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 Introduction: The use of probiotics in order to increase the immunogenicity and efficiency 
of vaccines in aquatic animals has been widely used in the last decade. In this research, the 
effect of Bacillus subtilis probiotic on the immunogenicity of the bivalent oral vaccine of 
Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae encapsulated with alginate/chitosan in the 
Nile tilapia fish (Oreochromis niloticus) was measured and in terms of immunogenicity, its 
effects on growth indicators and blood parameters were compared. 
Materials & methods: First, the bivalent bacterium Streptococcus agalactia and 
Streptococcus agalactiae were successfully encapsulated by the internal emulsification 
method. Then 600 pieces of Nile tilapia fish weighing 30±2.32 gr were divided into 10 
groups (Each group in three repetitions of 20 numbers) include A: treatment group with S. 
iniae, B: treatment group with S. agalactiae, C: treatment group with bivalent vaccine, D: 
treatment group with S. iniae and Bacillus subtilis, E: treatment group with S. agalactiae 
and Bacillus subtilis, F: immunized with bivalent vaccine and Bacillus subtilis, G: 
immunized with encapsulated S. iniae and Bacillus subtilis, H: immunized with 
encapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, I: treatment group with bivalent 
encapsulated vaccine and Bacillus subtilis, and Control. The fish were fed and kept under 
the same conditions for two months, and on days 0, 30 and 60, along with fish biometry, 
samples were taken from each treatment and blood and serum were isolated. Growth indices 
and some immune and blood indices of fish were compared between treatments. Then, the 
fish of each group were challenged with live bacteria Streptococcus agalactiae and 
Streptococcus iniae, and the deaths of the treatments were recorded up to 14 days and 
compared between the treatments.  
Results: The results showed that the growth indices were affected by immunization and the 
growth indices including food conversion coefficient, specific growth coefficient and 
percentage of weight gain in the treatment group with bivalent encapsulated vaccine and 
Bacillus subtilis were improved significantly compared to the control treatment (p>0.05). 
Among the Immune indicators, anti-streptococcus agalactiae and anti-streptococcus iniae 
antibody levels, NBT recovery rate, serum globulin and protein levels, and serum lysozyme 
activity were significantly improved in the sampling stages in the oral treatment of 
encapsulated and Bacillus subtilis (p >0.05). Blood parameters including: hemoglobin, 
hematocrit and white blood cells showed a significant difference between research 
treatments (p>0.05). Investigations showed that in both stages of sampling on the 30th and 
60th days, the highest number of white blood cells was related to the encapsulated and 
Bacillus subtilis treatments (p>0.05). The lowest rate of deaths in the challenge with live 
bacteria S. agalactiae and S. iniae, with 36.7% and 30%, respectively, was related to the 
treatment group with bivalent encapsulated vaccine and Bacillus subtilis, compared to the 
control treatment (100%) showed a significant decrease (p>0.05).  
Conclusion: Therefore, it can be concluded that according to the favorable results of 
Bacillus subtilis probiotic immunogenicity on bivalent encapsulated vaccine in the current 
research and the special advantages of oral vaccine administration, with additional research 
it is possible to use this method as an alternative to injectable vaccine. 
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   پژوهشی  - علمی مقاله
 

اثر پروبیوتیک باسیلوس سابتیلیس بر ایمنی زایی واکسن خوراکی دوگانه  
استرپتوکوکوس اینیه، استرپتوکوکوس آگالاکتیه ریزپوشانی شده با آلژینات/کیتوزان در  

 ( Oreochromis niloticus)ماهی تیلاپیای نیل 
 
 

 4،3،  داریوش غریبی4،  محمد خسروی3،2، مجتبی علیشاهی3،2*، تکاور محمدیان1الهام اسروش
 

 دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران   ،دکتری تخصصی، دانشکده دامپزشکی  1
 دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران   ، بهداشت دام طیور و آبزیان، دانشکده دامپزشکیگروه    2
 دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران  ، های ماهیان گرمابی بیماری  عضو قطب بهداشت و 3
 دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران   ،پاتوبیولوژی، دانشکده دامپزشکیگروه     4

 چکیده   کلمات کلیدی 
 آلژینات/کیتوزان 

 باسیلوس سابتیلیس 
 واکسن دوگانه 

 ریزپوشانی
 ماهی تیلاپیای نیل  

 

   

 

ها در آبزیان در دهه اخیر کاربرد زیادی یافته است.   زایی و کارایی واکسن  منظور افزایش ایمنی  ها به  استفاده از پربیوتیک  مقدمه:  
ا ایمنی  یقتحق  یندر  بر  باسیلوس سابتیلیس  پروبیوتیک  استرپتوکوکوس   اثر  اینیه،  استرپتوکوکوس  زایی واکسن خوراکی دوگانه 

از ( مورد سنجش قرار گرفت و   niloticus Oreochromisآگالاکتیه ریزپوشانی شده با آلژینات/کیتوزان در ماهی تیلاپیای نیل )
 . یدگرد یسهمقا یخون  پارامترهایرشد و  های بر شاخصیی اثرات آن  کارا یی،زا یمنینظر ا

و روش  به  ها: مواد  آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  اینیه،  استرپتوکوکوس  باکتری دوگانه  با    Internal Emulsificationروش    ابتدا 
گروه )هر گروه در سه تکرار   ۱۰گرم به   ۳۰±۲/ ۳۲  قطعه ماهی تیلاپیای نیل با میانگین  ۶۰۰موفقیت ریزپوشانی گردید. سپس 

: ایمن  D: ایمن شده با واکسن دوگانه،  S. agalactiae  ،C: ایمن شده با  S. iniae  ،Bگروه ایمن شده با    A:عددی( شامل    ۲۰
: ایمن شده با واکسن دوگانه و  Fو باسیلوس سابتیلیس،    S. agalactiae: ایمن شده با  Eو باسیلوس سابتیلیس،    S. iniaeشده با  

ریزپوشانی  S. agalactiae: ایمن شده با Hریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس،    S. iniae: ایمن شده با Gباسیلوس سابتیلیس،  
: گروه شاهد، تقسیم  Control: ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس،  Iشده و باسیلوس سابتیلیس،  

  ی سنج   یستضمن ز  ۶۰  و  ۳۰صفر،    یشدند و در روزها  یدار  و نگه  یه تغذ  ، مشابه  یطشرا  مدت دو ماه در  به  ها  یماهگردیدند.  
 ی و خون  یمنیا  های  شاخص  یرشد و برخ  یها  سرم انجام شد. شاخص  یو جداسا  یریاخذ و خونگ  یمارنمونه از هر ت  ها،  یماه
چالش    اینیه  ساسترپتوکوکو  و  یهاگالاکت  سزنده استرپتوکوکو   یهر گروه با باکتر  یان. سپس ماهیدگرد  یسهمقا  یمارهات   ین ب  یماه

   .صورت گرفت یسهمقا یمارهات ین روز ثبت و ب۱۴تا  یمارهاداده شدند و تلفات ت
  یب ، ضرییغذا  یلتبد  یبرشد شامل ضر   یها  قرار گرفته و شاخص  یساز  یمن ا  یررشد تحت تاث  یها  نشان داد شاخص  یج نتا نتایج: 

  ی دار  یطور معن  هبتیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس،  وزن در    یش درصد افزا  یژه ورشد و
یه و ضد استرپتوکوکوس اگالاکت  یباد  ینتآ  یارع   یمنی،ا  یها  شاخص  ین در ب(.  p<۰/ ۰۵)بود    یافتهشاهد  بهبود    یمارنسبت به ت

در مراحل   یدار یطور معن هسرم ب یزوزیملا یتسرم و فعال  ین و پرتئ ینگلوبول یزان، مNBT یایاح یزانم اینیه،استرپتوکوکوس ضد 
 ین،شامل: هموگلوب ی خون (. پارامترهایp<۰۵/۰) بود یافتهبهبود  سابتیلیس و باسیلوس یزپوشانیری  خوراک  یماردر ت یریگ نمونه

ها نشان داد که در بررسی  (. p<۰/ ۰۵)  نشان دادند  یدار  یتفاوت معن  یقتحق  یمارهایت  ین بهای سفید خون  یت و گلبولهماتوکر
های سفید مربوط به تیمارهای ریزپوشانی شده و باسیلوس  ترین تعداد گلبول  ، بیش ۶۰و    ۳۰گیری روزهای  نمونه  هر دو مرحله

ترین میزان تلفات در چالش با باکتری زنده استرپتوکوکوس آگالاکتیه و استرپتوکوکوس اینیه، به    (. کمp<۰/ ۰۵سابتیلیس بود )
% مربوط به تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس بود که نسبت به تیمار  ۳۰% و  ۳۶/ ۷ترتیب با  

 (. p<۰۵/۰داری را نشان داد ) %( کاهش معنی۱۰۰شاهد )
واکسن   زایی پروبیوتیک باسیلوس سابتیلیس بر  ایمنیمناسب    یج با توجه به نتاتوان نتیجه گرفت که  لذا می  گیری:  بحث و نتیجه 

 ینامکان استفاده از ا  یلیتکم  یقات با تحق  ی،واکسن خوراک  یزتجو   یژه و  های  یتو مز  یجار  یقشده در تحق  یزپوشانیر  دوگانه
 . وجود دارد یقی واکسن تزر یبرا  جایگزین یکعنوان  به روش

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   نویسنده مسئول: پست الکترونیکی * 
t.mohammadian@scu.ac.ir  
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 قدمه م
به سایر    جهان نسبت   توسعه پرورش آبزیان در  دو دهه گذشته  در        

