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 و زایی سه روش تجویز واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیسمقایسه کارایی و ایمنی

  (Oncorhynchus mykiss) کمانآلای رنگینلاکتوکوکوزیس در  ماهی قزل
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 1397 بهمنتاریخ پذیرش:            1397 آبان تاریخ دریافت:

 چکیده

وری وطهغزایی تجویز واکسن دو گانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به سه روش خوراکی، تزریقی و در این تحقیق کارایی و ایمنی 

صورت هتیمار در سه تکرار ب مار، هرگرم( به چهار تی14 2±/1آلا )قطعه ماهی قزل 600کمان ارزیابی گردید. به این منظور آلای رنگیندر ماهی قزل

cfu/g 8زیر تقسیم گردیدند: تیمار واکسن خوراکی که با خوراک حاوی 
 1/0ند، تیمار واکسن تزریقی که با دمدت دو هفته تغذیه گردیبه 10 

cfu/ml 9میزان از باکترین دو باکتری به لیترمیلی
مدت دو دقیقه در ها بهوری ماهیروش داخل صفاقی تزریق گردید و در تیمار غوطهبه 10 

 cfu/mlسوسپانسیون واکسنی 
9

داری شدند و در مدت دو ماه تغذیه و نگهها بهبدون تجویز واکسن. ماهی شاهدور گردیدند و تیمار غوطه 10 

رم و نیز میزان پروتئین و کشی سبادی، فعالیت لایزوزیم، کمپلمان و باکتریهای ایمنی شامل: عیار آنتیشاخص 60و  40، 20روزهای صفر، 

طور جداگانه چالش داده شدند و تلفات بین  تیمارها مقایسه گردید. هگلوبولین سرم بین تیمارها مقایسه گردید. سپس تیمارها با هر دو باکتری ب

و در روش خوراکی به  67/26±77/5و L. garviae (10±20و  S. iniaeنتایج نشان داد که تلفات بعد از چالش تیمار واکسن تزریقی در مورد 

گیری شده های ایمنی اندازه( بوده و شاخص33/43±63/5و  50 7±/63ترتیب برابر )وری به( و در غوطه7/57±10و  3/56±10ترتیب برابر )

 رغم اینکه علی تیجه گرفتتوان نطورکلی میه(. ب>05/0P) داری نسبت به سایر تیمارها افزایش نشان دادطور معنیهنیز در تیمار واکسن تزریقی ب

وری نیز باعث ایجاد محافظت نسبی در ماهی زایی را نشان داد، ولی تجویز خوراکی و غوطهکه تیمار واکسن تزریقی بالاترین میزان کارایی و ایمنی

 گردد.ها توصیه میرایی این روشوری و خوراکی نسبت به تزریقی انجام تحقیق در بهبود کاهای روش غوطهآلا گردید و با توجه به ارجحیتقزل

  کمانآلای رنگین، ماهی قزلروش تجویز، خوراکی، تزریقیواکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس،  کلیدی: کلمات

 alishahim@scu.ac.ir: * پست الکترونیکی نویسنده مسئول
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 مقدمه

شیرین آلا در آببالاترین تولید ماهی قزل های اخیردر سال ایران        

( و همراه FAO ،2017خود اختصاص داده است )در سطح جهان را به

توان اند، به جرات میکشور ترکیه بالاترین رشد را در دهه اخیر داشته

 کشور در آلاقزل ماهی پرورش صنعت باکتریایی بیماری ترینکه مهم گفت

اقتصادی  هایزیان که است استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس بیماری

سیستمیک  بیماری یک بیماری این است، کرده وارد صنعت این به را زیادی

شور و دریایی است. این بیماری در ابتدا در شیرین، لبدر ماهیان آب

و همکاران  Hoshinaدر ژاپن توسط  کمانرنگین آلایقزل جمعیت میان

آلای بعدها این بیماری در مزارع پرورش قزل گزارش شد. (1957)

تانیا و نروژ کمان در آفریقای جنوبی، ایالات متحده آمریکا، بریرنگین

 های قزلترین بیماریعنوان یکی از مهمنیز اهمیت یافت و امروزه به

پروری شناخته شده است.  استرپتوکوکوزیس آبزی در کمانرنگین آلای

کمان استان مازندران رنگینآلایبار در ایران از مزارع پرورش قزلاولین

استان فارس کمان آلای رنگین، از مزارع پرورش قزل2000در سال 

(. درمان 2008و همکاران،  Faghani) جدا شده است 2003در سال 

شود بیماری مشکل است، زیرا زمانی این بیماری آشکار می این کنترل و

و  Sakaiپایین آب تحت استرس قرار گیرد ) وسیله کیفیتکه ماهی به

دلیل مشکلات اجرایی تجویز، هزینه بالا، (. درمان به1993همکاران، 

تر مقاوم شدن باکتری نسبت به داروهای رایج کارایی و از همه مهم

های جایگزین برای (. روش2015و همکاران،  Soltani) لازم را ندارد

 از استفاده استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس هایبیماری کنترل

های (. یکی از روشKlesius ،2011و  Pridgeonباشد )ها میواکسن

سب برای پیشگیری و کنترل این بیماری استفاده مورد اعتماد و منا

از واکسیناسیون است و اکثر کشورهای دارای صنعت پرورش ماهیان 

جویند. در های موثر برای این بیماری سود میسردابی از این واکسن

کشور نیز یک دهه است که واکسن تجاری دوگانه این بیماری تولید 

جویز واکسن در ماهی روش و استفاده شده است. یکی از مشکلات ت

وری و خوراکی کارایی واکسن مناسب تجویز است، در تجویز غوطه

چنین نیست و در روش تزریقی هم استرس و تلفات بعد از تزریق و هم

دهندگان به گرایش پرورش و مشکلات اجرایی تزریق مانع اصلی هزینه

. هریک (2014و همکاران،  Gudding) باشداستفاده از این واکسن می

ها و معایبی نسبت به یکدیگر دارند های تجویز واکسن مزیتاز روش

های گزینه تواندمی هاواکسن  کارایی این در مورد بررسی تحقیقی و انجام

دهندگان قرار دهد تا با آشنایی با کارایی تری را در برابر پرورشبیش

انتخاب  ترین روش را با توجه به شرایط خودهای مختلف، مناسبروش

حال در مورد مقایسه کارایی تجویز واکسن دوگانه تا به جاکهآن کنند. از

استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس تحقیقی صورت نگرفته بود، در این 

وری این واکسن خوراکی و غوطه تزریقی، تجویز روش سه مقایسه تحقیق

 ارزیابی گردید.

