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 Introduction: In this study, the effect of injection of streptococcus / lactococcosis vaccine with 

alginate /chitosan microparticles on immunogenicity in rainbow trout was investigated. For this 

purpose, first S. iniae and L. garviae were cultured in TSB medium and inactivated with 

formalin, then the inactivated bacteria were finely coated with alginate /chitosan particles. 

Materials & Methods: 600 pieces of rainbow trout (14±2.1 g) divided to four Treatments: 

Each treatment was divided into three replications as follows: the first treatment with 

encapsulated vaccine, the second treatment with uncoated vaccine and the third treatment with 

alginate / chitosan without bacteria, and the fourth treatment was injected with sterile PBS as 

control. The fish were fed and maintained for two months and on days 0, 20, 40 and 60, serum 

samples were prepared from the fish and immunity indicators included: serum antibody titer, 

complement activity, bactericidal, lysozyme activity, Leukocyte phagocytosis, serum protein 

and immunoglobulin levels, and expression levels of IL-6 and IgM in anterior kidney were 

evaluated. Treatments with both bacteria were challenged separately and mortality was 

compared between treatments.  

Result: The results showed that the immunity indices in fish vaccinated with encapsulated 

vaccine improved compared to other treatments. Also, the expression of IL-6 and IgM genes 

and survival after bacterial challenge were significantly higher in encapsulated treatment than 

other treatments.  

Conclusion: Therefore, the vaccine microencapsulated method with chitosan and alginate 

microparticles is effective and can be used to improve the efficiency of streptococcus/ 

lactococcosis vaccine in rainbow trout. 

https://dx.doi.org/10.22034/aej.2020.247605.2347
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  استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس با ریزذرات آلژینات/کیتوزان بر دوگانهدر این تحقیق اثر ریزپوشانی واکسن تزریقی  :مقدمه

  کمان بررسی گردید.آلای رنگیندر ماهی قزل زاییایمنی

کشت و با فرمالین غیرفعال  TSBبه این منظور ابتدا باکتری استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه در محیط  ها:مواد و روش

 14±1/2کمان )ی رنگینآلاقطعه ماهی قزل 600با ریز ذرات آلژینات/کیتوزان ریزپوشانی شدند. شدهفعالهای غیرسپس باکتری ،شده

ریزپوشانی شده، تیمار دوم با واکسن  صورت زیر تقسیم گردیدند: تیمار اول با واکسنهگرم( به چهار تیمار، هر تیمار در سه تکرار ب

مدت دو ماه بهها تزریق گردید. ماهی لاستری PBSتیمار چهارم نیز و به بدون ریزپوشانی و تیمار سوم با آلژینات/کیتوزان بدون باکتری 

بادی سرمی، های ایمنی شامل: عیار آنتیها تهیه و شاخصنمونه سرم از ماهی 60و 20،40، و در روزهای صفر شدهداری تغذیه و نگه

 ها، میزان پروتئین و ایمونوگلوبولین سرم،خواری لکوسیتکشی سرم، فعالیت لایزوزیم، میزان بیگانهفعالیت کمپلمان، قدرت باکتری

و ه طور جداگانه چالش داده شد. تیمارها با هر دو باکتری بهندها ارزیابی گردیددر کلیه قدامی ماهی IgMو  IL-6بیان دو ژن  و میزان

 تلفات بین تیمارها مقایسه گردید.

چنین بود، هم های ایمنی در ماهیان واکسینه شده با واکسن ریزپوشانی شده نسبت به سایر تیمارهانتایج حاکی از بهبود شاخص نتایج:

 تر از سایر تیمارها بود.داری بیشطور معنیچالش باکتریایی نیز در تیمار ریزپوشانی به و بازماندگی بعد از IgMو  IL-6بیان دو ژن  میزان

 وزیس/لذا روش ریزپوشانی واکسن با ریزذرات کیتوزان و آلژینات برای بهبود کارایی واکسن دوگانه استرپتوکوک :گیری و بحثنتیجه

 .آلا کارایی داشته و قابل استفاده استلاکتوکوکوزیس در ماهی قزل

https://dx.doi.org/10.22034/aej.2020.247605.2347
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 قدمهم

 آلاقزلترین تولیدکنندگان ماهی عمده ایران از های اخیردر سال       

همراه کشور ترکیه در دهه اخیر  و  بودهدر آب شیرین در سطح جهان 

. به (FAO ،2017اند )داشته بالاترین رشد را در تولید این ماهی

ماهی  پرورش باکتریایی صنعت ترین بیماریمهم که گفت توانجرات می

، که بودهلاکتوکوکوزیس در کشور بیماری استرپتوکوکوزیس/ آلاقزل

این بیماری  به این صنعت وارد کرده است. های اقتصادی زیادی رازیان

و دریایی در ابتدا در میان  شورلبسیستمیک در ماهیان آب شیرین، 

و همکاران  Hoshinaکمان در ژاپن توسط آلای رنگینجمعیت قزل

کمان در آلای رنگینگزارش شد. بعدها در مزارع پرورش قزل (1958)

آفریقای جنوبی، ایالات متحده آمریکا، بریتانیا و نروژ نیز اهمیت یافت 

کمان آلای رنگینهای قزلترین بیماریعنوان یکی از مهمو امروزه به

؛ Barnes ،2007و  Agnew) پروری شناخته شده استیدر آبز

Austin  وAustin ،2007 استرپتوکوکوزیس اولین بار در ایران از  .)

و  2000کمان استان مازندران در سال آلای رنگینمزارع پرورش قزل

(. 2008و همکاران،  Faghani) گردیدجدا  2003در سال  فارس استان

 است، زیرا زمانی این بیماری مودارندرمان و کنترل این بیماری م

تحت استرس قرار  پایین آب کیفیت وسیلهکه ماهی به شودآشکار می

ات اجرایی نموداردلیل م(. درمان به1993و همکاران، Sakai گیرد )

تر مقاوم شدن باکتری نسبت به و از همه مهم تجویز، هزینه بالا

(.  2016و همکاران،  Soltaniداروهای رایج کارایی لازم را ندارد )

استرپتوکوکوزیس/ لاکتوکوکوزیس،  های جایگزین برای کنترلروش

اکثر (. Klesius ،2011و  Pridgeon) استها استفاده از واکسن

های کشورهای دارای صنعت پرورش ماهیان سردابی از این واکسن

نیز بیش از یک دهه است که واکسن  ایران. در جویندمیسود  مؤثر

ات نمودار. یکی از مشودمیوگانه این بیماری تولید و استفاده تجاری د

هرچند روش تزریقی است،  تجویز واکسن در ماهی کارایی واکسن

 جاآن ازتجویز واکسن دارد، ولی  هایروشبالاترین کارایی را در بین 

معمول باکتری فرمالینه هستند، میزان تحریک ایمنی  هایواکسن که

لذا استفاده از مواد محرک ایمنی برای  نند،کنمیمناسبی ایجاد 

ریزپوشانی یا میکروکپسوله کردن واکسن روش مناسبی برای افزایش 

 Tulaby؛1397همکاران،  آرامون وتزریقی است ) هایواکسنکارایی 

Dezfuly  ،مدل (. 1399طولابی و همکاران،  ؛2020و همکاران

تر براساس کارایی و شها در ماهی، بیبخشی واکسنارزیابی میزان اثر

سرمی واکسن است. ثابت شده است که بین کارایی  زاییایمنیمیزان 

 در ماهی ارتباط مستقیم وجود دارد واکسن و پاسخ ایمنی سرمی

(Liu  ،؛ 2016و همکارانCraig  ،اطلاعات ساز2017و همکاران .) و 

 مرتبط هایژنکارهای مولکولی و سلولی پاسخ ایمنی و میزان بیان 

ارتباط میان  ترعمیقتر و تواند به فهم بهتر، دقیقمی  با سیستم ایمنی

مهاجم کمک  زاییماریبزایی میزبان در مقابل عوامل حفاظت، ایمنی

و فرایندهای دخیل در ایجاد  زاییایمنینموده و به درک بهتر روند 

و همکاران،  Raida) کمک نماید زایماریبمقاومت در برابر عامل 

های اخیر در جداسازی و های چشمگیری در سال. پیشرفت(2008

و  Secombesدست آمده است )توصیف ژن سایتوکین از ماهی به

های کمک به مکانیسم منظوربهها (. این سایتوکین2011همکاران، 

دخالت  هاباکتری زایییماریب نمودن مکانیسم میزبان در محدود دفاعی

در روند  هاماهیدر  IgM(. ژن 2017و همکاران،  Zhangدارند )