ب است،  بوده  بالاتر  بسیار  پروتئین  و    طوری  همنابع  غذا  سازمان  که 

پروری را بهترین گزینه تامین پروتئین    کشاورزی جهانی توسعه آبزی

دارترین    جمعیت در حال توسعه جهانی دانسته است. یکی از پرطرف

 Oreochromis)تیلاپیا   ماهی جهان پرورشی الرشدترین ماهیان و سریع

niloticus )پروری جهان    % در صنعت آبزی۸که با رشدی حدود   است

در دهه اخیر رتبه اول رشد را به خود اختصاص داده است و به یکی  

ویژه برای کشورهای در حال توسعه    هپروری ب  از ماهیان مهم در آبزی

و تولید جهانی تیلاپیای نایل در  دارای تنش آبی مطرح شده است  

از     2۰1۸سال   های تیلاپیا بیش   میلیون تن و کل گونه  ۴/۴بیش 

تولید   که بعد از ماهی آمور مقام دوم را در تن بوده است  میلیون ۷/۵

( دارد  از  (3۷جهانی  بیش  در  ماهی  این  چین،    1۴۰.  مانند  کشور 

ماهی   .شودفیلیپین، تایلند، عربستان، مصر و آمریکا پرورش داده می 

ه  بالا به شرایط محیطی ب خاطر رشد سریع و مقاومت نسبتاً  هتیلاپیا ب

ویژه شوری، توقع غذایی کم، امکان پرورش بسیار متراکم و نیاز کم 

به تعویض آب  از گونه   به  ایران    عنوان یکی  پرورش در  مناسب  های 

ان  پروری کشور، تنوع پایین در ماهی  باشد. یکی از مشکلات آبزی  می

ب است،  به  طوری   هپرورشی  ماهی    ۴جز    که  ماهی چینی،  گونه کپور 

معرفی نشده   کشور  گرمابی  پروری بزیآ  صنعت  طور تجاری به  هدیگری ب

پروری هر کشور ضامن استمرار و   ای در صنعت آبزی است. تنوع گونه

که اگر پرورش یک یا چند گونه با    طوری  هباشد. ب  پایداری صنعت می

های ویروسی کشنده( مواجه شد، امکان    چالش جدی )مثل بیماری

های موجود در کشور وجود    نمودن صنعت به سمت سایر گونه  شیفت

این از  نشود.  ورشکسته  و صنعت  باشد  گونه  داشته  از  یکی  های    رو 

های پرورشی فراوانی    گونه تیلاپیا است که مزیت  FAOمورد حمایت 

مناطق غیر ساحلی  چنین این ماهی بازارپسندی خوبی در    دارد. هم

نمی را خوشایند  بوی معمول ماهی  و  دارد. به  که طعم  دلیل    دانند، 

سنگین    سموم و فلزات  ماهی، تجمع  کوتاه این  پرورش  عمر و دوره  طول

های ماهی است و این ماهی چهارمین   تر از سایر گونه  گونه کم در این

است. هم امریکا  در  مصرف  میزان  نظر  از  مصرفی  این    ماهی  چنین 

ترین ماهی در کشورهای اتحادیه اروپا تبدیل شده    ماهی به پرفروش

زا    محیطی استرس  شرایط  بالا در برابر  دلیل مقاومت  است. این ماهی به

عنوان تهدید برای    عنوان فرصت و هم به  و تکثیر ساده و سریع هم به 

که    طوری  هب  شده است،  بومی در سطح دنیا مطرح  پروری و آبزیان  آبزی

ترین    )بزرگ % تولید تیلاپیای چین۴که   چینGuangdong   در استان

زیاد در تولید،    موفقیت بسیار  رغم  علی  دارد،  عهده  را به  تولیدکننده دنیا(

 (. ۹گزارش شده است )  ن نیز بر ماهیان بومیآتبعات زیست محیطی  

در کشور   فعلاً  کشور،  تیلاپیا در  شدید پرورش  های  رغم محدودیت  علی  

چهار استان غیرساحلی )خراسان جنوبی، یزد، سمنان و قم( مجاز به 

باشند، ولی باید منتظر توسعه پرورش    تکثیر و پرورش این ماهی می

گونه باشیم. مجوز    های پرورشی خاص این  دلیل مزیت   ن در کشور بهآ

به ماهی  این  متراکم  از    تولید  بیش  هزار تن در شهرستان    ۶میزان 

ها در حال آماده    شده و کارگاه  جنوبی و سمنان صادر  خراسان  فردوس

ترین بیماری باکتریایی در صنعت    مهم  استرپتوکوکوزیس سازی است.

(. تاکنون دو گونه باکتری شامل  2۸،  1۶پرورش ماهی تیلاپیا است )

S. iniae  ،S. agalactiae  عنوان عامل استرپتوکوکوزیس در تیلاپیا    هب

  3۰بالای   (. استرپتوکوکوزیس در تیلاپیا در دمای2۰اند ) شده گزارش

ماهی در  بالینی  علایم  انواع  ایجاد  باعث  آلوده می  درجه  شود.    های 

ترین علایم بالینی با توجه به مننگوانسفالییت شدید در تیلاپیا    شایع

کدورت قرنیه، خونریزی در چشم و پایه    شنای نامنظم، اگزوفتالمی،

است.    استخوانی  پوستی و ناهنجاری  های  زخم  رنگ، آسیت،  باله، تیرگی

تلفات این بیماری در تیلاپیای قرمز در پرورش در قفس در مالزی  

% بوده است. در چین  ۵۰تا    2۰1۰% و در کل پرورش در سال  ۷۰

ترین تولیدکننده این ماهی در جهان است، نیز این بیماری    که بزرگ

عامل   باکتریایی    مهم  S. agalactiaeو    S. Iniaeبا دو  بیماری  ترین 

مطالعات منتشر   (.2۴این ماهی در دو دهه اخیر گزارش شده است )

استرپتوکوکوس اینیه  قطعی   نامه تشخیص  تحقیق این پایان  نشده تیم
اگالاکتیه  و داخل    استرپتوکوکوس  پرورشی  نیل  تیلاپیای  ماهی  از 

توالی و  تایید قطعی  را  نموده  کشور  با    یابی  اند. روش معمول مقابله 

کننده   عواقب نگران توجه به ولی با  تراپی است، بیوتیک نتیآبیماری   این

از   از    بیوتیک  نتیآاستفاده  استفاده  شامل،  دیگر  الترناتیوهای  ها، 

ها و واکسیناسیون در پیشگیری    پروبیوتیک ،(1۰های ایمنی )  محرک

ترین روش    و کنترل این بیماری نقش دارند که موثرترین و مناسب

( است  واکسیناسیون  از  استفاده  بیماری  از  بین   (. 1۷پیشگیری  در 

ها، روش تزریقی بالاترین کارایی را   های مختلف تجویز واکسن  روش

  ، ( ۸گردند )  روش استفاده می  های تجاری به این  داشته و اکثر واکسن

واکسن به  اما  استرس  های خوراکی  و  دلیل سهولت تجویز،  نبودن  زا 

های بالا و مناسب بودن برای واکسیناسیون  امکان تجویز در جمعیت

ترین    (. اصلی2۵در تمام سنین، بهترین روش تجویز واکسن است )

مشکل تجویز خوراکی واکسن میزان کارایی محافظتی کم آن نسبت  

روش تزریقی است. رفع مشکل کارائی محافظتی پایین این روش،    به

ژن در معده و قسمت قدامی   ژن و حفظ بهتر آنتی آنتی  کاهش تجزیه

انتقال خوراکی   لوله گوارش است. پتانسیل نانو و میکرو ذرات برای 

گونه ماهی با استفاده از انواع مختلف پلیمرهای   ها در چندینژن آنتی

ها معمولاً درون ذرات  ژن  طبیعی و سنتزی مطالعه شده است. آنتی

کپسوله شده، ولی گاهی ممکن است با پیوندهای کووالانسی نیز به  
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طورکلی ذرات استفاده شده در ریزپوشانی آنتی   ها متصل شوند. بهآن

پذیری زیستی(  زیستی )تجزیه تخریب غیرسمی، با قابلیت ژن واکسنی

آنتی خوراکی  انتقال  برای  و  )  بوده  هستند  مناسب  اغلب  21ژن   .)

مطالعات، جذب خوب در انتهای لوله گوارشی، افزایش تولید پادتن  

محافظت بهتر با استفاده از ذرات میکروسکوپی   چنین  و هم  اختصاصی

( و  PLGAکو گلایکولیک اسید ) لاکتید ال دی ها، پلیآلژینات، لیپوزوم

و آلژینات دو پلیمر طبیعی  کیتوزان  ،(1۴اند )کرده  کیتوزان را گزارش

ژن در شرایط    پذیر هستند که علاوه بر محافظت آنتی  زیست تخریب

شوند و نقش ادجوانی    ایمنی مخاطی را باعث می گوارش، تحریک  لوله

و در تحقیقات   هستند  قیمت و در دسترس  (. از طرفی ارزان11دارند )

خوراکی استفاده شده    های  ها برای پوشش دادن واکسن  مختلف از آن

( پربیوتیک12است  از  استفاده  به(.  ایمنی  ها  افزایش  و    منظور  زایی 

واکسن است    کارایی  یافته  زیادی  اخیر کاربرد  آبزیان در دهه  ها در 

واکنش متقابل   یک پروبیوتیک در واکسیناسیون با تجویز (. ترکیب3۰)

بُرد، علاوه بر افزایش کارایی و ایمنی اثرات    بُرد  زایی واکسن، بهبود 

می باعث  نیز  را  شده  تجویز  از    پروبیوتیک  استفاده    باسیلوس شود. 
عنوان یک پروبیوتیک شناخته شده در ماهی رایج است   به سابتیلیس

انفلوانزا در  ۶) باکتری در واکسن  این  ادجوانی مرحله هاگ  اثرات   .)

چنین از باکتری   ( هم گزارش شده است. هم1۸( و طیور )31انسان )

آنتی  بیان  سابتیلیس  باسیلوس   اگالاکتیه   استرپتوکوکوسژن    کننده 

لذا   (.3۵زایی بالا گزارش کردند )  در ماهی تیلاپیا با موفقیت و ایمنی

  باسیلوس ویژه   هب  ها،  پروبییوتیک از  متعدد استفاده  های  توجه به مزیت  با
در آبزیان،  اهمیت بیماری استرپتوکوکوزیس )ایجاد شده    سوبتیلیس

عنایت   کشور و با  تیلاپیا در   ماهی ( درS. agalactiae و S. Iniae توسط

واکسیناسیون،    های  روش  سایر  به  نسبت  خوراکی  واکسیناسیون  مزایای  به

پروبیوتیک   تاثیر  تحقیق  این  و    سابتیلیس  باسیلوسدر  کارایی  بر 

ریزپوشانی    اینیهو    آگالاکتیه  استرپتوکوکوس  دوگانه  واکسن  زایی  ایمنی

 شده با نانوذرات آلژینات/ کیتوزان ارزیابی گردید.  
 