 

 هامواد و روش
از  پتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس:واکسن دوگانه استر تهیه       

تحقیق قبلی  در که استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه باکتری

از مزارع استان چهارمحال بختیاری و خوزستان جداسازی و تعیین 

( استفاده 1396هویت و تعیین حدت شده بودند )کرمی و همکاران، 

اینیه و  گردید. به این منظور پس از کشت باکتری استرپتوکوکوس

جنس و گونه  PCRطور جداگانه که با روش لاکتوکوکوس گارویه به

ها در ساعت، باکتری 48مدت به TSBها اثبات شده بود در محیط آن

گراد قرار درجه سانتی 4 ساعت در 12 مدتدرصد به1مجاورت فرمالین 

وشو شدند. بار شست 3ها با سرم فیزیولوژی داده شدند، سپس باکتری

ها، از باکتری ن کامل باکترینظور حصول اطمینان از غیرفعال شدمبه

(.  2010و همکاران،  Alishahiفعال شده کشت مجدد تهیه شد )غیر

سازی و کشت در ها، با استفاده از رقتقبل از غیرفعال نمودن باکتری

تنظیم گردید. در انتهای  1010ها در حد محیط جامد تعداد باکتری

صورت شده در سرم فیزیولوژی استریل بهی غیرفعالهاکار، باکتری

سوسپانسیون در آمدند. برای تیمارهای تزریقی از دو باکتری به نسبت 

 میکرو 100برای تیمارهای تزریقی  مساوی با هم ترکیب شدند و نهایتاً

 ها تزریق گردید.صورت تزریق داخل صفاقی به ماهیهلیتر از محصول ب

میزان به 1010ز محصول باکتریایی با غلظت در تیمار خوراکی هم ا

 910 گرم خوراک مخلوط گردید، یعنی نهایتاً 100لیتر به میلی 10

روز با  10مدت ها بهماهی گرفته شد. هر گرم خوراک درنظر باکتری در

محصول  وری،غوطه تیمار برای گردیدند. تغذیه شده تهیه واکسنی خوراک

در آب آکواریوم رقیق گردید  10به  1شده به نسبت  باکتریایی تهیه

مدت ها بهلیتر آب( و سپس ماهیمیلی 900لیتر واکسن به)صد میلی

 ور گردیدند.دقیقه در واکسن تهیه شده با هوادهی غوطه 2

  هامرحله تیماربندی و تجویز واکسن       

عدد  600ها تعداد منظور تیماربندی ماهیبه ها:تیماربندی ماهی

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

صورت زیر تقسیم  شدند. برای هعدد ماهی( ب 50سه تکرار و هر تکرار 

ساخت  Skretting خوراک تجاری اسکرتینگ  و ساخت واکسن از تغذیه

)پروتئین  آلا استفاده شدگرم قزل 40تا  10ایتالیا، مخصوص ماهیان 

ها بعد از انتقال ( ماهی %11، خاکستر  %9رطوبت ، %14، چربی 44%

و با خوراک معمول  دارینگه یابی با محیطسازش جهت هفته یک مدتبه

های اندام از کشت ها )بررسی انگلی،شدند، بررسی بهداشتی ماهی تغذیه

ها اطمینان حاصل انجام شد تا از سلامت ظاهری ماهی داخلی و مغز(
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ای در شهرستان ها )مزرعهماهیمزرعه تهیه بچه رد بیماری سوابق گردد.

وجود نداشت.  است، بوده نمونه ماهی یکی از مزارع پرورش همواره که ازنا(

 بندیتیمار زیر صورتبه لیتری 500 پلاستیکی مخازن در هاماهی

روش خوراکی اول: ایمن شده با باکتری غیرفعال شده به تیمار گردیدند.

ایمن  مدت دو هفته(، تیمار دوم :گرم خوراک به عدد باکتری در 910)

لیتر از باکترین میلی 1/0روش تزریقی )تزریق  داخل صفاقی شده به

لیتر، تیمار سوم: ایمن شده باکتری در میلی 109دو باکتری با غلظت 

 غلظت در دقیقه 2مدت )به وریروش غوطهبه
لیتر(، میلی در باکتری 910

روز  60مدت ها بهماهی. اهد بدون تجویز واکسنتیمار چهارم: تیمار ش

ها نمونه خون از ماهی 60و  40، 20های داری گردیدند و در زماننگه

و سرم اخذ گردید و در انتهای دوره اقدام به چالش باکتریایی با هر 

 دو باکتری زنده استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه گردید.

شات ایمنی، خونی، چالش باکتریایی و گیری، آزماینمونه       

ماهی  12 از 60و  40،  20، 0در روزهای  ایمنی: هایژن بیان بررسی

ی هااز ماهی ،ماهی از هر تکرار( خونگیری انجام شد 4از هر تیمار )

سری نمونه خون هپارینه هر تیمار دو سری نمونه خون گرفته شد، یک

های هپارینه برای اد. نمونهسری نمونه خون بدون ماده ضدانعقو یک

های استفاده گردید و نمونه NBTگیریشناسی و اندازهزمایشات خونآ

بدون ماده ضدانعقاد برای جداسازی سرم و آزمایشات ایمنی استفاده 

منظور تهیه نمونه ها نمونه مخاط نیز تهیه گردید، بهاز ماهی گردید.