مهم در ارزیابی  هایژننقش داشته و یکی از  IgMتولید و ترشح 

بیان را در کلیه  نتریهومورال در ماهی است که بیش ایمنی اختصاصی

  IL-6چنین ژن (. هم2016و همکاران،  Ismailماهی دارد ) قدامی

که از  بوده های پیش التهابی در ماهیسایتوکین ینترمهمیکی از 

التهابی و ایمنی نقش  یهاپاسخو در  شدهسفید ترشح  یهاگلبول

 کنندهکمک Tلنفوسیت و  خواریگانهب یهاسلولاز  6دارد. اینترلوکین 

چنین و هم گلوبولینتولید ایمونوو بر  ترشح شده  Bهایلنفوسیت و

و همکاران،   Halimi؛1396)علیشاهی،  است مؤثر غیراختصاصی ایمنی

لذا در این تحقیق اثر ریزپوشانی واکسن تزریقی دوگانه  .(2020

 بر آلژینات-کیتوزان زذراتری با استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

 آلای رنگیندر ماهی قزل IL-6و   IgM، ایمنی و بیان دو ژنکارایی

  ارزیابی گردید.کمان 
 

 هامواد وروش

: تهیه واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس       

استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه  یباکترپس از کشت 
ها اثبات شده بود جنس و گونه آن PCRطور جداگانه  که با روش به

 1رمالین ها در مجاورت فساعت، باکتری 48مدت به TSBدر محیط 

گراد قرار داده شده، سپس درجه سانتی 4ساعت در  12مدت درصد به

منظور حصول ها با سرم فیزیولوژی سه بار شستشو شدند. بهباکتری

شده  ها، از باکتری غیرفعالاطمینان از غیرفعال شدن کامل باکتری

(.  قبل از غیرفعال 2010و همکاران،  Alishahiکشت مجدد تهیه شد )

سازی و کشت در محیط جامد ها، با استفاده از رقتن باکترینمود

های تنظیم گردید. در انتهای کار، باکتری 1010حد  ها درتعداد باکتری

صورت سوسپانسیون در آمدند. غیرفعال در سرم فیزیولوژی استریل به

برای تیمارهای تزریقی دو باکتری به نسبت مساوی با هم ترکیب 

صورت میکرولیتر از محصول به 100ریزپوشانی،  غیر و برای تیمار شدند

 ها تزریق گردید.داخل صفاقی به ماهی

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA_%D8%AA%DB%8C_%DA%A9%D9%85%DA%A9%E2%80%8C%DA%A9%D9%86%D9%86%D8%AF%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
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در یک بشر :  Internal Emulsificationروشپوشانی بهریز       

-سی 5/3میزان درصد به 2محلول آلژینات سدیم سی سی 55حاوی 

 10مولار اضافه، سپس میلی 500سوسپانسیون کربنات کلسیم سی 

مخلوط سوسپانسیون میکروبی سی سی 5از محلول حاصل با سی سی

 گرم 5/0روغن زیتون ریخته شده و سی سی 35در بشر دیگری . شد

گردید. محلول حاصل با محلول بالا مخلوط به آن اضافه  80اسپن 

در ظرف زده شد. دور در دقیقه هم 350دقیقه با سرعت  15شده و 

با هم سی اسید استیک سی 5/0روغن زیتون و سی سی 10 یدیگر

به محلول اول  pH  5/3قطره تا ایجاد مخلوط شده و این محلول قطره

 10000در  سانتریفیوژ زیتون با روغن زده شد.هم دقیقه 30شده و  اضافه

سی سی 15نهایی  مرحله در و جدا شده سوسپانسیون دقیقه از 10 در دور

دور در دقیقه به محلول  800قطره با سرعت قطرهدرصد  4/0کیتوزان 

نهایتاً محلول  .شدهم زده به مدت یک ساعت کاملاًو بعد بهاضافه شده 

دور در دقیقه  10000دقیقه با سرعت  15مدت دست آمده بهبه

در تیمار ریزپوشانی  (.2013و همکاران،  Huiyiسانتریفیوژ گردید )

استفاده شده لیتر باکتری در میلی 1010هم از محصول فوق با غلظت 

 روش داخل صفاقی تزریق گردید.میکرولیتر از واکسن به 100و 

 هامرحله تیماربندی و تجویز واکسن

 600ها تعداد منظور تیماربندی ماهیبه: هاتیماربندی ماهی       

تیمار )هر تیمار  4گرم به  14±1/2آلا با میانگین وزنی عدد ماهی قزل

صورت زیر تقسیم  شدند. دد ماهی( بهع 50در سه تکرار و هر تکرار 

 Skrettingبرای تغذیه و ساخت واکسن از خوراک تجاری اسکرتینگ 

ها گرم استفاده شد. ماهی 40تا  10ساخت ایتالیا، مخصوص ماهیان 

داری مدت یک هفته جهت سازش یابی با محیط نگهبعد از انتقال به

ها )بررسی اهیو با خوراک معمول تغذیه شدند، بررسی بهداشتی م

های داخلی و مغز(  انجام شد تا از سلامت ظاهری انگلی، کشت از اندام

ها اطمینان حاصل گردد. سوابق بیماری در مزرعه تهیه بچه ماهی

ای در شهرستان ازنا(، که همواره یکی از مزارع پرورش ها )مزرعهماهی

تیکی ها در مخازن پلاسماهی نمونه بوده است، وجود نداشت. ماهی

 100میزان به 14صورت زیر تیماربندی و در روز صفر و لیتری به 500

(. 1ها تزریق گردید )جدول های تهیه شده به آنمیکرولیتر از محلول

از  60و  20ی صفر، هازمانداری و در روز نگه 60مدت ها بهماهی

ها نمونه خون و سرم اخذ و در انتهای دوره اقدام به چالش ماهی

لاکتوکوکوس و  استرپتوکوکوس اینیهیایی با هر دو باکتری زنده باکتر
 طور جداگانه گردید.به گارویه

 گارویه لاکتوکوکوس و اینیه استرپتوکوکوسضد عیار تعیین       
استرپتوکوکوس ی ضدبادیآنتی عیار ریگاندازهبرای : هانمونه سرم در