 ها مواد و روش 
  سویه   نیحادتر  از  :(Formalin Killed Cells)  باکترین  تهیه        

از   آگالاکتیه  و  یهنیا  استرپتوکوکوس  یباکتر که توسط تیم تحقیق 

یابی    پرورشی جداسازی شده و با آزمایشات مولکولی و توالی  تیلاپیای

ابتدا باکتری بذر واکسنی در محیط هویت آن تایید شده بود،    قبلاً

درجه   3۷در انکوباتور   ساعت ۴۸مدت    داده شد و به  کشت TSBمایع 

انکوبه گردید، باکتری از محیط کشت استخراج شده و  با استفاده از  

ساعت، غیرفعال شده و    2مدت    درصد و انکوبه کردن به  1فرمالین  

باقی فرمالین  تا  شد  شسته  استریل  فسفات  بافر  با  مرتبه  مانده    سه 

از استفاده    قبل  شدن، باکترین  غیرفعال  اطمینان از  منظور  شود. به حذف

منظور افزودن باکترین به    دار کشت داده شد. بهدر محیط آگار خون

غذا از روش رایج استفاده شد. غلظت باکترین در خوراک ده به توان  

در هر گرم خوراک و غلظت واکسن  با استفاده از  استاندارد مک    ۸

 (.1رسانده شد )  1۰1۰فارلند به غلظت  

روش    به  کیتوزان  آلژینات/   ریزذرات   ها با باکترین  ریزپوشانی        

  ۵/11۷برای این منظور، مقدار    :(Ionic gelationژلاسیون یونی )

تنظیم   ۹/۴روی   آن pHکه   % را۰۶3/۰  سدیم-آلژینات  سی محلول  سی

گردید با سوسپانسیون باکتریایی مخلوط شد و در حالت چرخش با  

سی از محلول   سی  ۵/۷شد. سپس   هم زده در دقیقه به  rpm  ۸۰۰دور  

ه به آن قدقی ۶۰مولار را قطره قطره در مدت   میلی  1۸کلرید کلسیم 

سی    سی  2۵اضافه شد تا یک پیش ژل آلژینات تهیه گردید. سپس  

کیتوزان   محلول  که۰۷/۰از  را   %pH     روی گردید،    ۶/۴آن  تنظیم 

دقیقه اضافه شد. پراکنش کلوئیدی    ۹۰قطره قطره به پیش ژل طی  

با اضافه کردن کیتوزان چند کاتیونی شکل گرفت.    ۷/۴برابر    pHدر  

دقیقه دیگر   3۰مدت  داده شد تا به  کیتوزان، اجازه   بعد از اضافه کردن

ها  کپسول  نیز در شرایط فوق باقی بماند تا کپسولاسیون کامل شود.

 ساعت جداسازی شد.  مدت یک دقیقه به در دور  1۰۰۰۰با سانتریفیوژ  

شده:           ریزپوشانی  محصول  مشخصات  های  ویژگیبررسی 

محصول ریز پوشانی شده شامل: اندازه ذرات )با استفاده از دستگاه  

استفاده از دستگاه زتا آنالایزر(، شکل   سایزر(، پتانسیل زتا )با پارتیکل

و نحوه پراکنش ذرات با میکروسکوپ فاز کنتراست و میکروسکوپ  

 ( مشخص گردید. SEM) الکترونی

قطعه ماهی تیلاپیا با    ۶۰۰تعداد    :ها  تهیه و تیماربندی ماهی       

داری    نگهمناسب به سالن  در وضعیتو گرم خریداری   3۰±32/2  وزن

دانشکده    انیآبز بهداشت بخش  واقع در لیتری  3۰۰ هایماهیان در وان

  نان یاطم  حصول یبرا  شد. منتقلاهواز   چمران دیشه دانشگاه یدامپزشک

  ، یو قارچ  یانگل  یهای بیماری بررس   ماهیان  بیماری در این  وضعیتاز  

  صورت گرفت.   یقطعه ماه 1۰ از یقدام  هیکلمغز و از   باکتریایی  کشت

ی  عدم رشد باکتر  و های مختلفوجود بیماری   پس از اطمینان از عدم 

انکوبه شده، از شروع    در محیط کشت  ماهیان    ،قیتحقمراحل  قبل 

شده   خریداری  سازگار تیلاپیا  باجهت  در  ی  جدید  مخازن    شرایط 

بار کل    هر دو روز یک.  ی شدنددار   نگه  مدت دو هفته  به  ی،تریل  3۰۰

  ض یشده تعو  دماهمو    کشی کلرزدایی شدهآب هر مخزن با آب لوله

  یط در یهوادهلیتری توسط کمپرسور  3۰۰تمام مخازن  .گردیدمی

  : بود  ریز  صورت  هب  قیتحق  دوره  آب   طیشرا  و  مجهز بود  آزمایش  دوره

  در تمام مخازن محلول ژنیاکس زانیم گراد،یسانت  درجه 2۸-2۹ دما

تر    کم تیتریو ن آمونیاک زانیم ،=pH ۷-۸ تر،یدر ل گرمیلیم ۸/۵-۷
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ل  گرمیلیم  صدمیکاز   م  تریدر  از    کم  تراتین  زانیو   دهم یکتر 

در ادامه، ماهیان به    .ها تنظیم شدبرای تمامی وان  تریدر ل  گرمیلیم

تصادفی طبق    صورت  های( ب  قطعه 2۰  سه تکرار  تیمار )هر تیمار در 1۰

صورت    به  یتریل  3۰۰مخازن  تقسیم گردیدند. ماهیان در    1جدول  

  ی تیلاپیا ماه  پرورش  ی عیطب طیشرا  به  کیمناسب و نزد طیمجزا با شرا

سازی    برای ایمن  .گرفتند  مورد آزمایش قرارروز    ۶۰مدت    آماده و به

باکترین در    ۸1۰روز با خوراک حاوی    1۵مدت    ها به  خوراکی، ماهی

هر گرم خوراک تغذیه شدند. تجویز پروبیوتیک بعد از تجویز واکسن  

در  گرم   ۸1۰میزان    به  سابتیلیس  باسیلوسماه با باکتری    مدت یک  به

 خوراک انجام گردید. 
 

 : تیماربندی ماهیان تحقیق ۱جدول 
Table 1: Treatment of research fish 

Group 

name Food type  Number of 

fish 

Control 

treatment Without vaccinations and basic food 20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

A 
Immunized with S. iniae 

20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

B Immunized with S. agalactiae 20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

C 
Immunized with dual vaccine 20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 
D 

Immunized with S. iniae and Bacillus 
subtilis 

20 pieces (in 3 
repetitions) 

Treatment 
E 

Immunized with S. agalactiae and 
Bacillus subtilis 

20 pieces (in 3 
repetitions) 

Treatment 

F 
Immunized with dual vaccine and 

Bacillus subtilis 
20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

G 
Immunized with microencapsulated  

S. iniae and Bacillus subtilis 
20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

H 
Immunized with microencapsulated  
S. agalactiae and Bacillus subtilis 

20 pieces (in 3 

repetitions) 

Treatment 

I 
Immunized with dual 

microencapsulated vaccine and 
Bacillus subtilis 

20 pieces (in 3 

repetitions) 

 

  استرپتوکوکوس   و   اینیه  ضداسترپتوکوکوس  بادی  نتیآ  گیری  اندازه       
  اگالاکتیه   استرپتوکوکوسبادی ضدگیری تیتر آنتیاندازه  اگالاکتیه:

انجام شد  به   اینیهو   غیرمستقیم  الایزای  آنتی(12)  روش  ابتدا  ژن    . 

ای کوت گردید، سپس نمونه   خانه  ۹۶)باکتری سونیکه( به کف گوده  

سرم   آنتی بادی ثانویه یعنی بعد، آنتی مرحله شد. در سرمی به آن اضافه

( اضافه گردید. مرحله  (Rabbit anti tilapia Abتیلاپیا در خرگوش  

بادی کونژوگه ضدایمونوگلوبولین خرگوش بود    بعد اضافه نمودن آنتی

شد و در دستگاه الایزا ریدر خوانده    سوبسترای آنزیمی افزوده و نهایتاً

مورد اشاره با روش میکروآگلوتیناسیون    ضدباکتری  بادیآنتی  عیار  شد.

سنجش گردید. از سرم ماهی    Micro Aglitination Testباکتریایی  

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد.  فوق ایمن به

گیری فعالیت  برای اندازه  :فعالیت کمپلمان سرم میزان تعیین       

( و مسیر کلاسیک کمپلمان  ACPکمپلمان )  مسیر فرعی  کمپلمان، از

استفاده شد  ، و همکاران  Selvarajمطابق با روش توصیه شده توسط  

های  (. در این روش از قدرت کمپلمان برای تخریب جدار گلبول32)

بادی   شد. پس از تهیه آنتی همولیز استفاده خرگوش و ایجاد خون  قرمز

IgG  قرمز شسته    ضدگلبول قرمز خرگوش و مجاور نمودن با گلبول

قرمز حساس    هایشد. گلبول  انجام  قرمز  هایگلبول  سازیشده، حساس 

میزان   شدند و ارزیابی مناسب سرم مجاور شده و حساس نشده با رقت

 سانتریفیوژ شده انجام گردید.  جذب نوری نمونه گیریهمولیز با اندازه

لیزوزیم پلاسمای    سطح فعالیتلیزوزیم:    تعیین سطح فعالیت       
تعیین   Ellis خون با استفاده از روش کدورت سنجی براساس روش

  میکرو   13۵میکرولیتر سرم با    1۵(. برای این منظور، ابتدا  ۷گردید )
  میکروکوکوس لیتر باکتری  در میلی  گرممیلی   2/۰  سوسپانسیون  از  لیتر

(  pH=۸/۵سیترات )  سدیم  مولار  ۰2/۰بافر    در   )سیگما(  لیزودایکتیکوس 
های میکروپلیت مخلوط شد و جذب نوری آن در دمای اتاق  در گوده 
گیری  نانومتر اندازه   ۴۵۰در طول موج    ۶۰و    3۰های صفر و  در روز 

شد. میزان فعالیت لیزوزیم سرم با توجه به منحنی استاندارد مربوط  
 به لیزوزیم سفیده تخم مرغ سیگما تعیین گردید.

لیتر از  میلی  1/۰برای این منظور، مقدار  :  NBTارزیابی احیاء         

شد و  های میکروپلیت تخت قرار داده  خون هپارینه در داخل گوده 

محلول  میلی  1/۰ نیز  گردید.    NBTدرصد    2/۰لیتر  اضافه  آن  به 

  1/۰دقیقه در دمای آزمایشگاه انکوبه شد و سپس    3۰مدت    پلیت به

  2لیتر از مخلوط حاصل برداشته، و به یک لوله آزمایش حاوی  میلی

فرمامید اضافه شد. پس از سانتریفوژ نمونه، جذب    متیل  لیتر دیمیلی

 گیری شد.  نانومتر اندازه   ۶2۰نوری مایع رویی در طول موج  

مقایسه  ارزیابی میزان پروتئین تام و ایمونوگلوبولین سرم:         

گیری پروتئین    کلی پروتئین تام و ایمونوگلوبولین سرم با اندازه  میزان

شیمی انجام شد. با تفریق  های زیست کیت تام با استفاده از و آلبومین

 نمودن البومین از پروتئین تام، میزان گلوبولین سرم تعیین گردید.