( استفاده 2001ان )و همکار Hattenمخاط از روش توصیه شده توسط 

شد. نمونه موکوس با قرار دادن دو عدد ماهی در یک کیسه پلاستیکی 

مدت دو دقیقه لیتر سرم فیزیولوژی بهمیلی 3دار حاوی کوچک زیپ

آوری و در دمای شد. بعد از خارج نمودن ماهی نمونه مخاط جمع انجام

 داری گردید.تا زمان استفاده نگه -20

 لیزوزیم فعالیت میزان گیریاندازه برای سرم: زیملایزو گیریاندازه 

( توصیه شده است، 1990) Ellisکه توسط  سنجیکدورت سرم از روش

 135میکرولیتر سرم با  15کار در این ابتدا استفاده گردید. برای این

 میکرو باکتری لیترمیلی در گرممیلی 2/0 سوسپانسیون از میکرولیتر

 مولار سدیم سیترات 02/0ما( در بافر کوکوس لیزوداکتیکوس )سیگ

(8/5 =pHدر گوده ) های میکروپلیت تخت مخلوط گردید و جذب

سازی دقیقه بعد از مخلوط 6 و 0های نوری آن در دمای اتاق در زمان

 (. برای میزان1شکل گیری شد )نانومتر اندازه 450در طول موج 

یقه یک واحد کاهش در جذب نوری در دق 001/0فعالیت لیزوزیم هر 

 (.2008و همکاران،  Nayakدرنظر گرفته شد )

 کشیباکتری قدرت گیریاندازه برای سرم: کشیباکتری قدرت بررسی

(، با کمی 2006و همکاران )  Budinoشده توسطسرم از روش توصیه

 آئروموناس باکتری ابتدا منظور این برای گردید. استفاده تغییرات

شد و سپس از  کشت داده TSBمحیط  درساعت  6مدت هیدروفیلا به

تهیه گردید و سپس دوبار با سرم فیزیولوژی استریل  2×10-9آن رقت 

دورقت دیگر از  ترشست و شو داده شد، در ادامه برای اطمینان بیش

میکروپلیت تهیه گردید. در ادامه به هر گوده میکروپلیت  در اولیه غلظت

 133شد و بعد از آن یش ریختهمیکرولیتر از سرم ماهی مورد آزما 33

 های تهیه شده در مجاورت با سرم قرارهای باکتریمیکرولیتر از رقت

درجه  20ساعت در دمای  6و خوب مخلوط شدند و برای مدت  گرفتند

کنترل هم  زمان انکوبه شدند. برایطور همهها بو همه نمونه گرادسانتی

گراد درجه سانتی 50 دمای در شده ماهی غیرفعال استریل و سرم PBS از

 دقیقه استفاده شد. در پایان زمان انکوباسیون به همه 30مدت به

 MTT (33 diphenyltetrazolium محلول میکرولیتر 86 میزانبه هاگوده

bromide, sigma M5655)  لیتر اضافه گرم در میلیمیلی 2با غلظت

ه شدند و درنهایت دقیقه در دمای اتاق انکوب 15مدت شد و دوباره به

های زنده در طول موج توسط باکتری MTT تغییر رنگ ناشی از احیای

صورت میانگین جذب هگیری و ثبت شد و نتیجه بنانومتر اندازه 630

 تکرارها گزارش گردید.

 ترو بلو تترازولیوماز آزمایش احیاء نی :NBT گیری احیاءاندازه       

(NBTجهت ارزیابی انفجار تنفسی ) این ها استفاده گردید. بهلکوسیت

رصد به د2/0میکرولیتر از ماده نیتروبلو تترازولیوم )مرک(  100منظور

اسیون تازه اضافه شده و بعد از انکوب خون میکرولیتر 100 حاوی هایلوله

خل میکرولیتر از محلول فوق دا 50گراد، درجه سانتی  20در دمای 

ما( فرمامید )سیگمتیلر محلول دیلیتمیلی 1حاوی  ایشیشه هایهلول

یوژ سانتریف g3000دقیقه انکوباسیون، لوله در  5اضافه شد. بعد از 

نانومتر در  630شده و میزان جذب نوری مایع رویی در طول موج 

رش گزا NBTعنوان فعالیت گیری و بهدستگاه اسپکتروفوتومتر اندازه

 (.2005و همکاران،  Sahooگردید )

کمپلمان  فعالیت گیریاندازه جهت کمپلمان: فعالیت گیریهانداز       

میکرولیتر  230میکرولیتر از سرم نمونه و  20به هر گوده پلیت الایزا 

کلرید منیزیم  مولمیلی 5/0حاوی ، =5/2pH بافر، )ورونال بافر کمپلمان

میکرولیتر گلبول قرمز خرگوش  50مول کلریدکلسیم( و میلی5/1و 

درجه انکوبه شده  4ها در دمای شد. یک شب نمونه شسته شده اضافه

 430و سپس جذب نوری مایع رویی با اسپکتوفتومتر در طول موج 

 گیری شد.نانومتر اندازه

 پلاسماگیری پروتئین کل و گلوبولین اندازه        

غلظت ایمنوگلوبولین کل براساس روش  غلظت ایمنوگلوبولین تام: 

گیری شد. ( اندازه2008و همکاران )Nayak  توسطشرح داده شده 

طور خلاصه ابتدا پروتئین تام و آلبومین پلاسما با استفاده از کیت هب

ساخت کشور  Eurolyserآزمون و دستگاه اتوآنالایزر مدل  پارس شرکت

گیری شد. میزان ایمونوگلوبولین تام سرم از تفریق میزان اتریش اندازه

 محاسبه شد. آلبومین از پروتئین تام پلاسما
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 شناسیگیری پارامترهای خوناندازه       

های های سفید و شمارش گلبولشمارش تعداد تام گلبول

Thrall  (2004 )های خونی از دو منبعگیری شاخصبرای اندازه قرمز:

های گلبول کلی شمارش گردید. استفاده (2000) و همکاران Feldmanو 

ا نئوبار( ستفاده از لام هماسیتومتر یروش مستقیم )با اسفید و قرمز به

ن، های خون پرندگان، با رقیق کردن خوو همانند شمارش کلی گلبول

رت گرفت. هریک، صو–کننده ناتبا محلول رقیق 200به  1به نسبت 

متر، تعداد شده به لام هماسیتوکار و پس از انتقال نمونه رقیقبرای این

 مربع 16ه که هر یک شامل مربع بزرگ اولی 4های سفید در گلبول

 تعداد قرمز هایگلبول شمارش گردید. برایمتوسط بود، شمارش می

مربع کوچک بود،  25مربع متوسط وسط که هریک شامل  5ها در آن

ر های قرمز دهای سفید و گلبولشد. سپس تعداد کل گلبول استفاده

 گردید.متر مکعب خون محاسبه میمیلی

 دستگاه توسط نیز هموگلوبین رمقدا هموگلوبین: میزان

 با استفاده و نانومتر 546 موج طول با (Milton roy )مدل اسپکتروفتومتری

یتر از لمیلی 5/2دست آمد. برای این کار ابتدا هدرآپکینز ب از معرف

های میکرولیتر از نمونه 10های آزمایش حاوی در لوله درآپکینز محلول

د و بلافاصله مخلوط شد و در اضافه ش 250به  1خون و با نسبت 

یزان نانومتر م 546ادامه در دستگاه اسپکتوفوتومتری و در طول موج 

ان ضرب شد تا میز 9/36دست آمده در بهنوری خوانده شد. عدد  جذب

 دست آمد. هلیتر بهموگلوبین برحسب گرم در دسی

 آوریجمع خون هاینمونه هماتوکریت تعیین جهت هماتوکریت: میزان

 مدتتوسط سانتریفیوژ میکرو هماتوکریت به موئین هایلوله در دهش

لوله شدند. سپس  سانتریفوژ دقیقه در دور 12000 سرعت دقیقه با 10

کش داده با حرکت لوله روی خط کش مخصوص قرارخط موئینه را روی

خون روی عدد صفر  خمیر و مشترک بین فصل کهایجاد گردیدوضعیتی 

 طول که عددی حالا گیرد قرار صد عدد روی پلاسما سطح آخرین و

 باشد.می شخص هماتوکریت دهدمی رانشان قرمز هایگویچه ستون

 منظور محاسبهبه (:LD50ها )بررسی میزان حدت باکتری       

LD50  لا، ابتدا استرپتوکوکوس اینیایی و آهر باکتری در ماهی قزل

گراد درجه سانتی 37ساعت در دمای  24مدت لاکتوکوکوس گارویه به

کشت داده شدند.  پس از سانتریفوژ و جداسازی  TSBدر محیط کشت 

باکتری در  910باکتری، غلظت باکتری در سرم فیزیولوژی درحد 

( و با استفاده از 2010و همکاران،  Alishahiلیتر تنظیم شده )میلی

ز تهیه گردید. ا (910الی  510های متوالی از این سوسپانسیون )رقت

هر غلظت به ده ماهی تزریق داخل صفاقی انجام شده و تلفات هر 

ها، با کشت مجدد روز ثبت و پس از مرگ ماهی 10مدت رقت به

های داخلی شامل کلیه قدامی و کبد، از علت مرگ در باکتری از اندام

اثر عفونت باکتریایی چالش داده شده، اطمینان حاصل گردید. نهایتاً 

میزان  گردید. LD50گیری ، اقدام به اندازهProbitافزار رمبا استفاده از ن

50LD ر مورد و د 3/1×610میزان  باکتری استرپتوکوکوس اینیه به

 گارویه لاکتوکوکوس باکتری
یعنی لاکتوکوکوس  شد. محاسبه 7/4×510

 بالاتری نسبت به استرپتوکوکوس اینیه داشت. گارویه حدت نسبتاً

طور جداگانه با هقطعه ماهی از هر تیمار ب 60 :چالش باکتریایی       

 دوزمیزان به گارویه اینیایی و لاکتوکوکوس استرپتوکوکوس هایباکتری

داخل صورت دست آمده در مرحله قبل(، بهه)ب تلفات %50ایجادکننده 

)غیرواکسینه( نیز  شاهدزمان گروه مورد چالش داده شدند. هم صفاقی،

ریق قرار گرفتند. به یک گروه از ماهیان گروه باکتری مورد تزLD50 با 

چالش، روزانه  دوره طی در همان روش تزریق شد.بهPBS نیز فقط  شاهد

روز ثبت شد. درصد  10ماهی بررسی شده و میزان تلفات در طی 

جا که ماهیان تزریق شده با تلفات در تیمارها مقایسه گردید. از آن

PBS چالش نداشتند در نمودارهای  گونه تلفاتی در طول دوره هیچ

 ورده نشده است.آچالش این گروه 

 SPSS افزاربرای آنالیز اطلاعات تحقیق از نرم آزمون آماری:       

 تاستفاده گردید. ابتدا از آزمون لون استاتیستیک تس 18ویرایش 

(Leven statistic test) ت بودن انحراف معیار اطلاعا هموژن بررسی برای

از  دید. پس از اطمینان از همگن بودن انحراف معیارها،استفاده گر

برای بررسی تفاوت میانگین  (One way ANOVA) طرفهیک واریانس

 فاکتورهای مورد بررسی در تیمارها استفاده گردید. برای بررسی

 (Duncan) ها از تست تکمیلی دانکندار بودن تفاوت میانگینمعنی

 شد.استفاده  05/0داری در سطح معنی

 

 نتایج 
ها در تیمار های ایمنی نشان داد که اکثر شاخصنتایج شاخص       

داری نسبت به تیمار واکسینه شده با واکسن تزریقی افزایش معنی

روش کشی سرم در تیمار واکسینه بهداشت. قدرت باکتری شاهد

افزایش نشان داد  شاهدبت به تیمار داری نسطور معنیهتزریقی ب

(05/0P<.) داری نسبت به که در بقیه تیمارها تفاوت معنیدرصورتی

فعالیت لایزوزیم سرم  .(1 شکل)(<05/0P) مشاهده نشد شاهدتیمار 

گیری روش تزریقی در هر سه مرحله نمونهنیز در تیمار واکسینه به

در  .(>05/0Pافزایش داشت ) شاهدداری نسبت به تیمار طور معنیهب

 شاهدداری نسبت به تیمار ا تفاوت معنیکه در بقیه تیمارهصورتی

فعالیت لایزوزیم سرم نیز در تیمار . (2 شکل()<05/0P) مشاهده نشد

داری طور معنیهب گیریسه مرحله نمونه در هر روش تزریقیواکسینه به

که در بقیه (. درصورتی>05/0Pافزایش داشت ) شاهدنسبت به تیمار 

( <05/0P) مشاهده نشد شاهدیمار ت به نسبت داریمعنی تفاوت تیمارها

روش های خونی نیز در تیمار واکسینه بهسلول NBTاحیای. (2شکل)