روش ای تحقیق بهدر سرم ماهیان تیماره لاکتوکوکوس گارویهو  اینیه

( استفاده 2004و همکاران )Shelby توسط  شدههیتوصالایزا، از روش 

جداگانه برای هر باکتری انجام گرفت.  صورتبهگردید. آزمایش الایزا 

 در (تریلیلیممیکروگرم در  100سونیکه ) ژنآنتی از 1:50 رقت ابتدا

 50و  گردید هتهی (pH=6/9پوشاننده )بافر کربنات/بیکربنات با  بافر

شده و  کوت (Nunc, Denmarkای )گوده 96 هایپلیت در میکرولیتر

از شستشوی  گردید. بعد انکوبه گرادیسانت درجه 4در  ساعت 18مدت به

-PBSیا  20درصد توئین 05/0حاوی  PBSبا بافر شستشو ) هاگوده

T ،)با شیر چربی گرفته هاگوده (High media, India) 5/2  درصد در

PBS-T هاگودهدرجه بلاک گردید. سپس  25مدت یک ساعت در به 

ی هانمونهمیکرولیتر از  100سه مرتبه شست و شو شده و   PBS-Tبا

 ریشدرصد  1حاوی  PBS-Tدر  25به  1به نسبت  شدهقیرقسرمی 

درجه همراه  25دقیقه در  90مدت ی گرفته و انکوبه شدن بهچرب

ش قبلی شست و شو گردید. در مرحله روبه هاگودهتکان دادن ممتد، 

آلا در قزل ماهی IgM ضد ی منوکلونالبادیآنتمیکرولیتر  100 بعد

دانشکده دامپزشکی شهید  -خرگوشی )اهدایی دکتر مسعود صیفی

درصد  1حاوی PBS-T  در 1:7500 نسبت به شدهقیرقچمران اهواز( 

 در قیقهد 60 مدتبه و گردید اضافه چاهک هر ی گرفته بهچرب ریش

، PBS+T با بار شستشو 3بعد از  .گردید همراه شیک انکوبه اتاق دمای

-Sigma) خرگوش ضدایمنوگلوبولین بزی HRP کونژوگه میکرولیتر 50

Aldrichدر 1:2500 نسبت به ( رقیق شده PBS-T ریشدرصد 1حاوی 

دقیقه انکوباسیون،  60بعد  و گردید اضافه هاگودهی گرفته به چرب

میکرولیتر محلول کروموژن  50روش قبل شستشو شده و ها بهچاهک

( اکسیژنه آب+ بنزیدین تترامتیل) TMB سوبسترا -کروموژن محلول

 بعد واکنش و شده اضافه هاچاهک تمامی به میکرولیتر 50 میزانبه

 نرمال 2 کیدسولفوریاس میکرولیتر 50 کردن اضافه با دقیقه 10 از

 (Accu الایزا کننده قرائت دستگاه از استفاده با پلیت گردید و متوقف

Reader, Taiwan) گردید. قرائت نانومتر 450 موج طول در 
 

 ها: تیماربندی ماهی1جدول 

 

در روزهای صفر، : یراختصاصیغی ایمنی هاشاخصبررسی        

ی ریخونگماهی از هر تکرار(  4ماهی از هر تیمار ) 12از  60و  40، 20

فته شد، یک ی هر تیمار  دو سری نمونه خون گرهایماهاز  ؛انجام شد

سری نمونه خون بدون ماده ضدانعقاد. سری نمونه خون هپارینه و یک

 NBTی ریگاندازهی و شناسخونی هاشیآزمای هپارینه برای هانمونه

 روش تزریقیشده بهایمن شده با واکسن غیرفعال تیمار اول

 روش تزریقیایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده به تیمار دوم

 آلژینات -کیتوزانتیمار تزریق شده با  تیمار سوم

 تیمار شاهد بدون تجویز واکسن )تزریق بافر فسفات استریل( تیمار چهارم
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ی هاشیآزمای بدون ماده ضدانعقاد برای جداسازی سرم و هانمونهو 

 ایمنی استفاده گردید.

گیری میزان فعالیت دازهبرای ان: ی لایزوزیم سرمریگاندازه       

( توصیه 1990) Ellisی که توسط سنجکدورتلایزوزیم سرم از روش 

خلاصه در این روش از توانایی سرم  طوربهشده است، استفاده گردید. 

)سیگما(   میکروکوکوس لیزوداکتیکوسی باکترماهی برای تخریب 

عالیت دهنده میزان فکاهش جذب نوری نشان نهایتاًشود. استفاده می

 .استلایزوزیم در سرم مورد آزمایش 

گیری قدرت برای اندازه :کشی سرمبررسی قدرت باکتری       

و همکاران   Budinoشده توسطکشی سرم از روش توصیهباکتری

(، با کمی تغییرات استفاده گردید. برای این منظور ابتدا 2006)

گوده میکروپلیت استفاده گردید، به هر  هیدروفیلاآئروموناسباکتری 

 133و بعد از آن  شد ختهیرمیکرولیتر از سرم ماهی مورد آزمایش  33

قرار های تهیه شده در مجاورت با سرم های باکتریمیکرولیتر از رقت

 MTT (diphenyltetrazoliumمیکرولیتر محلول  86. میزان گرفتند

bromide, sigma M5655 ه اضاف تریلیلیمدر  گرمیلیم 2( با غلظت

های توسط باکتریMTT شد و درنهایت تغییر رنگ ناشی از احیای 

 صورتبهشد و نتیجه  گیری و ثبتنانومتر اندازه 630موج  زنده در طول

 میانگین جذب تکرارها گزارش گردید.

 از آزمایش احیاء نیترو بلو تترازولیوم NBT: گیری احیاءاندازه       

(NBTجهت ارزیابی انفجار تنفسی ل )ها استفاده گردید. به کوسیت

درصد 2/0میکرولیتر از ماده نیتروبلو تترازولیوم )مرک(  10این منظور

میکرولیتر خون تازه اضافه شده و بعد از  100ی حاوی هالولهبه 

میکرولیتر از محلول  50، گرادیسانتدرجه   20انکوباسیون در دمای 

حلول دی متیل م تریلیلیم 1ی حاوی اشهیشی هالولهفوق داخل 

دقیقه انکوباسیون، لوله با سرعت  5فرمامید )سیگما( اضافه شد. بعد از 

دور در دقیقه سانتریفیوژ شده و میزان جذب نوری مایع رویی  3000

ی و ریگاندازهنانومتر در دستگاه اسپکتروفوتومتر  540در طول موج 

 .(2005و همکاران،  Sahooگزارش گردید ) NBTفعالیت  عنوانبه

غلظت : پلاسماپروتئین کل و گلوبولین  یریگاندازه       

و Nayak  توسطروش شرح داده شده  براساسایمنوگلوبولین کل 

خلاصه ابتدا پروتئین تام و  طوربهگیری شد. ( اندازه2008همکاران )

آلبومین پلاسما با استفاده از کیت شرکت پارس آزمون و دستگاه 

گیری شد. ساخت کشور اتریش اندازه Eurolyserاتوآنالایزر مدل 

میزان ایمونوگلوبولین تام سرم از تفریق میزان آلبومین از پروتئین تام 

 پلاسما محاسبه شد.