  روش   از  هموگلوبین با استفاده  محاسبه  :آزمایشات هماتولوژی       

  خون   میکرولیتر  1۰۰  کردن  اضافه  با  هموگلوبین  سیانومت  استاندارد

(  هموگلوبین  سیانومت)معرف    درابکین  تجاری  محلول  سیسی  ۵/2  به

  استفاده  با سفید  هایگلبول  کل  تعداد  ادامه، محاسبه  در  .شد  گیریاندازه

 رقیق  محلول  با  2۰۰  به  1  نسبت  به  خون  کردن  رقیق  و  نئوبار  لام  از

 . انجام شد  یکهرنات  کننده
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ضریب رشد    شامل های رشد  شاخصهای رشد:    شاخص   ارزیابی       

(  FCRغذایی )  تبدیل  (، ضریب WGPوزن )  افزایش   درصد  (،SGRویژه ) 

 (.33محاسبه شد )  Salasبر طبق روش  

 اینیه  استرپتوکوکوس  یباکتر  ابتدا ازباکتری:    50LD  محاسبه        
% نمک تهیه  ۵/1با  TSBکشت  یطدر مح کشت تازه  یک آگالاکتیه و

کون  ل و انتقال به فا حاوی باکتری پس از انکوباسیون کشت  یطشد. مح

رسوب   .شد یفیوژسانتر ۴۰۰۰در دور  یقه دق 1۰مدت   به سیسی ۵۰

سانتریفیوژ ته   عمل  از  پس  از    فالکون  استفاده  فبا  یزیولوژی  سرم 

  سرم  از  استفاده با باکتری سوسپانسیون  سپس. شد وشوشست   استریل

(  ۹1۰1/2) فارلند تنظیممک ۷ شماره تراکم در فیزیولوژی استریل

استفاده از سرم فیزیولوژی استریل این تراکم به  با پس از آن گردید.

.  شد  رسانده  یرهعنوان محلول ذخ  به  لیتر،یلیدر م  یباکتر  ۹1۰  تراکم

 ( 111۰  یال  CFU/ml  ۵1۰)  محلول ذخیره  از  متوالی  هایسازیبا رقت

هفته ثبت دو  مدت  رقت روزانه و به هر تزریق داخل صفاقی، تلفات و

مغز و از    رای اطمینان از علل تلفاتب  یان،ماه  تلفاتپس از    گردید.

مورد تحقیق ماهیان  قدامی  .  داده شد  مجدد  باکتریایی  کشت  کلیه 

 . شد  گیریباکتری اندازه  Probit،  50LD  افزارنرم   از  استفاده  با  نهایتاً

تحقیق، ماهیان هر کدام از   ۶۰در پایان روز چالش باکتریایی:         

زنِده   باکتری  با  اینیهتیمارها    استرپتوکوکوس   و  استرپتوکوکوس 
کننده    اگالاکتیه ایجاد  دوز  )۵۰با  تلفات   %LD50به تزریق    (  روش 

روز ثبت   1۴مدت    داخل صفاقی، مورد چالش قرار گرفته و تلفات به

تلف   تازه  ماهیان  از  تلفات،  در  باکتری  نقش  از  اطمینان  برای  شد. 

ها    باکتری Reisolationشده، کشت از مغز و کلیه قدامی انجام شد و 

تلفات تجمعی   درصد و نهایتاً  شده  تلفات روزانه ثبت  گرفت. تعداد  انجام

 بین تیمارها مقایسه و نتایج با روش کاپلان میر آنالیز گردید. 

از ثبت دادهآنالیز آماری:          ابتدا به  پس  نرمال   ها،  سازی  منظور 

شد. سپس    اسمیرنف استفاده – کولموگورف و لون آماری  آزمون ها ازداده 

(  ANOVAبرای مقایسه کلی بین تیمارها از آزمون تجزیه واریانس )

معنی روند  بررسی  و  تیمارها  بین  میانگین  مقایسه  برای  از  و  داری 

چنین جهت رسم   استفاده شد. هم  SPSSافزار    آزمون دانکن تحت نرم

 استفاده گردید. در تمامی موارد نتایج بر  Excelافزار    نمودارها از نرم

 ( بیان شد. Mean±SEMاساس میانگین و خطای معیار میانگین )
         

 نتایج 
و           کنتراست  فاز  میکروسکوپ  با  نانو/میکروذرات  بررسی 

آلژینات  :  SEMالکترونی   ریزذرات  با  باکترین  ریزپوشانی  روش  در 

دهنده پوشش  نشان   SEM  و  میکروسکوپ فازکنتراست  تصاویر  کیتوزان،

گردد  می  مشاهده  تصاویر  در  کهطوریبود به  خوراکی  واکسن   مناسب   دهی

  خوبی انجام شده و ساختار پوشش آلژینات    پوشش دهی باکترین به

 (. 2و   1)شکل    خوبی قابل تشخیص است کیتوزان روی باکترین به

 
 برابر  ۱۵۰۰۰نمایی  : بزرگCبرابر،  ۵۰۰۰نمایی  : بزرگbبرابر،  ۲۰۰۰نمایی  : بزرگaکیتوزان، -های واکسنی تولید شده با آلژیناتاز ریزکپسول  SEM: تصاویر ۲شکل 

Figure 2: SEM images of vaccine microcapsules produced with alginate-chitosan, a: 2000x magnification, b: 5000x magnification, C: 15000x magnification 

 

 
 برابر ۴۰۰نمایی  : بزرگbبرابر،  ۱۰۰۰نمایی  : بزرگaکیتوزان، -:  تصویر میکروسکوپ نوری فاز کنتراست واکسن کپسوله شده با آلژینات۱شکل 

Figure 1: Phase contrast optical microscope image of the alginate-chitosan encapsulated vaccine, a: 1000x magnification, b: 400x 

magnification 
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  : بررسی اندازه ریزذرات با دستگاه پارتیکل سایز آنالایزر        
اندازه ذرات با استفاده از دستگاه   در بررسی باکترین کپسوله شده، 

آورده شده است.    3  که نتایج آن در شکل  آنالیز اندازه ذره ثبت گردید

قطر  همان میانگین  است  مشخص  تصویر  در  از    ۵۰طورکه  درصد 
میکرومتر    1۸/۸تا    ۷3/۰میکروسفرهای تشکیل شده بین از حدود  

 است. 

 
 (PSAکیتوزان )خروجی دستگاه -نتیجه سایز ذرات محصول ریزپوشانی شده با آلژینات   :۳شکل 

Figure 3: Particle size result of the alginate-chitosan microencapsulated product (output of the PSA device) 
 

میزان پتانسیل زتای ذرات واکسن  گیری پتانسیل زتا:    اندازه        
کلوئیدی ایجاد شده بر اساس نتایج آنالیز با دستگاه زتا انالایزر برابر  

ولت تعیین شد که در اطلاعات خروجی دستگاه و نمودار    میلی 2/۴۶
 (. ۴ترسیم شده توسط دستگاه زتا انالایزر مشخص است )شکل  

 
روش امولسیون خارجی با استفاده از آلژینات )با ویسکوزیته متوسط( و  ها به : پتانسیل زتای میکروکپسول ۴شکل 

 بود.  ۵/۳محلول آلژینات و کیتوزان  pHکیتوزان )با وزن مولکولی پایین(. 

Figure 4: Zeta potential of microcapsules by external emulsion method using alginate (with medium viscosity) and 

chitosan (with low molecular weight). The pH of the alginate and chitosan solution was 3.5 . 
 

  که در روش کار بیان شد، در روز صفر طورهمان تیتر پادتن:         
از ایمن) سازی،  یمن اپس از    ۶۰و    3۰طور روز  سازی( و همین   قبل 

هوشی ماهیان، از ورید    بادی سرم، پس از بیبررسی سطح آنتی  جهت

دمی   بهخونگساقه  آنتی  یری  عیار  نتایج  آمد.  محاسبه  عمل  با  بادی 
نمونه  نوری  نمونه جذب  ماهیان گروه ها در  های مختلف  های سرمی 

 خلاصه شده است.   ۵یرمستقیم در شکل  غوسیله الایزای   هب
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ها  کدام از گروه   هیچ  بادی ضداسترپتوکوکوس اینیه درعیار آنتی        

روز   در  کنترل  تیمار  به  معنینمونه  3۰نسبت  افزایش  داری  گیری، 

های مختلف  (. آنالیز آماری نشان داد بین گروه p> ۰۵/۰نشان نداد )

روز   در  آزمایش  ایمن  ۶۰مورد  از  آنتیپس  میزان  در  سازی،  بادی 

.  (p< ۰۵/۰داشت ) شاهد گروه  با دارییمعن افزایش  Iو   D، F، G هایگروه 

بادی، این افزایش    رغم افزایش نسبی عیار آنتی  ها علیدر سایر گروه

بادی ضد  عیار آنتی  دار نبود.  معنی  p<۰۵/۰از نظر آماری در سطح  

ها  کدام از گروه   در هیچ  داریمعنی  تفاوت  آگالاکتیه نیز استرپتوکوکوس

(.  p>۰۵/۰گیری نشان نداد )نمونه  3۰نسبت به تیمار کنترل در روز  

و   H  هایبادی در گروه سازی، میزان آنتیپس از ایمن  ۶۰اما در روز 

I    داری نسبت به گروه ی معنافزایش ( ۰۵/۰شاهد نشان داد>p .) 

تمام تیمارهای مورد مطالعه   در  کمپلمان فعالیتسرم:  کمپلمان       

داری نشان  معنی گیری اختلافنمونه  3۰در روز   کنترل نسبت به گروه

های مختلف مورد آزمایش در (. آنالیز آماری بین گروهp> ۰۵/۰نداد )

معنی داری را بین تیمارهای گروه   سازی، افزایشپس از ایمن   ۶۰روز  

G  ،H    وI  ( ۰۵/۰با گروه کنترل نشان داد>p  شکل( )A۶.)   