داری نسبت طور معنیهگیری بنمونه 60و  20تزریقی روز 
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 40که در بقیه روز درصورتی .(>05/0Pافزایش داشت ) شاهدبه تیمار 

ه تیمار داری نسبت بدر تیمار تزریقی و سایر تیمارها تفاوت معنی

فعالیت کمپلمان سرم، میزان . (3شکل()<05/0P) مشاهده نشد شاهد

های خونی مورد بررسی، در بین پروتئین و گلوبولین سرم و شاخص

گیری داری در مراحل مختلف نمونهتفاوت معنی بررسی مورد تیمارهای

 .(1و جدول 4شکل)(<05/0Pنشان ندادند )

        

 

 

 
  

 

 

 
کشی سرم بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه ری: مقایسه قدرت باکت1شکل 

 گیریمرحله نمونه 4های مختلف در روشاسترپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

: مقایسه فعالیت لایزوزیم سرم بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه 2شکل  

 گیریمرحله نمونه 4های مختلف در روشاسترپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

 با تیمار شاهد است(. 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنی)علامت * در بالای میله انحراف معیار نشان

 

 

 
خون بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه  NBT: مقایسه فعالیت احیای 3شکل 

 گیریمرحله نمونه 4های مختلف در روشاسترپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

: مقایسه فعالیت کمپلمان سرم بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه 4شکل  

 گیریمرحله نمونه 4های مختلف در روشاسترپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

 با تیمار شاهد است(. 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنی)علامت * در بالای میله انحراف معیار نشان
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 گیریه نمونهمرحل 4های مختلف در روشهای خونی بین تیمارهای واکسینه شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس بهیسه شاخصمقا :1جدول 

 

20روز  روز صفر   40روز   60روز    

 )%( هماتوکریت

 38/34±62/2 25/33±9/3 44/32±91/3 17/34±34/5 واکسن خوراکی
 78/30±6/5 8/29±02/5 7/30±96/4 17/34±34/5 شاهد

 45/31±96/5 44/32±91/3 32/31±91/3 17/34±34/5 واکسن تزریقی
 3/32±34/5 32/31±91/3 17/34±34/5 17/33±34/5 وریواکسن غوطه

 لیتر()گرم/دسی هموگلوبین
 

 88/6±03/1 94/6±30/1 24/7±84/1 14/6±9/0 واکسن خوراکی
 23/6±66/1 45/6±46/1 36/7±44/1 14/6±9/0 شاهد

 34/7±3/1 07/7±65/1 23/6±62/1 14/6±9/0 واکسن تزریقی
 34/6±3/1 6/7±46/1 23/6±23/1 14/6±9/0 وریواکسن غوطه

 قرمز هایتعداد گلبول

 (610 /)میکرولیتر

 30/1±36/0 32/1±14/0 27/1±26/0 24/1±43/0 واکسن خوراکی
 34/1±34/0 41/1±12/0 24/1±17/0 24/1±43/0 شاهد

 32/1±21/0 32/1±16/0 22/1±26/0 24/1±43/0 واکسن تزریقی
 3/1±47/0 41/1±12/0 32/1±166/0 24/1±43/0 وریواکسن غوطه

 های سفیدتعداد گلبول
 (310 /میکرولیتر)

 1/11±15/2 2/11±14/2 04/10±03/2 85/9±7/1 واکسن خوراکی

 1/10±15/2 12/11±14/2 87/9±03/2 85/9±7/1 شاهد
 34/11±89/2 2/10±2/1 22/10±14/2 85/9±7/1 سن تزریقیواک

 94/9±14/2 72/11±78/2 2/10±14/2 85/9±7/1 وریواکسن غوطه

 لیتر()گرم/دسی پروتئین تام

 04/5±55/0 16/5±62/0 85/4±33/0 88/4±58/0 واکسن خوراکی
 94/4±83/0 99/4±7/0 8/4±96/0 88/4±58/0 شاهد

 3/5±62/0 31/5±79/0 88/4±16/1 88/4±58/0 واکسن تزریقی
 07/5±95/0 97/4±37/0 78/4±56/0 88/4±58/0 وریواکسن غوطه

 لیتر()گرم/دسی گلوبولین تام

 69/2±47/0 85/2±79/0 27/2±53/0 46/2±76/0 واکسن خوراکی
 46/2±99/0 69/2±7/0 51/2±96/0 46/2±76/0 شاهد

 56/2±39/0 94/2±32/0 90/2±06/1 46/2±76/0 واکسن تزریقی
 37/2±35/1 51/2±72/0 33/2±87/0 46/2±76/0 وریواکسن غوطه

 لیتر()گرم/دسی آلبومین

 35/2±47/0 31/2±4/0 58/2±26/0 33/2±35/0 واکسن خوراکی

 48/2±47/0 3/2±79/0 19/2±49/0 33/2±35/0 شاهد

 44/2±57/0 37/2±34/0 12/2±47/0 33/2±35/0 واکسن تزریقی

 69/2±75/0 45/2±37/0 45/2±39/0 33/2±35/0 وریغوطه واکسن

 

 

 
ا بادی ضداسترپتوکوکوس اینیه بین تیمارهای واکسینه شده بمقایسه عیار آنتی :5شکل 

 گیریمرحله نمونه 4 در های مختلفروشواکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

 وس گارویه بین تیمارهای واکسینه شده بابادی ضدلاکتوکوکمقایسه عیار آنتی: 6شکل  

 گیریمرحله نمونه 4در  مختلف هایروشبه واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

 با تیمار شاهد است(. 05/0دار در سطح دهنده تفاوت معنی)علامت * در بالای میله انحراف معیار نشان
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  حثب

بیماری استرپتوکوکوزیس/ لاکتوکوکوزیس ایجاد شده توسط        

ها در ترین بیماریاسترپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه از مهم

