روش  نیا  مناسب    ن یچن  هم  .نمودند   شرا 
Alishahi  همکاران تجو  ،و  نوع  توزانیک  یخوراک  زیبا   ن یتیک  یکه 

  ی اختصاصریغ  یمنیبهبود پاسخ ا  یمعمولکپور  یاست در ماه  لهیاستد
بهبود    ،و همکاران  Alishahi  نی چن . هم(3)  را گزارش نمودند  یماه
  ی کپور معمول یدر ماه لایدروفیآئروموناس ه یواکسن خوراک ییکارا
گزارش نمودند، که همه گزارشات فوق    توزانینانوک  زیدنبال تجو  را به
در   نیتیمشتق از ک  یعیطب  کیمریپل  باتیاز اثر مناسب ترک  یحاک

واکسن  ییاست، که مطمئنا در کارا یماه یمخاط  یمنیبهبود پاسخ ا
  Tokura و  (23)  همکاران  و Nishimura لبتها  .( 4)  داشت  خواهد  ریتأث  زین

 هایی¬نیتوکنیس شیباعث افزا  نی تیکردند که ک  انی ( ب24و همکاران )
قب مستق  به IFNα وIL-1, IL-12, IL-18  ،TNFαلیاز  و   میصورت 

طب  های¬سلول  شیافزا غ  به NK cells یعیکشنده   میمستقریصورت 
  ی با بررس Arul و Gopalakannan قیدر تحق  نی. علاوه بر اگردند¬یم
دو ماده را محرک   نیا یمعمولکپور یماه یغذا  در توزانیو ک نیتیک
  ت یفعال شیباعث افزا  ی دار  یطور معن نمودند که به یمعرف یذات  یمنیا

ط  گردند¬یم  میزوزیلا در  ماه  یو  باکتر   ها¬یچالش  آئروموناس    یبا 
روز   (RPS) یبازماندگ  زانیم  لایدروفیه تغذ  45در  گروه  با    هیدر 
درصد وزن    1)  نیتیدرصد و با ک  80(  یدرصد وزن ماه  1)  توزانیک

  (WBC) د یسف های¬گلبول  نیچن  گزارش کردند. هم   درصد   40(  یماه
و شاهد    توزانیاز گروه ک  تر  شی ب  ن یتیدر گروه ک  یدار  یطور معن  به

  لمیوفیبا دی است، تول مشخص  فوق  که در گزارشاتطور  همان(. 16)بود 
  مریپل  نیا  ریتأث  ،یخوراک  زیعلاوه بر محافظت واکسن در تجو  نیتیک

در    زین  یگوارش  های¬نیتوکیسا  انیبر ب  ریپذ  بیتخر   ستیز  یعیطب
 ژن¬یآنت   یبرا  یمؤثر بوده و نقش ادجوان  یماه  یمخاط  یمنیبهبود ا
 ن یتیگروه کنترل ک  کینظر گرفتن    دارد. البته با توجه به در یواکسن

محافظت در برابر    رییو عدم تغ  مارها،یدر ت  ییایترژن باک-یبدون آنت
باکتر ا  ییایچالش  کارا  مار،یت  نیدر  با  ییبهبود  به    لمیوفیواکسن 

 ن یتیک  یعن ی  ،ییتنها  به نیت ینه ک شود¬یداده م  واکسن نسبت ی نیتیک
اثر س واکسن  ا  یسمینرژیو  برابر عفونت تجرب  ییزا  یمنیدر  با    یدر 

گرم   یل یم  1/0  قیبا تزر  ،و همکاران   Esteban.آئروموناس حاد دارند
سرم در    یریگ و نمونه gilthead (Sparus aurata L.) یبه ماه  نیتیک

 5کمپلمان از روز    تیکه فعال  دندیرس  جهی نت  نیبه ا  10و    5،  3روز  
و    3در روز    تیفاگوس  تیو فعال  یاست و انفجار تنفس  افتهی  شیافزا
با    ،و همکاران   Alishahi  نیچن  . هم(14)  است  دهیرس  کثربه حدا  5

ادجوان واکسن    عنوان  به  یمعمولکپور   یماه  به   توزانینانوک  یقیتزر  زیتجو
و محافظت    بادی¬یآنت  اریع  شی افزا  لا،یدروفیه  آئروموناس  ییایباکتر

که   رسد¬ینظر م  به  .(4)  را گزارش نمودند  ییایدر برابر چالش باکتر
واکسن  نیتیک بر نقش ذکر شده در  )محافظت    یخوراک  یها   علاوه 

  .کرده است  عمل یمنیعنوان ادجوانت و محرک ا  در روده( به ژن¬یآنت
مکان  با به  تزر  یواکسن  ژن¬یآنت   ییزا  یمنیا  سمیتوجه  روش   ی قیدر 
تحق  جه ینت  نیچن  توان¬یم در  که  م  ق یگرفت  عرضه    زانیحاضر 