سرم:        روزهای    لایزوزیم  در  سرم  لایزوزیم   ۶۰و    3۰فعالیت 

داری نشان  معنی کنترل، افرایش  در تمام تیمارها نسبت به گیرینمونه 

 (. B۶( )شکل  p<۰۵/۰داد )

  Aهای جز گروه   ه تحقیق ب 3۰  در روز NBT  احیای  :NBT  احیای       

(. در روز  p< ۰۵/۰کنترل نشان داد )  داری نسبت بهمعنی ، افزایشBو 

(  p< ۰۵/۰مشاهده شد )  NBTدار  در تمام تیمارها افزایش معنی  ۶۰

   (. C۶)شکل  

بررسی نتایج  سطح پروتئین تام، گلوبولین و آلبومین سرم:         

و گلوبولین سرم در   آلبومین  تام،  پروتئین  مقایسه سطح  به  مربوط 

نمونه مرحله  در جدول  سه  روز    2گیری  در  است.   3۰آورده شده 

داری بین تیمارهای مورد تحقیق با نمونه    یگیری، اختلاف معننمونه

 ۶۰ترین میزان پروتئین در روز    (. بیشp>۰۵/۰کنترل دیده نشد )

تیمارهای  نمونه به  مربوط  کنترل    Iو    A  ،Hگیری  تیمار  با  که  بود 

آلبومین سرم، اختلاف    سطح  در  (. p< ۰۵/۰داشتند )  داریمعنی  اختلاف

گیری  نمونه 3۰  در روز  F  گروه   جز ه ب  کنترل  تمام تیمارها با   دار بین  یمعن

گیری،  نمونه ۶۰ روز  در  سرم  آلبومین  سطح  بالاترین  (.p< ۰۵/۰شد )  دیده

داری  معنی  اختلاف  کنترل  که با تیمار  بود Iو  G ،H  تیمارهای   مربوط به

گیری، دارای  نمونه  3۰در روز    سرم  گلوبولین  میزان  (. p< ۰۵/۰)  داشتند

ه  دار بین تمام تیمارهای مورد تحقیق با نمونه کنترل ب  یافزایش معن

  ۶۰(. بالاترین میزان گلوبولین سرم در روز p< ۰۵/۰بود ) Aجز گروه 

بود که با گروه کنترل   Iو  F  ،G ،H  گیری، مربوط به تیمارهای نمونه

   (.p< ۰۵/۰داری داشتند )اختلاف معنی

        

 
 گیری بین تیمارهای تحقیق ( در سه مرحله نمونه B( و  استرپتوکوکوس آگالاکتیه )Aعیار پادتن سرمی علیه استرپتوکوکوس اینیه ) : مقایسه۵شکل 

: تیمار ایمن شده D: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه،  S. agalactiae  ،C: تیمار ایمن شده با  S. iniae  ،B: تیمار ایمن شده با  Aدار.  دهنده تفاوت معنیمعیار نشان  حروف غیرهمنام روی ستون انحراف
ریزپوشانی   S. iniae: تیمار ایمن شده با  G: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه و باسیلوس سابتیلیس،  Fو باسیلوس سابتیلیس،    S. agalactiae: تیمار ایمن شده با  Eو باسیلوس سابتیلیس،    S. iniaeبا  

 . : تیمار شاهد Control: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس، Iریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس،  S. agalactiae: ایمن شده با  Hشده و باسیلوس سابتیلیس،  
Figure 5: Comparison of serum antibody titers against Streptococcus iniae (A) and Streptococcus agalactiae (B) at three sampling stages between the study 

treatments. Non-synonymous letters on the standard deviation column indicate significant differences. A: Treatment immunized with S. iniae, B: Treatment 

immunized with S. agalactiae, C: Treatment immunized with dual vaccine, D: Treatment immunized with S. iniae and Bacillus subtilis, E: Treatment immunized 

with S. agalactiae and Bacillus subtilis, F: Treatment immunized with dual vaccine and Bacillus subtilis, G: Treatment immunized with microencapsulated S. iniae 

and Bacillus subtilis, H: Immunized with microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, I: Treatment immunized with microencapsulated dual vaccine and 

Bacillus subtilis, Control: Control treatment . 
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 گیری بین تیمارهای تحقیق های ایمنی غیراختصاصی در سه مرحله نمونه: مقایسه نتایج برخی شاخص۲دول  ج
Table 2: Comparison of the results of some non-specific safety indicators in the three sampling stages between the research treatments 

 
 گیری بین تیمارهای تحقیق ( در سه مرحله نمونه C) NBT( و احیای B(، فعالیت لایزوزیم سرمی )A: مقایسه فعالیت کمپلمان سرم )۶شکل 

: تیمار ایمن شده  D: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه، S. agalactiae ،C: تیمار ایمن شده با S. iniae ،B: تیمار ایمن شده با Aداری. دهنده تفاوت معنیمعیار نشان حروف غیرهمنام روی ستون انحراف
ریزپوشانی    S. iniae: تیمار ایمن شده با  G: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه و باسیلوس سابتیلیس،  Fو باسیلواس سابتیلیس،    S. agalactiae: تیمار ایمن شده با  Eو باسیلوس سابتیلیس،    S. iniaeبا  

 : تیمار شاهد Control: تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس، Iریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس،  S. agalactiae: ایمن شده با  Hشده و باسیلوس سابتیلیس،  
Figure 6: Comparison of serum complement activity (A), serum lysozyme activity (B) and NBT reduction (C) at three sampling stages between the study 
treatments. Non-synonymous letters on the standard deviation column indicate significant differences. A: S. iniae immunized treatment, B: S. agalactiae immunized 
treatment, C: Dual vaccine immunized treatment, D: S. iniae and Bacillus subtilis immunized treatment, E: S. agalactiae and Bacillus subtilis immunized treatment, 
F: Dual vaccine immunized treatment and Bacillus subtilis immunized treatment, G: Microencapsulated S. iniae and Bacillus subtilis immunized treatment, H: 
Microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis immunized treatment, I: Microencapsulated dual vaccine immunized treatment and Bacillus subtilis immunized 
treatment, Control: Control treatment 

Globulin (g/dL) Albumin (g/dL) Total protein (g/dL) 
Treatments Time 

a۷۵/۰±1.46 a 0.27±1.15 a 0.14±2.9 0 Day 
bc 0.23±1.4 ab 30.2±0.5 ab 080.±2.2 Control 

30 Day 

d 77.0±1.26 bcd 70.±801. b 1.3±2.34 A 
ab 0.04±2.12 bcd 050.±061. a 400.±3.18 B 
a 0.11±2.26 cd 150.±0.76 ab 520.±3.03 C 
cab 90.0±1.92 bcd 050.±0.92 ab 050.±2.85 D 

cd 0.11±1.64 bcd 160.±0.98 ab 080.±2.62 E 
cd 50.2±581. a 050.±0.56 a 270.±3.14 F 

abc 0.1±81. bcd 400.±0.98 ab 130.±2.88 G 
cab 170.±1.8 d 110.±660. ab 250.±2.56 H 

bcd 080.±1.9 bc 180.±1.1 ab 250.±2.78 I 
b 280.±1.77 b 340.±0.9 b 20.±822. Control 

60 Day 

b 250.±271. a 90.6±1.52 a 0.6±232. A 
b 250.±521. ba 380.±1.28 ba 490.±.82 B 
b 270.±761. ab 480.±1.18 ab 340.±2.94 C 
b 190.±451. ab 280.±1.1 bc 370.±552. D 
b 350.±361. ab 410.±1.18 bc 240.±542. E 
ba 340.±581. a 40.±1.55 ba 30.±2.82 F 
ba 290.±861. a 150.±1.69 c 290.±172. G 
a 0.46±1.92 a 0.28±1.87 ab 0.27±3.3 H 

a 0.2±61.9 a 0.2±81.9 a 0.27±3.42 I 

 .S : تیمار ایمن شده باS. iniae  ،B: تیمار ایمن شده با  Aگیری با حروف کوچک لاتین متفاوت مشخص شده است.  در هر ستون و مرحله نمونه  ۰/ ۰۵دار در سطح  تفاوت معنی

agalactiae  ،C  ،تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه :D  تیمار ایمن شده با :S. iniae  سابتیلیس،    و باسیلوسE  تیمار ایمن شده با :S. agalactiae  سابتیلیس،    و باسیلوسF تیمار ایمن :
 ریزپوشانی شده و باسیلوس   S. agalactiaeایمن شده با  :  H،  سابتیلیس  ریزپوشانی شده و باسیلوس  S. iniae: تیمار ایمن شده با  Gسابتیلیس،    باسیلوسو  شده با واکسن دوگانه  

 : تیمار شاهد.Control، سابتیلیس : تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس I، سابتیلیس

Significant differences at the 0.05 level in each column and sampling stage are indicated by different lowercase Latin letters. A: Treatment immunized with S. iniae, B: 

Treatment immunized with S. agalactiae, C: Treatment immunized with dual vaccine, D: Treatment immunized with S. iniae and Bacillus subtilis, E: Treatment 

immunized with S. agalactiae and Bacillus subtilis, F: Treatment immunized with dual vaccine and Bacillus subtilis, G: Treatment immunized with microencapsulated S. 

iniae and Bacillus subtilis, H: Immunized with microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, I: Treatment immunized with microencapsulated dual vaccine and 

Bacillus subtilis, Control: Control treatment . 
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3۹ 

پارامترهای    سطح  مقایسه  به  مربوط  نتایج  بررسی  خونی:  های  شاخص       

آورده شده است. بر این   3جدول   گیری درخونی در سه مرحله نمونه

در تمام تیمارها    گیری  نمونه 3۰در روز    خون  هماتوکریت  اساس، میزان

(.  p<۰۵/۰داد )  نشان  کنترل  داری نسبت به  یمعن  ، افرایشBو  A  جز  هب

و   F  ،G  ،Hداری در تیمارهای    یگیری، افزایش معن  نمونه  ۶۰در روز  

I  به گروه کنترل  نسبت   ( ۰۵/۰مشاهده شد>p .)    در سطح هموگلوبین

داری    یگیری علارغم افزایش نسبی اما تفاوت معن  نمونه 3۰و در روز 

تحقیق، اختلاف   ۶۰در روز   (. اماp> ۰۵/۰)  مشاهده نشد  کنترل  با گروه

  (. p<۰۵/۰دار بین تمام تیمارها نسبت به کنترل مشاهده شد )  یمعن
،  ۶۰و  3۰  روزهای  گیرینمونه داد که در هر دو مرحله  ها نشانبررسی

)ایمن شده    Gهای سفید مربوط به تیمارهای  ترین تعداد گلبول  بیش

)ایمن شده با   H(، سابتیلیس باسیلوسریزپوشانی شده و  S. iniaeبا 

S. agalactiae و سابتیلیس  باسیلوسشده و  ریزپوشانی )I شده   )ایمن

( بوده که در سابتیلیس باسیلوسبا واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و 

   (.p< ۰۵/۰داری دیده نشد )های دیگر تفاوت معنیتیمار

 گیری بین تیمارهای تحقیق های خونی در سه مرحله نمونه نتایج شاخص : مقایسه۳جدول 
Table 3: Comparison of blood index results in three sampling stages between research treatments 