گیری برای اندازه: های سفیدشمارش تعداد تام گلبول       

و همکاران  Feldman( و 2004)  Thrallهای خونی از دو منبعشاخص

روش مستقیم سفید به هایکلی گلبول شمارش گردید. استفاده (2000)

هریک، –نات کنندهقیرق محلول با و نئوبار( یا هماسیتومتر لام از استفاده )با

مکعب خون  متریلیمهای سفید  در صورت گرفت. تعداد کل گلبول

 گردید.شمارش می

جداگانه  طوربهقطعه ماهی از هر تیمار  60: چالش باکتریایی       

میزان به لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیاییی هایباکتربا 

در تحقیقات قبلی  آمدهدستبهدرصد تلفات ) 50 جادکنندهیا دوز

 زمانهممورد چالش داده شدند. صفاقی،  داخل صورتبهتحقیق(،  گروه

باکتری مورد تزریق قرار LD50 ( نیز با نهیواکس ریغگروه کنترل )

همان فسفات به بافر ز ماهیان گروه شاهد نیز فقطگروه ا گرفتند. به یک

ها بررسی و میزان روش تزریق شد. در طی دوره  چالش، روزانه ماهی

روز ثبت و درصد تلفات در تیمارها مقایسه گردید.  10تلفات در طی 

تلفاتی در طول  گونهچیهماهیان تزریق شده با بافر فسفات  جاکهآن از

 نشده است. آوردهودارهای چالش این گروه دوره چالش نداشتند در نم

در روزهای صفر، : ایمنی هایژنیری و بررسی بیان گنمونه       

ی ریخونگماهی از هر تکرار(  4ماهی از هر تیمار ) 12 از 60و  40، 20

های هر تیمار  نمونه خون برای جداسازی سرم و انجام شد: از ماهی

ی استفاده گردید. اختصاصریغی ایمنی هاشاخصانجام الایزا و 

ی و بلافاصله آورجمعی بافتی کلیه قدامی در شرایط استریل هانمونه

ی ژنی از هاشاخصمنتقل شد. برای  گرادیسانتدرجه  -70به فریزر 

 استفاده گردید. 60و  20ی صفر، هانمونه

 در کلیه قدامی  IgMو IL-6  هایارزیابی بیان ژن

ی هانمونه RNA استخراج: cDNAو سنتز  RNAاستخراج        

 RNXTM ((SinaClone Bioscience, Iran کیت لهیوسبهکلیه قدامی 

توسط شرکت سازنده انجام گرفت. کیفیت  شدههیتوصو براساس روش 

RNA  260 /280ی نسبت جذب نوری ریگاندازهاستخراج شده با 

 ,Eppendorfمیکروفتومتر ) اسپکتروفوتومتر دستگاه از با استفاده نانومتر

Germany و ارزیابی حضور )RNA های ریبوزومی بر روی ژل آگارز

برای  8/1با جذب بالاتر از  RNAی هانمونهدرصد انجام شد.  5/1

با استفاده از  cDNAمورد استفاده قرار گرفتند. سنتز  cDNAسنتز 

)یکتا تجهیز، ایران(، مقدار  YTA  cDNA synthesis kitکیت سنتز 

و پرایمرهای هگزامر تصادفی براساس  RNA کروگرمیم 1تقریبی 

 روش توصیه شده شرکت سازنده انجام گرفت.

براساس  qRT-PCRپرایمرهای : qPCRطراحی پرایمر برای        

 قزل ( ماهیEF1α) elongation factor 1αو IgMو IL-6 های ژنتوالی 

 .NCBI (https://www.ncbi. Nlm ژن بانک در جودمو کماننیرنگ یآلا

nih.gov افزارنرم( و با استفاده از Beacon desighner 7.1  .انجام شد
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ی پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق به همراه اطلاعات هایتوال

 آورده شده است. 2مربوط به هریک در جدول 

PCR        ( کمی در زمان حقیقیqPCR) : برای ارزیابی تغییر

در زمان حقیقی، از  PCR، با روش IL-6و  IgMهای  میزان  بیان  ژن

، آمریکا( استفاده Roche) Lightcycler® Detection Systemدستگاه 

کالیبراتور استفاده  ژن عنوانبه  Elongation factor 1 α (EF1α)ژن شد.

میکرولیتر  25/6میکرولیتری شامل  5/12 حجمبا  هاواکنششد. 

Super SYBR Green qPCR Mastermix 25/0و  تجهیز، ایران( )یکتا 

 نانو cDNA (100 میکرولیتر 3(، nM 200از هر پرایمر )میکرولیتر 

 5شامل  PCR . پروتکلبودآب فاقد نوکلئاز  میکرولیتر 25/2( و گرم

 45دنبال آن و به گرادیدرجه سانت 94دقیقه دناتوره شدن در دمای 

 گرادیسانتدرجه  60 ثانیه و 15 مدتبه گرادیدرجه سانت 94سیکل 

بدون  کنترل شامل کنترل منفی دو واکنش ثانیه انجام شد. 30مدت به

cDNA  و کنترل حاویRNA جایهب cDNA بیان. درنظر گرفته شدند 

ی اسهیبا استفاده از روش مقادر مقایسه با ژن کالیبراتور  هاژن بینس
CTΔΔ – 2 96. افزارو نرمLightcycler   مورد آنالیز قرار گرفت. ارزیابی

( در مقایسه با ژن مرجع IL-6و  IgMهدف ) هایژنکارایی تکثیر 

(EF1α با تهیه )ی مختلف هارقتcDNA  و رسم نمودار کارایی مطابق

 (.2009و همکاران،  Bustin) انجام شد  MIQE لعملدستورا
 

 

 ی پرایمرهای مورد استفاده در تحقیق حاضرهایژگیو :2جدول 

 ژنبانک عدد دسترسی  '3<<<<'5توالی پرایمر مورد استفاده (bp) طول قطعه ژننام 

EF1α 205 CAAGGATATCCGTCGTGGCA 
XM_020500543 

ACAGCGAAACGACCAAGAGG 
IgM 220 TACAAGAGGGAGACCGGAGGA 

S63348 
CTTCCTGATTGAATCTGGCTAGTGGT 

IL-6 187 CCTTGCGGAACCAACAGTTTG 
CCTCAGCAACCTTCATCTGGTC 

MN_001124657 
 

 SPSS افزارنرمبرای آنالیز اطلاعات تحقیق از : آزمون آماری       

رای تست ب استاتیستیک استفاده گردید. ابتدا از آزمون لون 22ویرایش 

ز بررسی هموژن بودن انحراف معیار اطلاعات استفاده گردید. پس ا

برای بررسی  طرفهکی آنوای اطمینان از همگن بودن انحراف معیارها، از

ید. تفاوت میانگین فاکتورهای مورد بررسی در تیمارها استفاده گرد

 انکندتکمیلی  آزمونها از دار بودن تفاوت میانگینبرای بررسی معنی

 استفاده شد. 05/0داری سطح معنیدر 

 

 نتایج  

وس لاکتوکوک و اینیه استرپتوکوکوسضد یبادیآنت عیار به مربوط نتایج    
 1 هایشکلدر ماهیان واکسینه شده در تیمارهای تحقیق در  گارویه

در دو  ارویهلاکتوکوکوس گبادی ضد نتیآعیار آورده شده است.  2و 

اکسن ( در تیمار ایمن شده با و60و  40یری )روزهای گنمونهمرحله 

(. P<05/0داری از تیمار شاهد بالاتر بود )یمعن طوربهریزپوشانی شده 

تیمار ایمن شده با واکسن  60و  40بادی در روز یآنتچنین عیار هم

بادی ضد عیار آنتی ریزپوشانی نشده هم از تیمار شاهد بالاتر بود.

 40 ،20یری )روزهای گنمونهه در هر سه مرحل استرپتوکوکوس اینیه

داری یمعن طوربه( در تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده 60و 

بادی در روز یآنتچنین عیار (. همP<05/0از تیمار شاهد بالاتر بود )

ر تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی نشده هم از تیما 60و  40

 شاهد بالاتر بود.