باشد )سلطانی کمان در کشور میآلا رنگینصنعت پرورش ماهی قزل

عنوان یک مشکل ط مختلف جهان نیز به( که در نقا1395و همکاران، 

در این تحقیق کارایی سه روش تجویز  .بهداشتی مهم مطرح است

گانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس در پیشگیری از این واکسن دو

ترین کارایی واکسن مهم آلا ارزیابی گردید. ارزیابیماهی قزل در بیماری

(. 2013و همکاران،  Brudesethشاخص در ارزیابی واکسن می باشد )

ترتیب تلفات روش تزریقی بهدر تحقیق جاری در تیمار ایمن شده به

درصد در برابر چالش با باکتری استرپتوکوکوس  67/26و  10±20

تر داری کمطور معنیهاینیه و لاکتوکوکوس گارویه را نشان داد که ب

قابل قبول از سایر تیمارها بود. در مقایسه با گزارشات مشابه کارایی 

( در ماهی 1999و همکاران ) Eldarکه در مطالعه طوریباشد، بهمی

و همکاران   Romaldeدرصد و در تحقیق 10کمان تلفاتآلا رنگینقزل

دنبال هدرصد ب17حدود ( در ماهی توربوت نیز تلفات به2004)

واکسیناسیون تزریقی در برابر استرپتوکوکوزیس گزارش شده است. 

درصد  10( نیز تلفات 2010و همکاران ) Altunدیگری  در مطالعه 

دنبال واکسن لاکتوکوکوس گارویه هکمان بآلای رنگیندر ماهی قزل

( 2000و همکاران ) Klesiusچنین هم کردند. تزریقی را گزارش روشبه

با تزریق داخل صفاقی و عضلانی باکتری کشته استرپتوکوکوس اینیه 

درصد گزارش کردند.  83حدود  زاییایمنی در ماهی تیلاپیا محافظت و

در تحقیق جاری تلفات بعد از چالش در تیمار واکسینه شده با واکسن 

وری در برابر روش غوطهدوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به

 3/43و  50ترتیب استرپتوکوکوس اینیه و لاکتوکوکوس گارویه به

داری معنی کاهش درصد( 90 )تلفات شاهدکه نسبت به تیمار  درصد بود

ها نشان داده داشت. گزارشات مختلف در مورد مقایسه کارایی واکسن

از واکسن تزریقی  داریطور معنیهوری باست که کارایی واکسن غوطه

را  %40( بازماندگی حدود 1997و همکاران )  Bercovierاست. مثلا ً

پتوکوکوزیس گزارش استر برابر در وریروش غوطهواکسینه به ماهیان در

وری ( در واکسن غوطه2007و همکاران ) Soltaniچنین نمودند. هم

درصد  70 حدود تلفات کمانرنگینآلایدر ماهی قزل استرپتوکوکوزیس

وری گزارش کردند. در مارماهی اروپایی ایمن شده را در تیمار غوطه

 20وری ویبریو ولنیفیکوس ایمنی محدودی )حدود با واکسن غوطه

همراه واکسن خوراکی وری بهدرصد( گزارش شد، ولی واکسن غوطه

و  (Esteve-Gassent درصد را باعث گردید70یادآور، محافظت بالای 

(. در این تحقیق تلفات بعد از چالش در تیمار تجویز 2004همکاران، 

ترتیب لاکتوکوکوزیس به/خوراکی واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس

و  اینیه استرپتوکوکوس برابر در بود 7/57±10 و 3/56±10برابر

( کارایی ضعیف 2007) و همکاران  Soltaniگردید. گاوریه لاکتوکوکوس

درصد( را در مورد واکسن خوراکی استرپتوکوکوزیس  85حدود  )تلفات

( کارایی حدود 2004و همکاران ) Romaldeچنین گزارش نمودند، هم

یس مشاهده نمودند. البته درصد را در واکسن خوراکی لاکتوکوکوز 30

های پوست و مخاط روده گونه سرم، در پاسخ هومورال ایجاد گزارشاتی از

سازی خوراکی گزارش شده است. دلیل دنبال ایمنیهمختلف ماهی ب

اصلی کارایی پایین واکسن خوراکی در این بیماری تغییرات آنتی ژن 

و  Eldar. (2010و همکاران، Altun  واکسن در لوله گوارش است )

( محافظت بسیار کم 2010و همکاران )  Altun( و 1999همکاران )

 استرپتوکوکوزیس بیماری برابر در خوراکی باکترین محافظت فقدان یا

اند. یکی از دلایل آلا را گزارش نمودهلاکتوکوکوزیس در ماهی قزل/

های خوراکی آبزیان تغییرات محافظت یا محافظت پایین واکسن فقدان

 

 

 
واکسینه شده  تیمارهای اینیه بین با استرپتوکوکوسچالش  از بعد درصد تلفات مقایسه :7شکل

 گیریمرحله نمونه 4 در مختلف هایروشبه با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس

 تلفات بعد از چالش با لاکتوکوکوس گارویه بین تیمارهای واکسینه شده درصد مقایسه: 8شکل 

 گیریمرحله نمونه 4 در مختلف هایروشبه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس دوگانه با واکسن
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های ژن واکسنی در شرایط اسیدی معده و تحت تاثیر آنزیمیآنت

( اکثر =3Ph ای است. اسیدیته بالای معده )حدودپروتئولیتیک روده

( و این تغییر شکل Smith ،2002) کندهای واکسنی دفرمه میژنآنتی

و  Romboutگردد )ژنی، با عث کاهش تحریک ایمنی واکسن میآنتی

تلفات بعد از چالش با استرپتوکوکوس اینیه  میزان (.2014همکاران، 

و  50±63/7ترتیب برابر وری بهو لاکتوکوکوس گارویه در تیمار غوطه

و همکاران   Soltaniبود که نتایج مشابه از تحقیق توسط 67/5±33/43

( در ماهی تیلاپیا 2017و همکاران ) Zhuآلا و ( در ماهی قزل2007)