های رشد    شاخصنتایج مربوط به  بررسی  های رشد:    شاخص       

ترین نرخ ضریب    آمده است. کم  ۴آزمایش در جدول  این    اندر ماهی

 Iگیری مربوط به تیمار    ( در هر دو مرحله نمونهFCRتبدیل غذایی )

(  سابتیلیس باسیلوس)ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و 

ضریب    (. p< ۰۵/۰داری داشت )بود که با تیمار کنترل اختلاف معنی

ها  کدام از گروه در هیچ داری یمعن ، تفاوت3۰( در روز  SGR) ویژه رشد

تحقیق، افرایش   ۶۰(. اما در روز p> ۰۵/۰نداد )  نشان  نسبت به کنترل

کنترل مشاهده شد    نسبت به گروه Iو  G ،H  در تیمارهای داری  یمعن

(۰۵/۰>p .)  ( درصد افزایش وزنWGP  در روز )رغم افرایش    ی، عل3۰

را نسبت به گروه کنترل    داری  یمعنها اما اختلاف در تمام گروه   نسبی

  Iدر تیمار    داری  یمعن، افرایش  ۶۰(. اما در روز  p> ۰۵/۰نشان نداد )

 (. p<۰۵/۰نسبت به کنترل مشاهده شد )

تمام تیمارهای    باکتریایی چالش  به   مربوط   نتایج  باکتریایی: چالش       

  استرپتوکوکوس و   آگالاکتیه  استرپتوکوکوس زنده  باکتری  با  مطالعه  مورد
، تیمارهای تحقیق با ۶۰آورده شده است. در روز    ۷در شکل    اینیه

ایجادکننده باکتری  ۵۰  غلظت  تلفات    آگالاکتیه  استرپتوکوکوس% 

(CFU/ml  ۷1۰  ×۷/1  =۵۰LD  و )اینیه  استرپتوکوکوس  (CFU/ml 
۶1۰×3/1  =۵۰LDتزریق داخل صفاقی، چالش داده شدند.  روش ( به 

 

)3x10White blood cells ( Hemoglobin Hematocrit 
Treatments Time 

a 1.56±15.07 a 340.±6.2 a 750.±25.6 0 Day 
b 1.01±14.48 a 0.23±5.4 b 570.±25.6 Control  

 
30 Day 

b 1.56±15.64 a 34.0±6.15 b 1.52±26.6 A 
b 1.47±15.27 a 0.81±.37 b 1.52±62.3 B 

b 11.±15.86 a 1.79±7.6 ab 2.6±27.0 C 
b 891.±16.64 a 1.34±68.4 ab 570.±73.3 D 
b 1.02±16.32 a 0.83±7.43 ab 570.±72.6 E 
b 1.03±17.21 a 0.9±7.62 ba 670.±79.45 F 

a 1.1±18.76 a 1.12±7.94 a 2.8±82.7 G 
a 2.1±18.57 a 1.58±8.02 a .81±83.6 H 
a 32.±18.88 a 2.66±7.78 a 0.57±85.4 I 
b 1.03±15.63 a 4.7±5.7 b 6.4±5.65 Control  

 

 
60 Day 

b 911.±16.41 ab 091.±7.4 b .78±67.8 A 
b 1.43±16.12 ab 0.73±7.64 b 6.6±.336 B 
b 1.35±16.52 ab 3.8±8.44 b 3.4±.074 C 

b 41.±17.23 ab 911.±8.26 b 6.4±75.6 D 
b 1.3±8616. ab 0.91±7.65 b 2.8±77.3 E 
b 1.8±17.67 ab .032±6.71 ba 8.3±80.5 F 
a 91.±19.55 ab 611.±8.4 a 4.5±89.0 G 
a 31.±19.31 ab 1.17±8.8 a 4.2±91.2 H 
a 2.54±21.86 ab 1.95±8.7 a 49.±.692 I 

 .Sتیمار ایمن شده با  :S .iniae ،Bتیمار ایمن شده با  :Aگیری با حروف کوچک لاتین متفاوت مشخص شده است.  در هر ستون و مرحله نمونه۰/ ۰۵دار در سطح تفاوت معنی

agalactiae ،C :ایمن شده با واکسن دوگانه،  تیمارD :  تیمار ایمن شده باS. iniae  سابتیلیس باسیلوسو  ،E :  تیمار ایمن شده باS. agalactiae  باسیلوس سابتیلیسو ،F تیمار :

ریزپوشانی شده و    S. agalactiaeایمن شده با  :H،  سابتیلیس  باسیلوس ریزپوشانی شده و    S. iniaeتیمار ایمن شده با    : G،  سابتیلیس  باسیلوس  وایمن شده با واکسن دوگانه  

 تیمار شاهد  :Control، سابتیلیس باسیلوستیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و   : I، سابتیلیس باسیلوس

Significant differences at the 0.05 level in each column and sampling stage are indicated by different lowercase Latin letters. A: Treatment immunized with S. iniae, 

B: Treatment immunized with S. agalactiae, C: Treatment immunized with dual vaccine, D: Treatment immunized with S. iniae and Bacillus subtilis, E: Treatment 

immunized with S. agalactiae and Bacillus subtilis, F: Treatment immunized with dual vaccine and Bacillus subtilis, G: Treatment immunized with 

microencapsulated S. iniae and Bacillus subtilis, H: Immunized with microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, I: Treatment immunized with dual 

microencapsulated vaccine and Bacillus subtilis, Control: Control treatment 
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۴۰ 

 بین تیمارهای تحقیق  ۶۰و  ۳۰های رشد در روزهای نتایج شاخص : مقایسه۴جدول 
Table 4: Comparison of growth index results on days 30 and 60 between research treatments 

چالش با باکتری    تلفات در ترین میزان که کم  داد ها نشان بررسی        

)ایمن شده    G9مربوط به تیمارهای  ،  آگالاکتیه  استرپتوکوکوسزنده  

)تیمار   G10  و  (سابتیلیس  باسیلوسو   شده  ریزپوشانی S. agalactiaeبا 

  هر   (، سابتیلیس  باسیلوسشده و  ریزپوشانی  شده با واکسن دوگانه  ایمن

داری    معنی کاهش  %(1۰۰)  شاهد  که نسبت به تیمار بود% ۷/3۶ دو با

. در ادامه، مقایسه روند تلفات بعد از چالش  (p<۰۵/۰) را نشان دادند

  تلفات ترین میزان کم داد که اینیه نشان  زنده استرپتوکوکوس با باکتری

  ریزپوشانی شده   S. iniaeشده با   )تیمار ایمن  G8  تیمارهای  به  مربوط

و  سابتیلیس  باسیلوسو    )G10  ایمن واکسن  )تیمار  با  دوگانه    شده 

% بود که نسبت 3۰(، هردو با  سابتیلیس  باسیلوسریزپوشانی شده و  

 (.  p<۰۵/۰)  داری را نشان دادند %( کاهش معنی1۰۰به تیمار شاهد )

 

Weight gain % Specific growth rate Feed conversion ratio Treatments Time 
ba 1.1±7.1 a 30.±0.47 b 0.2±1.8 Control  

 
 

 
30 Day 

ba 2.3±9.2 a 400.±0.43 b 0.4±1.7 A 
ba 4.0±7.6 a 110.±49.0 b 0.8±1.5 B 
ba 2.4±8.3 a 070.±0.43 ab 0.5±1.01 C 
ba 1.5±7.3 a 060.±0.38 ab 0.37±1.36 D 
ba 1.5±7.1 a 12.0±0.42 ab .30±1.13 E 
ba 2.0±10.3 a 10.±0.42 ab 0.4±1.28 F 

ba 40.±8.2 a 160.±0.53 b 0.09±31.3 G 
ba 5.2±8.5 a 360.±0.54 ab 0.17±1.34 H 
a 1.8±12.5 a 270.±560. a 0.1±0.89 I 
a 6.2±12.1 a 20.0±0.58 a 0.09±681. Control  

 
 

 
60 Day 

a 1.7±14.2 a 10.±0.6 a 0.03±1.66 A 
a 2.7±16.2 a 10.±0.5 a 0.06±1.53 B 
a 2.3±14.5 a 80.0±0.34 ba 0.07±1.29 C 
a 1.5±13.6 a 20.0±0.27 b 0.03±1.04 D 
a 1.5±13.2 a 0.08±0.45 ba 0.08±1.25 E 
a 1.6±15.2 a 90.0±0.6 ba 0.04±1.13 F 
a 2.0±12.9 b 300.±0.84 ba 090.±.21 G 
a 7.8±12.8 b 30.±0.83 b 0.03±1.1 H 

ab 3.9±22.5 b 30.±850. b 0.02±0.76 I 

تیمار ایمن   :S. iniae  ،Bتیمار ایمن شده با    : Aگیری با حروف کوچک لاتین متفاوت مشخص شده است.  در هر ستون و مرحله نمونه  ۰/ ۰۵دار در سطح  تفاوت معنی
باسیلوس  و    S. agalactiaeتیمار ایمن شده با    :E،  باسیلوس سابتیلیسو    S. iniaeتیمار ایمن شده با    :Dایمن شده با واکسن دوگانه،    : تیمارS. agalactiae  ،Cشده با  

با واکسن دوگانه    : F،  سابتیلیس با  : Hباسیلوس سابتیلیس،  ریزپوشانی شده و    S. iniaeتیمار ایمن شده با    : G،  و باسیلوس سابتیلیستیمار ایمن شده   .S ایمن شده 

agalactiae  باسیلوس سابتیلیسریزپوشانی شده و ،I:  باسیلوس سابتیلیس، تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده وControl:  تیمار شاهد 
Significant differences at the 0.05 level in each column and sampling stage are indicated by different lowercase Latin letters. A: Treatment immunized with S. 

iniae, B: Treatment immunized with S. agalactiae, C: Treatment immunized with dual vaccine, D: Treatment immunized with S. iniae and Bacillus subtilis, E: 

Treatment immunized with S. agalactiae and Bacillus subtilis, F: Treatment immunized with dual vaccine and Bacillus subtilis, G: Treatment immunized with 

microencapsulated S. iniae and Bacillus subtilis, H: Immunized with microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, I: Treatment immunized with dual 

microencapsulated vaccine and Bacillus subtilis, Control: Control treatment 
  

  
 ( بین تیمارهای تحقیق B( و استرپتوکوکوس اینیه )A: مقایسه روند تلفات بعد از چالش با باکتری استرپتوکوکوس آگالاکتیه )۷شکل 