 لایزوزیم سرم فعالیت میزان: یراختصاصیغ های ایمنیشاخص       

( در تیمار ایمن 60و  40، 20یری )روزهای گنمونهدر هر سه مرحله 

داری از تیمار شاهد و یمعن طوربهشده با واکسن ریزپوشانی شده 

در  60و  40(، هر چند در روزهای P<05/0) سایر تیمارها بالاتر بود

افزایش فعالیت لایزوزیم  تیمار تزریق واکسن بدون ریزپوشانی نیز

ضد میزان فعالیت  (.3 شکلنسبت به تیمار شاهد مشاهده گردید )

( 60و  40، 20یری )روزهای گنمونهدر هر سه مرحله  یی سرمایباکتر

داری از یمعن طوربهدر تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده 

در روزهای  (، هر چندP<05/0تیمار شاهد و سایر تیمارها بالاتر بود )

در تیمار تزریق واکسن بدون ریزپوشانی نیز افزایش فعالیت  40و  20

فعالیت  (.4 شکللایزوزیم نسبت به تیمار شاهد مشاهده گردید )

ها بر مبنای میزان احیای نیتروبلو تترازولیوم در خواری لکوسیتیگانهب

انی دو تیمار واکسینه با واکسن ریزپوشانی شده و واکسن بدون ریزپوش

( >05/0P) دارییمعن طوربه 60و  40یری روز گنمونهدر دو مرحله 

ی سفید خونی هاگلبول تعداد (.2 تر بود )جدولشاهد بیش از تیمارهای

و میزان پروتئین و گلوبولین سرم نیز در تیمار ریزپوشانی در اکثر 

داری نسبت به سایر تیمارهای تحقیق یمعن طوربهیری گنمونهمراحل 

داری در سطح آلبومین یمعن(. تفاوت 3( )جدول P<05/0تر بود )بالا

 (.3( )جدول P>05/0سرم در تیمارهای تحقیق مشاهده نگردید )

 

 

 

http://www.yektatajhiz.com/upload/Super%20SYBR%20Green.pdf
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بین تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه  لاکتوکوکوس گارویهبادی ضد یآنتنمودار مقایسه عیار : 1شکل 

 کمانینرنگی آلاقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -با کیتوزان استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
 

 
بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه  استرپتوکوکوس اینیهبادی ضد یآنتنمودار مقایسه عیار : 2شکل 

 کمانینرنگی آلاقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -توکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده با کیتوزاناسترپ

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
 

 
سن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی نمودار مقایسه فعالیت لایزوزیم بین تیمارهای واکسینه شده با واک: 3شکل 

 کمانینرنگی آلاقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -شده با کیتوزان

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
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ایمن شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس  کشی سرم بین تیمارهایمقایسه فعالیت باکتری نمودار: 4شکل 

 کمانینرنگی آلاقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -ریزپوشانی شده با کیتوزان

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
 

 
در کلیه قدامی تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه  6-نترلوکینمقایسه میزان بیان ژن اینمودار : 5شکل 

 کمانآلای رنگینآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی قزل -استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده با کیتوزان

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
 

 
در کلیه قدامی تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس  IgMمقایسه میزان بیان ژن  : نمودار6شکل 

 کمانآلای رنگینآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی قزل -ریزپوشانی شده با کیتوزان

 است(. P<05/0 دار در سطحیمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
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قدامی ماهیان  کلیه در بافت IgMو  IL-6 هایژن بیاننتایج میزان        

آورده شده  6 و 5 هایشکل در یریگنمونهتیمارهای تحقیق در مراحل 

ایمن شده با واکسن ریزپوشانی تیمار در ، IL-6 ژن میزان بیاناست. 

و در   19/3±17/0و  79/3±44/0ترتیب برابر به 60و  20در روز  شده

 طوربهکه  بود 04/2±19/0و  38/3±1/0 برابربدون ریزپوشانی تیمار 

، IgMمیزان بیان ژن بالاتر بودند.  شاهدنسبت به تیمار  دارییمعن

ترتیب به 60و  20شده با واکسن ریزپوشانی شده در روز  در تیمار ایمن

تیمار بدون ریزپوشانی برابر و در  12/4±17/0و  34/6±54/0برابر 

بیان  داریمعنافزایش  دهندهنشانکه  بود 02/4±19/0و  1/0±67/5

با واکسن ریزپوشانی شده نسبت به سایر  سازییمنااین ژن در تیمار 

 بعد از چالش با دو باکترینتایج مربوط به درصد تلفات  تیمارهاست.

در تیمارهای تحقیق  گارویه لاکتوکوکوسو  اینیه استرپتوکوکوسحاد 

درصد تلفات در تیمارهای  است. شده آورده 8و  7 هایشکلدر  ترتیببه

 سایرنسبت به  دارییمعن طوربه ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده

تلفات بعد از که طوریهب، (P<05/0) داشت دارییمعنکاهش  هاتیمار

 3/23±10 ریزپوشانیواکسن در تیمار  استرپتوکوکوس اینیهچالش با 

تیمار کنترل  3/53±67/6 بدون ریزپوشانی سازییمناتیمار ، درصد

 34/83±67/6 کیتوزان تجویز آلژینات/در تیمار درصد،  67/3±90

 واکسن تیمار در لاکتوکوکوس گارویهتلفات بعد از چالش با  درصد بود.

 ریزپوشانیبدون  سازییمنا، تیمار درصد 67/26±10 ریزپوشانی

 درصد،  در تیمار تجویز آلژینات/ 34/83±67/3تیمار کنترل  10±50

  بود.درصد  67/76±1 کیتوزان
 

 
بین تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه  لاکتوکوکوس گارویه مقایسه تلفات بعد از چالش با نمودار: 7شکل 

 کمانرنگین آلایقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده با کیتوزان
 است(. P<05/0 دار در سطحیمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان

 

 
بین تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوس اینیه مقایسه تلفات بعد از چالش با  نمودار: 8شکل 

 کمانرنگین آلایقزلآلژینات و بدون ریزپوشانی در ماهی  -استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده با کیتوزان
 است(. P<05/0 دار در سطحیمعندهنده تفاوت )حروف کوچک لاتین روی انحراف معیار نشان
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 های ایمنی تیمارهای ایمن شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس ریزپوشانی شده با مقایسه برخی شاخص :3جدول  

 کمانینرنگی آلاقزلزپوشانی در ماهی آلژینات و بدون ری -کیتوزان

 است(. P<05/0دار در سطح یمعندهنده تفاوت وچک لاتین روی انحراف معیار نشان)حروف ک

 

  بحث
یراختصاصی و عیار غهای ایمنی در تحقیق جاری اکثر شاخص       

در تیمار  لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیهبادی ضد یآنت

شده  دارپوششایمن شده با واکسنی که با ریزذرات کیتوزان/آلژینات 

یژه تیمار کنترل وبهداری نسبت به سایر تیمارها یمعنود افزایش ب

و  استرپتوکوکوس اینیهبادی ضد یآنت(. عیار P<05/0داشت )

روش الایزا در تیمار ایمن یری شده بهگاندازه لاکتوکوکوس گارویه

داری نسبت به یمعنطور شده با واکسن تزریقی ریزپوشانی شده به

واکسینه شده  تیمارهای (، البته در>05/0P) یافتسایر تیمارها افزایش 

یری گنمونهبا واکسن بدون ریزپوشانی هم افزایش در برخی مراحل 

در مورد   هاگزارش(. <05/0P) در مقایسه با تیمار شاهد مشاهده شد

واکسیناسیون  دنبالبهیجادشده ابادی با محافظت یآنتارتباط تیتر 

و لاکتوکوکوزیس متفاوت و گاهی  ماهی در برابر استرپتوکوکوزیس

( نشان دادند 2003و همکاران ) Barnes مثالعنوانبه، استمتناقض 

آلای در ماهی قزل استرپتوکوکوس اینیهبادی ضدیآنتکه هرچند تیتر 

ایمن شده با واکسن همولوگوس ایجاد گردید، ولی در مورد باکتری 

و  Bromage ردید. بادی مشاهده نگیآنتگونه عیار یچههترولوگوس 

( در ماهی برماندی و بیماری استرپتوکوکوزیس و 1999همکاران )