اینیه و لاکتوکوکوس  ضداسترپتوکوکوسبادی عیار آنتی گردید. گزارش

داری طور معنیهالایزا در تیمار تزریقی ب روشبه شده گیریاندازه گارویه

(.، ولی در تیمارهای P<05/0نسبت به سایر تیمارها افزایش یافت )

وری فقط افزایش نسبی مشاهده روش خوراکی و غوطهشده به واکسینه

دار نبود گیری از نظر آماری معنیکدام از مراحل نمونهشد که در هیچ

(05/0P>گزارشات در مورد ارتباط تیتر آنتی .) بادی با محافظت ایجاد

 و استرپتوکوکوزیس برابر در ماهی واکسیناسیون دنبالهب شده

عنوان مثال باشد، بهمتناقض می متفاوت و گاهاً لاکتوکوکوزیس

Barnes ( نشان دادند که هرچند ت2003و همکاران )بادی یتر آنتی

آلای ایمن شده با واکسن ضداسترپتوکوکوس اینیه در ماهی قزل

گونه همولوگوس ایجاد گردید، ولی در مورد باکتری هترولوگوس هیچ

( نیز عیار 2011و همکاران ) Liaghatبادی مشاهده نگردید. عیار آنتی

با  طبیعی صورتهب که کمانرنگینآلایقزل در را بادینتیآ

اینیه مبتلا شده بودند تا دو ماه بعد از ابتلا گزارش  وکوکوساسترپت

رغم مشاهده کارایی مناسب ( علی1999) و همکارانBromage کردند. 

گونه عیار آنتی در ماهی برماندی، هیچ اینیه استرپتوکوکوسواکسن 

بادی ضد این باکتری را در سرم ماهی واکسینه گزارش نکردند. 

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

بادی کشته استرپتوکوکوس اینیه در ماهی تیلاپیا افزایش عیار آنتی

کار بردن هها با بمتناسب با محافظت بالا را گزارش کردند. البته آن

باکتری اگزولوگوس در تست الایزا عیاری گزارش نکردند. در تحقیقی 

بادی ضد ( افزایش تیتر آنتی2011و همکاران ) Shoemakerدیگر 

فلاوباکتریوم کلومناره در سرم و موکوس گربه ماهی را گزارش کردند 

بستگی داشت. در هیمن راستا که با میزان محافظت ایجاد شده هم

Costa ( نشان دادند که واکسیناسیون ماهی تیلاپیا 2012و همکاران )

بادی دار تیتر آنتییموجب افزایش معن اینیه استرپتوکوکوس باکترین با

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

و همکاران  Akhlaghiیافت و بعد از سه ماه تیتری مشاهده نگردید. 

بادی ضداسترپتوکوکوس اینیه ( گزارش کردند که تیتر آنتی1996)

 مشاهده نشد.روش الایزا در ماهیان ایمن شده در برابر این باکتری به

ماهی کانالی در برابر باکتری ادواردزیلا سازی گربهچنین در ایمنهم

بادی روش تزریقی نیز تیتر آنتیبه (Edwardsiella ictaluri) ایکتالوری

های ایمنی باواسطه ها مکانیسمگیری ایجاد نگردید و آنهقابل انداز

مورال دانستند سلولی را در محافظت ایجاد شده موثرتر از ایمنی هو

(Greenway  ،به2017و همکاران .)رسد در ماهیان مختلف نظر می

های متفاوتی در ایجاد پاسخ ایمنی در برابر استرپتوکوکوزیس مکانیسم

بادی ها ایمنی اختصاصی با واسطه آنتینقش دارند و در برخی گونه

بادی ضد فقدان عیار آنتی سازی ماهی دارد.تری در ایمننقش کم

توان به نوع و خوراکی را می وریهای واکسنی در تیمار غوطهباکتری

ها نسبت ایمونوگلوبولین دخیل در پاسخ ایمنی مخاطی در این اندام

T  (IgT )سازی مخاطی )روده و آبشش( ایمونوگلوبولین داد. در ایمن

بادی مونوکلونال دارند و آنتی Mبه ایمونوگلوبولین  نسبت تریمهم نقش

 تشخیص به قادر ماهی M ایمونوگلوبولین سنگین نجیرهضدز

( و عدم مشاهده 2014و همکاران،  Guddingنبوده ) Tایمونوگلوبولین 

به  رغم مشاهده محافظت نسبی احتمالاًبادی مناسب علیتیتر آنتی

های خونی شامل: کدام از شاخصتحقیق هیچ در این باشد.این دلیل می

های سفید خونی هماتوکریت، تعداد گلبولمیزان هموگلوبین، میزان 

سازی قرار نگرفت های قرمز تحت تاثیر روش ایمنو تعداد گلبول

(05/0P>) گیری شده های خونی اندازهداری بین شاخصتفاوت معنی و

گیری مشاهده نشد. در تاثیر ایمن بین تیمارها در مراحل مختلف نمونه

شات بحث برانگیر است، های خونی ماهی گزارسازی ماهی بر شاخص

( عدم تاثیر واکسیناسیون 2007و همکاران ) Soltaniعنوان مثال به

های برابر استرپتوکوکوزیس را بر شاخص در خوراکی و وریغوطه روشبه

 (1394و همکاران ) پورمظفر چنینهم کردند. گزارش آلاقزل ماهی خونی

بلکه رپتوکوکوزیس، است واکسن با واکسیناسیون تنها نه که دادند نشان

داری بر تجویز توام واکسن و محرک ایمنی ماکروگارد تأثیر معنی

( MCH  ،MCV ،MCHCهموگلوبین، خونی )هماتوکریت، هایشاخص

( واکسن 2008و همکاران )  Faghani(.≤05/0pماهی قزل نداشت )