ا  ژن¬یآنت تأث  ژن¬ی آنت  ییزا  یمنیو   ی واکسن  لمیوفیبا  لیتشک  ریتحت 
نبوده که از    یا   داشته به اندازه  ریحداقل اگر تأث  ایقرار نگرفته است  

( و 16)  ن یتیک  ییزا  یمنیدار باشد. هر چند اثرات ا  یمعن  ینظر آمار
ک  توزانیک مشتقات  از  )باشد¬یم  نیتی)که  ادجوان3(  اثر  در    ی(  آن 

شا  یماه است.  شده  افزا  دی گزارش  ک  شیبا  ته  نیتینسبت   ه یدر 
واکسن بهبود    ییکارا  ژن¬یدوز آنت  ای  قیدفعات تزر  شیافزا  لم،یوفیبا
 2مدت    به   نیتیبا خوراندن ک  ،و همکاران  Esteban مطالعه  در  .ابدی

  ر یغ  یمنیا  یبر رو  نیتینشان داد که ک  ییای باس در  یهفته به ماه
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به  یماه  یاختصاص است  داشته  مثبت  افزا  یصورت  اثر  باعث    ش یکه 
نشده است، اما باعث    کیتوتوکسیو سا  تیفاگوس  تیو فعال  میزوزیلا

.  (15)  شده است  یعیطب  کیتیهمول   کمپلمان  طحدار س   یمعن شیافزا
  تر یل  یلیم بر کروگرمیم 1000  خوراندن  با  ،همکاران  و Cuesta مطالعه  در
 یتیفاگوس تیدار فعال یمعن  شیباعث افزا   ییایدر باس  یبه ماه  نیتیک

بر    کروگرمیم  1/0و    10  زانیشدند، اما م  لارومیآنگوئ  ویبریو  یباکتر
فاگوسیفعال  نیتیک  تریل  یلیم تاث  یتیت  ندا  ریرا تحت  )قرار   (.11د 

Azad  آئروموناس  یخوراک لمیوفیبا  واکسن  ییزا  یمنیا  زانیم  ،همکاران  و  
ب  یکپور بررس  یرا در ماه  لایدروفیه و    زان یکردند که م  انیکردند 
است  بادی¬یآنت  تریت بوده  نتا  ،و همکاران  Aramoon  .( 8)  بالا    جیبا 

بعد از    قیتحق  نیدر ادامه ا  لمیوفیای  یقیواکسن تزر  ییایچالش باکتر
مک فارلند )با غلظت    8با دوز    لای دروفیآئروموناس ه  قیتزر  60روز  

×4/29CFU/mg 10ماه به  معمول  ی(  و  %30)  یبقا   زانیم  یکپور   )
( را داشته است که  %5/27( )نی )باکتر  یمعمول  یواکسن باکتر  ماریت

صفر را نشان    یکنترل با درصد بقا مارینسبت به ت  یدار  یمعن  شیافزا
 یماه  یمنیبر ا  ی اثر مثبت  لمیوفیواکسن با  نیچن  . هم(6)  داده است

 نیتیگروه ک  در  یبازماندگ  درصد  اساسبر  نیا  است. علاوه بر  کپور داشته
بالاتر    یاندگبازم   زانیاز گروه شاهد م  ی قیکشت تزر  طی+محنیتیو ک

ا  زین  ن یتیک  رسد¬ینظر م  بوده است که به    ی و سلامت ماه  ی منیدر 
  ق یتحق  نیا نبود. در دار یمعن  یآمار از نظر  ریتأث  نیچند ا مؤثر بوده هر

در تمام روزها   لمیوفیبا یقیتزر  واکسن یماه یاختصاص یمن یهم در ا
واکسن معمول از  روز    یبالاتر  داد که    60بوده است و در  نشان  هم 

داشته است و    یبا واکسن معمول  یدار  یتفاوت معن  لمیوفیواکسن با
  ی تر   شیب  یاختصاص  یمنیا  لمیوفی واکسن با  که  گرفت  جهیتوان نت  یلذا م

  ی تر  شیب  یمنیداشته است و مدت زمان ا  ینسبت به واکسن معمول
  ی اختصاصریغ  یمنیا در که نیا بر  علاوه نیتیک و لذا دینما یم جادیرا هم ا

  زین  یاختصاص  یمنیمتعدد نقش دارد در ا  یها   ذکر شده در پژوهش
در   نیتیگردد از ک  یم  شنهادیپ  نیچن  داشته است. هم  ینقش مؤثر 

 گردد.  استفاده عنوان ادجوانت به  یقیتزر واکسن دی و تول  انیماه خوراک
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