Greenway ( در ماهی 2017و همکاران )ی روگاهی و بیماری ماهگربه

گونه عیار یچهمناسب واکسن،  رغم مشاهده کاراییادواردزیلوزیس علی

ند. ها را در سرم ماهی واکسینه گزارش نکردبادی ضد این باکترییآنت

Klesius ( با تزریق داخل صفاقی و عضلانی باکتری 2000و همکاران )

بادی یآنتکشته استرپتوکوکوس اینیه در ماهی تیلاپیا افزایش عیار 

کار بردن هبا ب هاآنمتناسب با محافظت بالا را گزارش کردند. البته 

ین همدر باکتری اگزولوگوس در تست الایزا عیاری گزارش نکردند. 

( نشان دادند که واکسیناسیون ماهی 2012و همکاران ) Costaراستا 

دار تیتر موجب افزایش معنیاسترپتوکوکوس اینیه تیلاپیا با باکترین 

بادی با شیب هفته گردید که بعد از آن تیتر آنتی 12بادی تا آنتی

رسد یمنظر آرامی کاهش یافت و بعد از سه ماه تیتری مشاهده نشد. به

های متفاوتی در ایجاد پاسخ ایمنی در تلف مکانیسمدر ماهیان مخ

20روز  روز صفر   40روز   60روز    

هاخواری لکوسیتفعالیت بیگانه  

کیتوزان-آلژینات  a061/0±45/0 a 056/0±46/0 b 067/0±43/0 b 055/0±4/0 

 a 061/0±45/0 a 046/0±41/0 b 052/0±39/0 b 075/0±43/0 کنترل

 a 061/0±54/0 a 059/0±58/0 a 052/0±61/0 a 066/0±55/0 واکسن بدون ریزپوشانی

 a 061/0±45/0 a 063/0±63/0 a 078/0±68/0 a 046/0±53/0 واکسن ریزپوشانی شده

 ی سفیدهاگلبولتعداد 

 (310/میکرولیتر)

کیتوزان-آلژینات  a 7/1±85/9 b93/1±67/9 b34/2±42/10 b43/2±22/10 
 a 7/1±85/9 b 03/2±87/9 b 14/2±12/11 b 15/2±1/10 کنترل

 a 7/1±85/9 b 14/2±22/10 b 2/1±2/10 b 89/2±34/11 واکسن بدون ریزپوشانی
 a 7/1±85/9 a 04/2±62/12 a 2/1±2/13 a 69/2±54/12 واکسن ریزپوشانی شده

 پروتئین تام

(لیتر)گرم/دسی  

کیتوزان-آلژینات  a 58/0±88/4 b 67/0±1/5 b 67/0±85/4 b 53/0±12/5 

لکنتر  a 58/0±88/4 b 96/0±8/4 b 7/0±99/4 b 83/0±94/4 

 a 58/0±88/4 a 03/1±98/5 a 79/0±11/6 b 62/0±32/5 واکسن بدون ریزپوشانی

 a 58/0±88/4 a 75/0±88/6 a 79/0±02/6 a 68/0±82/5 واکسن ریزپوشانی شده

 گلوبولین تام

(لیتر)گرم/دسی  

کیتوزان-آلژینات  a 76/0±46/2 b 76/0±7/2 b 54/0±6/2 b 69/0±45/2 

 a 76/0±46/2 b 96/0±51/2 b 7/0±69/2 b 99/0±46/2 کنترل

 a 76/0±46/2 a 06/1±80/3 a 43/0±94/3 b 39/0±96/2 واکسن بدون ریزپوشانی

 a 76/0±46/2 a 86/0±98/3 a 93/0±78/3 a 61/0±34/3 واکسن ریزپوشانی شده

 آلبومین

(لیتر)گرم/دسی  

زانکیتو-آلژینات  a 35/0±33/2 a 56/0±11/2 a 74/0±22/2 a 57/0±42/2 
 a 35/0±33/2 a 49/0±19/2 a 79/0±3/2 a 47/0±48/2 کنترل

  a2/33±0/35  a2/19±0/47  a2/26±0/74  a2/32±0/67 واکسن بدون ریزپوشانی

  a2/33±0/35  a2/49±0/67  a2/29±0/65  a2/41±0/57 واکسن ریزپوشانی شده
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ایمنی اختصاصی  هاگونهنقش دارند و در برخی  برابر استرپتوکوکوزیس

عدم تغییر  سازی ماهی دارد.یمنابادی نقش کمتری در یآنتبا واسطه 

های واکسنی در تیمار تجویز کیتوزان و یباکتربادی ضد یآنتعیار 

یر این دو پلیمر طبیعی بر تأثهم گویای عدم  آلژینات )بدون باکترین(

نظر ترپتوکوکوس و لاکتوکوکوس است. بهایمنی اختصاصی بر ضد اس

التهابی و اثر ادجوانتی  یهاپاسخ طبیعی با تحریک این دو پلیمر رسدیم

دهند یمی افزایش مؤثرصورت های تزریقی را بهزایی واکسنایمنی

(Gudding  ،ا2014و همکاران .) یر ریزپوشانی در عرضه تأثز طرفی

ژن نیز یآنتتر سیستم ایمنی به یطولانژن و دسترسی یآنتتدریجی 

در بین  تأثیر نبوده است.یبدر افزایش پاسخ ایمنی اختصاصی 

غیراختصاصی مورد بررسی فعالیت لایزوزیم، قدرت  ی ایمنیهاشاخص

پروتئین و ها و سطح خواری لکوسیتیگانهبکشی و فعالیت باکتری

های سازی با واکسنیمنایر تأثداری تحت یمعنطور گلوبولین سرم به

(. فعالیت لایزوزیم در تحقیق P<05/0تجربی تحقیق قرار گرفتند )

جاری در تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده در تمامی مراحل 

داری نسبت به تیمار شاهد نشان داد یمعنیری افزایش گنمونه

(05/0>P البته این افزایش فعالیت در تیمار ایمن شده با واکسن ..)

تحقیق نیز مشاهده گردید. فعالیت  20در روز  بدون ریزپوشانی معمولی

یراختصاصی در غی ایمنی هاشاخصهعنوان یکی از لایزوزیم سرم به

(. احتمالاً بالا رفتن سطح 2016و همکاران، Yang ) استماهی 

دلیل وجود مقدار ر در تیمار تزریقی را باید بهلایزوزیم در مطالعه حاض

افزایش فعالیت لایزوزیم در آزادماهیان  ژن در واکسن دانست.آنتی مؤثر

 Vinay)بعد از واکسیناسیون تزریقی با آئروموناس گزارش شده است 

( 2017و همکاران ) Zhuای که توسط در مطالعه (.2017و همکاران، 

ت، افزایش فعالیت لایزوزیم سرم در روی ماهی تیلاپیا صورت گرف

و همکاران  Craig گردید. گزارش واکسینه نسبت به گروه کنترل ماهیان

های ایمنی ماهی تیلاپیا بعد ای که بر روی پاسخ( در مطالعه2017)

دار میزان افزایش معنی از تجویز واکسن استرپتوکوکوزیس انجام دادند،

در گروه واکسینه گزارش نمودند. پروتئین و فعالیت لایزوزیم سرم را 

Alishahi  وBuchmann (2006نشان دادند که تزریق واکسن ) 
فعالیت لایزوزیم سرم و پروتئین تام  ایکتیوفیتیریوس مولتی فیلیس

دهد. نتایج تحقیق فعلی نشان می کمان را افزایشآلای رنگینسرم قزل

ازی تزریقی با سیمنایر تأثداد فعالیت لایزوزیم سرم نه تنها تحت 

ریزپوشانی با ریزذرات آلژینات/ کیتوزان  بلکه گرفته، قرار معمولی واکسن

 احتمالاً تر فعالیت لایزوزیم سرم را در بر داشته است، که افزایش بیش

اثرات تحریک ایمنی آلژینات و کیتوزان و نقش ادجوانی آن باعث این 

تصاصی، های ایمن غیراخدر بین سایر شاخص افزایش شده است.