همراه آلژنیک اسید را بر روی فاکتورهای ضداسترپتوکوکوزیس به

کمان مورد بررسی قرار دادند که نتایج آلای رنگینلخونی ماهی قز

های مورد آزمایش و گروه شاهد داری را بین گروهحاصل، تفاوت معنی

ای در مطالعه (1388)نشان نداد. در همین راستا فقانی و همکاران 

 واکسن ضداسترپتوکوکوزیس بر ارگوسان و دیگر که جهت ارزیابی اثر

کمان انجام دادند، گزارش آلای رنگینپارامترهای خونی ماهی قزل

کردند که نه تنها وکسیناسیون ضداسترپتوکوکوزیس بلکه تجویز 

برخلاف موارد  .های خونی ماهی نداشتارگوسان تأثیری بر شاخص

در ماهی تیلاپیا ایمن شده در برابر  (2003)و همکاران  Nultyفوق، 

های تعداد گلبولروش تزریقی را باعث افزایش استرپتوکوکوزیس به

های لکوسیت تعداد افزایش هاآن .نستنددا هاآن نسبت تغییر و خونی سفید

ماهی را دلیلی بر بهبود وضعیت ایمنی غیراختصاصی و اختصاصی 
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( 1395چنین علیشاهی و همکاران )ماهی ایمن شده دانستند. هم

 های سفید خونی در ماهیان ایمن شده باتغییر تعداد و نسبت گلبول

همراه ادجوان نانوکیتوزان را باکترین خوراکی ائروموناس هیدروفیلا به

( نیز افزایش تعداد 1396همکاران ) چنین خاج وگزارش نمودند. هم

های قرمز های مربوط به گلبولهای سفید خون و برخی شاخصگلبول

 خون را در ماهیان واکسینه شده با واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیس

در تحقیق  آلا  گزارش نمودند. احتمالاًزیس در ماهی قزللاکتوکوکو/

داری تحت تاثیر  طور معنیههای سلامت ماهی بجاری یا شاخص

میزانی نبوده که بر سازی قرار نگرفته است و یا این بهبود بهایمن

های در بین شاخص دار  بگذارد.های خونی ماهی تاثیر معنیشاخص

کشی و فعالیت یزوزیم، قدرت باکتریایمنی مورد بررسی فعالیت لا

فقط در  NBTکمپلمان و میزان پروتئین و گلوبولین سرم و فعالیت 

داری نسبت به تیمار واکسینه شده با واکسن تزریقی افزایش معنی

وری افزایش این نشان داد و در دو تیمار خوراکی و غوطه شاهد

الیت لایزوزیم و (. فع<05/0Pدار نبود )ها از نظر آماری معنیشاخص

های ایمنی غیراختصاصی در عنوان یکی از شاخصهپروتئین  سرم به

(، احتمالاً بالا رفتن سطح 2016، و همکاران Yang) باشدماهی می

دلیل وجود مقدار لیزوزیم در مطالعه حاضر در تیمار تزریقی را باید به

پلمان ژن در واکسن دانست. افزایش فعالیت لیزوزیم و کممؤثر آنتی

و همکاران،  Vinay) است شده گزارش از واکسیناسیون بعد آزادماهیان در

روی ماهی  (2017)و همکاران  Zhuای که توسط  در مطالعه (.2017

زیم سرم در ماهیان تیلاپیا صورت گرفت، نشان داد که فعالیت لایزو

و  Craigداری نشان داد. افزایش معنی شاهدواکسینه نسبت به گروه 

های ایمنی ماهی ای که بر روی پاسخدر مطالعه (2017)همکاران 

تیلاپیا بعد از تجویز واکسن استرپتوکوکوزیس انجام دادند، افزایش 

کسینه دار میزان پروتئین و فعالیت لیزوزیم سرم را در گروه وامعنی

که تزریق  نشان دادند Buchmann (2006)و  Alishahiنمودند.  گزارش

فیلیس فعالیت لیزوزیم سرم و پروتئین واکسن ایکتیوفیتیریوس مولتی

و همکاران  Balfry دهد.کمان را افزایش میآلای رنگینتام سرم قزل

سرم  IgMکشی و افزایش فعالیت کمپلمان، قدرت باکتری (2001)

و  Huangای واکسینه شده را گزارش نمودند. ماهی نقرهدر آزاد 

اند که واکسیناسیون ماهی با واکسن نشان داده (2014) همکاران

کشته استرپتوکوکوس اینیه در ماهی هامور معمولی افزایش فعالیت 

ها را باعث خواری لکوسیتهای فاگوسیت کننده و افزایش بیگانهسلول

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

 برابر در واکسیناسیون از پس تیلاپیا ماهی خون هایلکوسیت

جاکه در سایر آگالاکتیه را گزارش نمودند. از آن استرپتوکوکوس

رغم مشاهده محافظت تحقیق، علی وری اینتیمارهای خوراکی و غوطه

های ایمنی غیر دار در  شاخصدر برابر چالش باکتریایی، افزایش معنی

ایمنی غیراختصاصی  هایمکانیسم سایر نگردید، مشاهده سرم اختصاصی

توان در این محافظت موثر دانست. در همین راستا علیشاهی و را می

های ایمنی ( ارتباطی بین میزان محافظت و شاخص1395همکاران )

کشی سرم و لایزوزیم( غیراختصاصی سرمی )کمپلمان، قدرت باکتری

روش خوراکی با واکسن آئروموناس هیدروفیلا با ن ایمن شده بهماهیا

غیر از فاکتورهایی به ادجوان نانوکیتوزان مشاهده نکردند. لذا احتمالاً

کمپلمان، لایزوزیم و ایمونوگلوبولین سرم و مخاط افزایش محافظت 

اند. در برخی مطالعات نیز عدم تغییر در برابر باکتری را باعث شده

ایمنی غیراختصاصی در ماهیان ایمنی شده با واکسن  هایشاخص

و همکاران، Soltani  ؛1997 همکاران، و Bercovier) است گردیده گزارش

طور هب (.Eldar  ،1999و Ghittino؛ 2013و همکاران،   Firdaus؛2007

 توان نتیجه گرفت که واکسن دوگانه استرپتوکوکوزیسکلی می

روش تجویز تزریقی داشته ولی در  لاکتوکوزیس کارایی مناسبی در/

درصد ایجاد  50تر از وری محافظت نسبی کمروش خوراکی و غوطه

وری این واکسن تغییری در ماید، از طرفی تجویز خوراکی و غوطهن

آلا ایجاد نکرده ولی تجویز تزریقی قزل ماهی خونی و ایمنی هایشاخص

 شود.باعث میهای ایمنی ماهی را این واکسن بهبود اکثر شاخص
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