G1  ،تیمار شاهد :G2 تیمار ایمن شده با :S. iniae  ،G3 تیمار ایمن شده با :S. agalactiae  ،G4  ،تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه :G5 تیمار ایمن شده با :S. iniae   ،و باسیلوس سابتیلیسG6  تیمار ایمن شده :
باسیلوس سابتیلیس،    S. agalactiaeبا   باسیلوس سابتیلیس،  G7و  و  دوگانه  واکسن  با  ایمن شده  تیمار   :G8  با ایمن شده  تیمار   :S. iniae    ،باسیلوس سابتیلیس و  با  G9ریزپوشانی شده  ایمن شده   :S. 

agalactiae   ،ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیسG10تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و باسیلوس سابتیلیس : 
Figure 7: Comparison of mortality trends after challenge with Streptococcus agalactiae (A) and Streptococcus inieae (B) between the study treatments 

G1: Control treatment, G2: Immunized with S. iniae, G3: Immunized with S. agalactiae, G4: Immunized with dual vaccine, G5: Immunized with S. iniae and Bacillus subtilis, G6: Immunized 

with S. agalactiae and Bacillus subtilis, G7: Immunized with dual vaccine and Bacillus subtilis, G8: Immunized with microencapsulated S. iniae and Bacillus subtilis, G9: Immunized with 

microencapsulated S. agalactiae and Bacillus subtilis, G10: Immunized with dual microencapsulated vaccine and Bacillus subtilis 
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۴1 

 بحث 
ترکیبات   کارگیریبه و واکسیناسیون طریق از ایمنی سیستم تقویت        

ضدباکتریایی دارند نسبت    خاصیت  که  هاپروبیوتیک نظیر  محرک ایمنی

صرفه  و مقرون به که پرهزینه شیمیایی و ترکیبات تراپی بیوتیکبه آنتی

هستند.   برخوردار  بالایی  اهمیت  از  نیستند    ون یناسیواکساقتصادی 

یان  در ماه  یساسترپتوکوکوز  بیماری  کنترل  یبرا  نهیگز  نیترمناسب

( ز(.  3۸است  است که   یاز مطالعات کاربرد  یادیتعداد  داده  نشان 

تواناکیوتیپروب تنها  نه  ب  یریجلوگ  ییها  بهبود    در  بلکه  یمار یاز 

ن  یپارامترها بازده خوراک و عملکرد رشد    هستند  دیمف  زیپرورش، 

 روز  ۶۰  مدت  به  که  ییمارهایت  در   که  شد  هدید  مطالعه  نیا  در  .(2۶)

 بود  شده   استفاده  سابتیلیس  باسیلوسپروبیوتیک    یحاو  یغذا   از

  ی فاکتورها  نظر  از  بود  یافزودن  نیا  فاقد  که  کنترل  گروه  به  نسبت

و همکاران،  Bagheri .  بودند  یبهتر   یهاشاخص   یدارا   ایمنی و رشد

م  تیوضع ماهیبقا  زانیرشد،  جمع  ء  نوزادان    یکروبیم  تیو  روده 

  ی تجار کیوتیپروب  یحاو   هاآن  ییغذا  میکمان را که رژ   نیرنگ یآلاقزل 

Bacillus spp  ارز  یبررس  ،بود در  مآن   یابیکردند.    ت یجمع  زانیها 

استفاده کرده بودند    کیوتیکه از پروب  ییمارهایروده تدر    ییایباکتر

  دست به  (کیوتیکنترل )فاقد پروب  مار یاز ت  تر  شیب  یداریطور معنبه

  بیوتیک   سین  از  استفاده  تأثیر  ایی  مطالعه  در  چنین  (. هم3)  بود  آمده

  لاکتوباسیلوس   همراه به  الیگوساکارید مانان و بتاگلوکان مختلف سطوح با

 Ciprinus)  کپورمعمولی  ماهی  گوارشی  های آنزیم  برخی  فعالیت  بر  کازئی

carpio  )مختلف  سطوح  داد،  نشان  مطالعه  این  نتایج.  گردید  بررسی  

  افزایش  بر  بالایی تأثیرگذاری قابلیت بیوتیک، سین  ترکیب  در  ایمونوژن

  افزایش   و  پروبیوتیکی  جایگزینی  لحاظ  به  گوارش  دستگاه  کارایی

واکسن  (.23)  دارد  گوارشی  های  آنزیم  فعالیت معایب  از  های    یکی 

خوراکی، تغییر ماهیت واکسن در شرایط معده و روده ماهی قبل از  

است. پلیمری طبیعی    جذب  مواد  از  استفاده  با  دارورسانی  سیستم 

اخیراً  قابل آلژینات  و  کیتوزان  میکروذرات  و  نانوذرات  مثل  تجزیه 

ژن واکسن به اندام هدف و  عنوان روشی مناسب برای رساندن آنتیبه

(. در  2کار رفته است )زایی و اثرات ادجوانی واکسن بهافزایش ایمنی

  استرپتوکوکوس باکترین دو گانه   میزآ  موفقیت  ریزپوشانی  جاری  تحقیق
های فاز    با آلژینات و کیتوزان انجام شد که عکس  اینیه   و  اگالاکتیه

اندازه و  الکترونی  میکروسکوپ  و  دستگاه    کنتراست  با  ذرات  گیری 

کارایی  طرفی  از  نمود.  تایید  را  ذرات  این  تشکیل  سایزر،  پارتیکل 

قابل قبول بود. تجویز موفق   ملاًدرصد، کا  ۸۷ریزپوشانی نیز با میزان 

مواد بایو اکتیوو با استفاده از تکنیک ریزپوشانی با نانوذرات آلژینات  

( است  شده  گزارش  غذا  آن22در  پوشش  (.  کردند  اشاره  دهی    ها 

آلژینات و خارج شدن   باز شدن  با یک ماده دیگر که مانع  آلژینات 

جاری ما از پوشش    که در تحقیق  باکتری واکسنی شود، ضروری است

علاوه    مضاعف کیتوزان برای جلوگیری از این مشکل استفاده کردیم.

سازی    های تهیه شده با آلژینات و کیتوزان، به ایمنبر مرور واکسن

ژن تا انتهای    نتیآخوراکی موش با آلبومین گاوی پرداختند و حفظ  

درصد   ۶۰ژن را    ها کارایی ریزپوشانی آنتی  روده را گزارش کردند. آن

ها اندازه    آن  چنین  نمودند. هم  ولت گزارش  میلی 2/۴۵زتا را   و پتانسیل

حدود   واکسن  1۰۰۰ذرات  برای  را  میکرومتر(  )یک  های  نانومتر 

میلی   ۴۴خوراکی گزارش کردند. در تحقیق جاری نیز پتانسیل حدد  

درصد گزارش شد که بازده و کارایی    ۸۷ولت و کاراریی ریزپوشانی  

هاست. در ادامه، اثر مثبت پروبیوتیک و    بهتری نسبت به تحقیق آن

های ایمنی غیر   ریزپوشانی باکترین مورد بررسی قرار گرفت. شاخص

، فعالیت لایزوزیم سرم، میزان آلبومین  NBTشامل احیای    اختصاصی

باکتر  واسطه  و گلوبولین سرم،  به از  ریزپوشانی شده به    نیاستفاده 

ریزپوشانی شده    S. iniaeدر تیمارهای ایمن شده با   کیوتی پروب  همراه

  باسیلوس ریزپوشانی شده و    S. agalactiae،  سابتیلیس  باسیلوسو  
و    سابتیلیس شده  ریزپوشانی  دوگانه  واکسن  با  شده  ایمن  تیمار  و 

شاهد افزایش    داری نسبت به تیمار  طور معنی  هب، سابتیلیس باسیلوس

  را   اولیگونوکلئید  (. در تحقیقی مشابه،p<۰۵/۰فعالیت نشان دادند )

  را   معمولی  کپور  ماهی  و  کرده  ریزپوشانی  PLGA  صنعتی  نانوذرات  با

 میلو  تر  بیش  فعالیت  هاآن.  نمودند  واکسینه  خوراکی  صورتبه  آن  با

  سایر  به  نسبت  شده  ریزپوشانی  تیمار  در  سرم  لایزوزیم  و  پراکسیداز

)  گزارش  را  تیمارها از  3۶کردند  و گلوبولین یکی  پروتئین  میزان   .)

که تحت تأثیر پاسخ ایمنی ماهی    های بیوشیمیایی سرم استشاخص

و گلوبولین    پروتئین  میزان  ترین  مطالعه، بیش  (. در این۷گیرد )قرار می

و   شده  ریزپوشانی  دوگانه  واکسن  با  شده  ایمن  تیمار    باسیلوس در 
مشابه، افزایش میزان گلوبولین    تحقیقی  گردید. در  مشاهده  سابتیلیس

ب ماهی  در  را  ریزپوشانی شده    هسرم  واکسن  با  واکسیناسیون  دنبال 

آئروموناس هیدروفیلا گرزارش کردند، هر چند این افزایش همراه با  

تواند در اثر   (. این افزایش می۴افزایش محافظت عملی واکسن نبود )

  ضد   پپتیدهای  چون  هم  غیراختصاصی  ایمنی  هایپروتئین  افزایش 

های  بادیهای کمپلمان، لیزوزیم، پروتئازها و آنتیمیکروبی، پروتئین

ترین فعالیت    نتایج این تحقیق نشان داد که بیش (.13طبیعی باشد )

دادن فعالیت   که شاخصی برای نشان (NBT) احیای نیتروبلوتترازولیوم

و هم در روز    3۰های ماهی است، هم در روز  خواری لکوسیتبیگانه 

باسیلوس    ۶۰ و  شده  ریزپوشانی  دوگانه  خوارکی  واکسن  تیمار  در 

ب که  گردید  مشاهده  معنی  هسابتیلیس  کنترل   طور  به  نسبت  داری 

دهنده بهبود ایمنی ذاتی ماهی    افرایش نشان داد. این موضوع، نشان

در ارزیابی مواد حد   NBTواکسینه شده به این روش است. از احیای 

های  سلول  در  تنفسی  خواری و انفجارشده در مراحل بیگانه   تولید  واسط
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  NBT(. در این تحقیق افزایش احیای ۵شود )  خوار استفاده میبیگانه 