کشی سرم، میزان پروتئین و گلوبولین سرم نیز در تیمار قدرت باکتری

ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده با آلژینات/کیتوزان در هر سه 

داری نسبت به ( افزایش معنی60و  40، 20گیری )روز مرحله نمونه

که در تیمار واکسن معمولی (، درصورتیP<05/0تیمار شاهد داشت )

اول افزایش نسبت به تیمار شاهد  نی نشده در فقط دو مرحلهریزپوشا

 بدون باکتریمشاهده گردید. در تیمار تزریق شده با آلژینات/کیتوزان 

گیری های مختلف نمونهها در زمانداری بین شاخصهم تفاوت معنی

در تحقیقات مشابه بهبود (. P>05/0با تیمار شاهد مشاهده نگردید )

شده  نی غیراختصاصی در ماهیان ایمن شده گزارشهای ایمشاخص

های سفید خونی در چنین در تحقیق جاری تعداد گلبولاست. هم

گیری تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده در همه مراحل نمونه

و Balfry  (.P<05/0داری بالاتر از سایر تیمارها بود )طور معنیبه

کشی سرم ، قدرت باکتریپلمان( افزایش فعالیت کم2001همکاران )

های سفید خونی در آزادماهی گلبول سرم و تعداد IgMو میزان 

و  Huangای واکسینه شده در برابر آئروموناس را گزارش نمودند. نقره

اند که واکسیناسیون ماهی با واکسن ( نشان داده2014همکاران )

ایش فعالیت هامور معمولی افز در ماهی استرپتوکوکوس اینیهکشته 

ها را باعث خواری لکوسیتهای فاگوسیت کننده و افزایش بیگانهسلول

( افزایش فعالیت انفجار تنفسی 2017و همکاران ) Craigشود. می

 برابر در واکسیناسیون از پس تیلاپیا ماهی خون هایلکوسیت

 Vimalدر تحقیقی مشابه  را گزارش نمودند. آگالاکتیه استرپتوکوکوس

عنوان به CS/TPP)(  از کیتوزان تری پلی فسفات )2014ان ) و همکار

واکسن علیه عفونت نوداویروس در ماهی باس دریایی  DNAادجوانت 

استفاده کرده و علاوه بر افزایش تحریک ایمنی،  میزان کارایی آسیایی 

( از 2016و همکاران ) Dubeyدرصد را گزارش نمودند.  60بیش از 

عنوان ادجوانت به همراه پروتئین به PLGAسنتتیک نانوذرات پلیمر 

OMP  با دو دوز مختلف استفاده کردند،  آئروموناس هیدروفیلاباکتری

های ایمنی غیراختصاصی، افزایش ها علاوه بر گزارش بهبود شاخصآن

بادی و بقای بعد از چالش با باکتری را در این تیمارها گزارش تیتر آنتی

( با تجویز ریز 2010و همکاران )Behera شابه نمودند. در تحقیقی م

حاوی پروتئین نوترکیب غشای لاکتیک کوگلیکولیک اسید ذرات پلی

بادی ضد این افزایش عیار آنتی  آئروموناس هیدروفیلاخارجی باکتری 

کیتوزان و آلژینات دو پلیمر .باکتری در ماهی روهو را گزارش کردند

عنوان محرک تحقیقات مختلف بهپذیرند که در تخریبطبیعی زیست

 ایمنی و ادجوانت در حیوانات خونگرم و ماهی مورد استفاده قرار

در تحقیق جاری اثر مثبت  .(2012و همکاران،  Alishahiاند )گرفته

پوشانی واکسن استرپتوکوکوزیس با نانوذرات کیتوزان/ آلژینات در ریز

گردید. احتمالاً  دهغیراختصاصی مشاه ایمنی پاسخ زایی و تحریکایمنی

ژن، در عرضه تدریجی حفظ بهتر آنتی تحریک ایمنی علاوه بر دلیل این

های ژنی ژن به سیستم ایمنی است. در تجویز واکسنو بهتر آنتی

رسد، چراکه این نظر میتر بهژن ضروریآنتی ریزپوشانی کاربرد
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 طریق جذب به سیستم تری در تحریک ایمنی ازها قابلیت کمواکسن

ی ایمنی و هاشاخصهرچند در تحقیق جاری بهبود  ایمنی را دارند.

افزایش میزان بقای نسبی بعد از چالش باکتریایی در تیمار ایمن شده 

با واکسن ریزپوشانی شده مشاهده گردید، گاهی چنین ارتباطی در 

راستا علیشاهی و همکاران  همین شود، درینممشاهده  واکسینه ماهیان

یراختصاصی غ ایمنی یهاشاخص و محافظت میزان بین طیارتبا (1395)

کشی سرم و لایزوزیم( ماهیان ایمن سرمی )کمپلمان، قدرت باکتری

با ادجوان نانوکیتوزان مشاهده  آئروموناس هیدروفیلاشده به با واکسن 

غیر از کمپلمان، لایزوزیم و احتمال دادند فاکتورهایی به هاآننکردند. 

سرم و مخاط افزایش محافظت در برابر باکتری را باعث ایمونوگلوبولین 

 ایمنی یهاشاخص تغییر عدم نیز مطالعات برخی در .اندشده

یراختصاصی در ماهیان ایمنی شده با واکسن گزارش گردیده است غ

(Firdaus  ،؛ 2013و همکارانAlishahi  ،2012و همکاران.)  با وجود

های باکتریایی در ه بیماریسازی واکسن علیاهمیت و موفقیت ایمن

 یجاداهای های مولکولی واکسناطلاعات کمی در مورد مکانیسم ماهی،

و همکاران،  Wangکننده ایمنی در ماهیان استخوانی وجود دارد )

های مرتبط با ایمنی بعد از واکسیناسیون، (. سنجش بیان ژن2015

ی هاهای ایمنی بر علیه باکتریبینش ارزشمندی به مکانیسم

کند در ماهی ایجاد می لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیه

(Huang  ،این مطالعه افزایش میزان بیان ژن2014و همکاران .) های

بخشی واکسن  عنوان شاخص اثر( بهIL-6و IgMهای ایمنی )بیان ژن

تحقیق جاری  در داد. را نشان دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

در کلیه قدامی ماهیان ایمن شده با واکسن  IL-6و  IgMبیان ژن 

تر بود، البته داری بیشیمعنطور ریزپوشانی شده از سایر تیمارها به

میزان بیان در تیمار ایمن شده با واکسن بدون ریزپوشانی نیز از تیمار 

مطالعات زیادی نشان  (.P<05/0تر بود )داری بیشیمعنطور شاهد به

ماهی با یک واکسن کشته باکتریایی،  واکسیناسیون که بعد از است داده

دزفولی، افزایش یافته است )علیشاهی و طولابی IgMمیزان بیان ژن 

آلا بعد از عفونت تجربی لدر ماهی قز IgM(. افزایش بیان ژن 1396

یا واکسیناسیون اتفاق افتاده و میزان بیان این ژن با سطح محافظت 

(. در تحقیق جاری هم 2015و همکاران،  Wangواکسن ارتباط دارد )

بادی ضد دو باکتری موجود در واکسن و هم میزان بیان ژن یآنتعیار 

IgM   در تیمار ایمن شده با واکسن ریزپوشانی شده افزایش نشان

و  Raidaرسد. در تحقیقی مشابه یمنظر منطقی به کاملاًدادند که 

کشته  آلا با باکتریلسازی ماهی قزیمنا( بعد از 2008همکاران )

در  IgM  ،IL-6های روش حمام افزایش بیان ژنبه یرسینیا راکری

که با نتایج این تحقیق مطابقت  مقایسه با گروه کنترل را نشان دادند

را در کاربرد  IgM( افزایش بیان ژن 2010و همکاران ) Cuiدارد. 

ند. در ماهی هامور گزارش نمودویبریو الژینولیتیکوس  واکسن

Deshmukh ( نیز افزایش بیان ژن 2013و همکاران )IgM  را بعد از

 Aqua vacو  Aqua Vac ERMتجویز واکسن دوگانه تجاری 

RELERA آلا گزارش نمودند. لبر ضد بیماری یرسینیوزیز در ماهی قز

یرگذارند. ژن تأثو ماکروفاژها  Bهای سلول بر فعالیت IL-6خانواده زیر

IL-6 شده استخوبی شناسایی آلا کلون و بهقزل در ماهی (Chen  و

داران محافظت (. نمودار کلی این ژن در بین مهره2012همکاران، 

در پروسه فاز حاد التهاب شناخته شده است و  IL-6. نقش شده است

در واقع یک سایتوکین چندکاره بوده که اثرات زیستی متعددی دارد 

(Tulaby Dezfuly  ،این ژن 2020و همکاران .)یستم ایمنی در س

عنوان یک سایتوکین پیش التهابی ذاتی و اختصاصی نقش داشته و به

های لبادی و نیز تمایز سلوشناخته  شده است. در تحریک تولید آنتی

T  نماید. ی ایفا میمؤثرنقشLøvoll ( در مطالعه2007و همکاران ) ای

 ائروموناسباکتری  LPSآلا با لواکسن ماهی قز نشان دادند که

گردیده است. برخلاف یافته  IL-6موجب کاهش بیان ژن  سالمونیسیدا

کمان واکسینه آلای رنگینفوق، ماکروفاژهای تحریک شده ماهی قزل

داری افزایش معنی IL-6شده در برابر استرپتوکوکوزیس، میزان بیان 

واکسن هامور تزریق  (. در ماهیWang ،2009و  Secombesپیدا کرد )

و افزایش  Tهای تر سلولتمایز بیشو  IL-6موجب افزایش بیان ژن 

(. با توجه 2012و همکاران،  Chen) در کلیه قدامی گردید  IgMبیان

در کلیه قدامی ماهیان ایمن  IL-6و  IgMبه بیان بالای هر دو ژن 

و نیز کارایی  ی شده در مقایسه با سایر تیمارهاشده با واکسن ریزپوشان

الاتر این تیمار نسبت به سایر تیمارها، احتمال دارد که نقش تحریک ب

ژن و تحریک یآنتآلژینات و کیتوزان در عرضه بهتر  ذره یزرایمنی دو 

ترین در تحقیق جاری کم .اندداشتهبهتر ایمنی در سطح ژنی نیز نقش 

درصد(  3/23) اینیه استرپتوکوکوسچالش با باکتری  از بعد تلفات درصد

درصد( مربوط به تیمار ایمن شده با  7/26) کتوکوکوس گارویهلاو 

واکسن ریزپوشانی شده با آلژینات/کیتوزان بود که نسبت به تیمار 

داری نشان داد. با توجه به یمعندرصد( کاهش  3/83و  90شاهد )

ی مشابه، کارایی هاگزارشمیزان تلفات بعد از چالش، در مقایسه با 

  Eldarکه در مطالعه یطوربه، استقابل قبول واکسن ریزپوشانی شده 

 11کمان میزان تلفات آلا رنگین( در ماهی قزل1999و همکاران )

درصدی  10( نیز تلفات 2010و همکاران ) Altunو در مطالعه  درصد

باکتریایی ماهیان واکسن  چالش دنبالبهکمان آلای رنگینماهی قزل در

چنین روش تزریقی گزارش گردید.  همبه لاکتوکوکوس گارویهدر برابر 

Soltani ( پس از استفاده از واکسن 2007و همکاران )ی ورغوطه

 70کمان تلفات حدود آلای رنگیناسترپتوکوکوزیس در ماهی قزل

ی گزارش کردند. در تحقیقی مشابه، ورغوطهدرصد را در تیمار 

Prabhugouda ( در ماهی 2014و همکاران )Channa striatus از 

صورت تزریقی به آئروموناس هیدروفیلاپوشش کیتینی برای باکترین 
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درصد در تیمار واکسن  49استفاده کرده و بهبود کارایی واکسن از 

درصد در تیمار واکسن پوشش داده شده با کیتین  92بدون کیتین به 

( واکسن 2014و همکاران در سال ) Ballesteros اند.را گزارش نموده

DNA ه شده با آلژینات را جهت مقابله با بیماری ویروسی انکپسول

 و محافظت کرده آلا استفادهقزل در ماهی (IPNV) پانکراس نکروز عفونی

درصد در ماهی واکسینه  80( بیش از RPSقوی با درصد بقای نسبی )

ویروس   DNAرا گزارش کردند. در ماهی فلاندر ژاپنی تجویز واکسن 

با ادجوان ریز ذرات آلژینات انجام شد  (LCDVبیماری لیمفوسیتوز )

های مختلف ماهی افزایش و علاوه بر بیان پروتئین ویروسی در بافت

 مقاومت قابل ملاحظه در برابر چالش ویروسی گزارش گردید.

ین شاخصه واکسن میزان کارایی آن در برابر چالش با بذر ترمهم       

فزایش میزان یراختصاصی، اختصاصی، اغایمنی تحریک  واکسنی است.

در ماهیان واکسینه شده در تیمارهای مختلف، نهایتاً باید  هاژنبیان 

باعث افزایش مقاومت عملی ماهی در برابر عفونت باکتریایی با 

گردد. لذا  لاکتوکوکوس گارویهو  استرپتوکوکوس اینیههای یباکتر

ی یر ریزپوشانتأثنهایی تحقیق بوده و  چکیده و نتیجه تحقیق قسمت این

دهد. یمژن واکسنی در بهبود کارایی عملکردی واکسن را نشان یآنت

های گرم منفی یباکترهای گرم مثبت در مقایسه با یباکترجاکه آن از

در نقش  ی ایمنیهامحرک تری دارند، لذا استفاده ازکم زاییتوان ایمنی

پلیمرهای  تری دارد، از طرفیضرورت بیش هاواکسنادجوان در این 

 ریزذرات صورت)به کیتوزان و آلژینات پذیرتخریبیستز طبیعی

یراختصاصی و کارایی این غیر بر ایمنی اختصاصی، تأثپوششی( با 

 باشند.یمتزریقی  تجاری یهاواکسن تولید برای مناسبی گزینه هاواکسن
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