خوار سیستم  های بیگانه سلول  تعداد و فعالیت  دلیل افزایش  تواند بهمی

دلیل اثرات اپسونین   خواری یا بهماهی باشد. این افزایش بیگانه  دفاعی

ویژه پپتیدهای ضدمیکروبی،  های ایمنی، بهساکارید، پروتئینلیپوپلی

دلیل تأثیر بر روند    ها ایجاد شده و یا بهاجزای کمپلمان و نیز پادتن

کشتن داخل سلولی وابسته به اکسیژن   خواری و تحریک فرایندبیگانه

سلول بیگانه در  رادیکالهای  افزایش  آن  نتیجه  که  است؛  های  خوار 

تر نیتروبلوتترازولیوم    ها و نهایتاً احیای بیش آزاد اکسیژن در لکوسیت

است  بوده  نوری  افزایش جذب  فعالیت کمپلمان سرم،    .و  ادامه،  در 

 3۰تحت تاثیر ایمن سازی با تیمارهای مختلف قرار گرفت و در روز  

معنینمونه افزایش  بین  گیری  آماری  آنالیز  اما  نشد.  مشاهده  داری 

سازی، افزایش  پس از ایمن  ۶۰آزمایش در روز  مختلف مورد هایگروه 

ریزپوشانی شده و   S. iniaeداری را بین تیمارهای ایمن شده با   معنی

ریزپوشانی شده و    S. agalactiaeایمن شده با  ،  سابتیلیس  باسیلوس

و تیمار ایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی  ،  سابتیلیس  باسیلوس

رسد    نظر می  با گروه کنترل نشان داد. به  سابتیلیس  باسیلوسشده و  

ژن و یا مدت    ا میزان بالاتر آنتیاین شاخص ایمنی غیراختصاصی ب

در تحقیق   دهد. می فعالیت را نشان بهبود ژن نتیآتر مجاورت با   طولانی

آنتی اینیه در روز    جاری عیار  استرپتوکوکوس  از    ۶۰بادی ضد  پس 

،  سابتیلیس  باسیلوسو    S. iniaeشده با   ایمن  تیمارهای  در  سازی،ایمن

دوگانه   واکسن  با  شده  با سابتیلیس  باسیلوس  وایمن  شده  ایمن   ، 

S. iniae    تیمار ایمن شده با    و  سابتیلیس  باسیلوسریزپوشانی شده و

داری  یمعن افزایش ،سابتیلیس  باسیلوس و  شده  ریزپوشانی  دوگانه  واکسن

رغم    علی  در تیمارهای بدون ریزپوشانی  (.p<۰/ ۰۵)  داشت  شاهد گروه   با

دار نبود   آماری معنیبادی این افزایش از نظر   نتیآافزایش نسبی عیار  

(۰۵/۰<p  در تحقیقی مشابه، افزایش عیار .)بادی در ماهی قزل    نتیآ

روش خوراکی با استرپتوکوکوس اینیه ریزپوشانی    لای ایمن شده بهآ

کارایی واکسن    ها بهبود  آن  شده است.   گزارش  و کیتوزان آلژینات  شده با

  (. 12درصد گزارش نمودند ) ۷۰خوراکی با استفاده از این روش را تا  

آگالاکتیه    ضداسترپتوکوکوس  بادی  نتیآ  عیار  افزایش  دیگری،  تحقیق  در

تزریقی علیه این باکتری    تیلاپیای قرمز بعد از واکسیناسیون  در ماهی

در مورد تاثیر واکسن خوراکی محافظت   (. ولی1۵گزارش شده است )

این پژوهش،   در  محدود است.  و  کم  نسبتاً  گزارشات  بادی  نتیآ  عیار  بر  شده

آنتی واکسیناسیون    عیار  از  بعد  آگالاکتیه  ضداسترپتوکوکوس  بادی 

اندازه  رحله نمونهخوراکی در سه م   گیری شد که میزان آنتی  گیری 

 .Sسازی و در تیمارهای ایمن شده با    پس از ایمن  ۶۰بادی در روز  

agalactiae شده    و تیمار ایمن  سابتیلیس باسیلوسشده و   ریزپوشانی

و   شده  ریزپوشانی  دوگانه  واکسن  افزایش  ،  سابتیلیس  باسیلوسبا 

گروه یمعن به  نسبت  ) داری  داد  نشان  توجیه  p< ۰۵/۰شاهد  در   .)

توان به    روش خوراکی، می  دنبال ایمن سازی به  هافزایش عیار پادتن ب

با   مرتبط  لنفاوی  بافت  نمود.  اشاره  آبزیان  در  مخاطی  ایمنی  نقش 

استخوانی ساختار تخصص   دستگاه گوارش ماهیان  مانند  یافتهدر  ای 

های ایمنی مخاطی از جمله ماکروفاژها،  ندارند ولی سلول   لنفاوی  غدد

ها در بافت پوششی پراکنده  ها و پلاسماسلها، گرانولوسیتلنفوسیت 

نقش مهمی در سیستم دفاعی سطح مخاطی  شده  زیر مخاط  اند و 

می  ایفا  گوارش  لنفوسیتدستگاه  به کند.  پوششی  بافت  درون    های 

قابل  نقش  لنفاوی دستگاه گوارش  بافت  از  توجهی در  عنوان بخشی 

نتایج این تحقیق   (.1۹های خارجی درون لومن دارند )ژنبرابر آنتی

خوراکی   واکسن  تجویز  که  داد  و   اگلالاکتیه  استرپتوکوکوسنشان 

  شده با ریزذرات آلژینات /کیتوزان به   ریزپوشانی اینیه استرپتوکوکوس

دار    تیلاپیا بهبود معنی  ماهی  در سابتیلیس   باسیلوس مراه پروبیوتیکه

که در چالش با باکتری    طوری  هکارایی واکسن را باعث شده است، ب 

  S. agalactiae  شده با ، تیمارهای ایمنآگالاکتیه  استرپتوکوکوسزنده 

و تیمار ایمن شده با واکسن    سابتیلیس  باسیلوسریزپوشانی شده و  

، هردو با تلفات جمعی سابتیلیس باسیلوسدوگانه ریزپوشانی شده و 

، تیمارهای  اینیه  استرپتوکوکوس% و در چالش با باکتری زنده  ۷/3۶

و تیمار   سابتیلیس  باسیلوسریزپوشانی شده و    S. iniaeایمن شده با  

  سابتیلیس  باسیلوسایمن شده با واکسن دوگانه ریزپوشانی شده و  

با   )3۰هردو  شاهد  تیمار  به  نسبت  معنی%1۰۰  را    %( کاهش  داری 

(. تحقیقات پیشین نشان داده است که استفاده  p< ۰۵/۰)  دادند  نشان

در ماهی تیلاپیا    اگالاکتیه  اینیه و  استرپتوکوکوساز واکسن دوگانه  

نظر    (. به3۴منجر به ایمنی متقاطع بین این دو باکتری شده است )

رسد یافته مهم تحقیق جاری محافظت قابل قبول ایمنی حدود    می

ریزپوشانی شده    با واکسن  خوراکی روش  شده به  تیمارهای ایمن  در  ۷۰%

  های باکتری   تأثیر  مقایسه  ای،  مطالعه در  است. سابتیلیس باسیلوسو  

  لاکتوباسیلوس   و  پنتوسوس  لاکتوباسیلوس  پروبیوتیکی  توان  دارای

  آلای قزل   ماهی در  گوارشی  هایآنزیم فعالیت و رشد  میزان بر پلنتاروم

 هاییماهی  و  گرفت  صورت(  Oncorhynchus mykiss)  کمان  رنگین

  داری معنی  افزایش  بودند،  پروبیوتیک  دارای  خود  غذایی  رژیم   در   که

  وزن   افزایش درصد  و  پروتئین  کارآیی  میزان  ویژه، رشد  میزان  نظر  از

بهبود    (.2۷)  دادند  نشان  شاهد  گروه  به  نسبت جاری  تحقیق  در 

تیلاپیا با انواع مختلف    ماهی  تاثیر واکسیناسیون  تحت   رشد  های  شاخص

تمام   و  گرفتند  قرار  شده،  ریزپوشانی  بدون  و  ریزپوشانی  واکسن 

های رشد مورد ارزیابی در تیمار واکسینه با واکسن خوراکی    شاخص

پروبوتیک   با  همراه  /کیتوزان  آلژینات  با  شده    باسیلوس ریزپوشانی 
داری نسبت به تیمار شاهد بهبود یافته بود.    طور معنی  به  سابتیلیس

های خونی،میزان هماتوکریت، هموگلوبین    چنین، در بین شاخص  هم

داری بین تیمارهای تحقیق    های سفید، تفاوت معنی  و تعداد گلبول
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(.  p<۰۵/۰شد ) مشاهده گیری  مختلف نمونه  در مراحل   به کنترل  نسبت

فعالیت گلبول  نآاز   و  تعداد  تاثیر  ایمنی تحت  افزایش  های  جا که 

  های سفید خونی احتمالاً باشد، افزایش تعداد گلبول  سفید خونی می

بهبود   و  باکتریایی  چالش  از  بعد  بازماندگی  بهبود  عوامل  از  یکی 

است. شاخص  باکتریال  آنتی  پپتیدهای  و  لایزوزیم  مثل  خونی    های 

های سفید خونی بین    در این پژوهش، مقایسه شمارش تعداد گلبول

سفید خونی   های  گلبول  ترین تعداد  که بیش  داد   تحقیق نشان  تیمارهای

، مربوط به تیمارهای  ۶۰و    3۰گیری روزهای  در هر دو مرحله نمونه

، ایمن  سابتیلیس  باسیلوسریزپوشانی شده و    S. iniaeایمن شده با  

و تیمار   سابتیلیس باسیلوسشده و   ریزپوشانی S. agalactiaeشده با 

بوده   سابتیلیس  باسیلوسو  شده دوگانه ریزپوشانی  شده با واکسن  ایمن

تیمار در  معنی که  تفاوت  دیگر  )های  نشد  دیده  در  p<۰۵/۰داری   .)

  سازی ماهی   دنبال ایمن   ه های خونی ب  شاخص   متعددی بهبود  مطالعات

پژوهش، اثر    این  در  (.۸شده است )  گزارش  های ایمنی  تجویز محرک  و

  های خوراکی   مثبت پروبیوتیک و ریزپوشانی باکتری بر تجویز واکسن

(،  سابتیلیس باسیلوس و شده ریزپوشانی S. iniae با شده )ایمن G های گروه

H ایمن(   شده باS. agalactiae  سابتیلیس باسیلوس   و   شده  ریزپوشانی  )

(  سابتیلیس  باسیلوس و  شده  ریزپوشانی  دوگانه  شده با واکسن  )ایمن Iو 

متقاطع    ایمنی  یک  ،I  گروه  در  و  شد  مشاهده با  ۷۰زایی  چالش  در   %

چاش با   % را در3/۶3زایی   و ایمنی  اینیه  استرپتوکوکوسباکتری زنده  

زنده   مراقبت    1۴طول    در  آگالاکتیه  استرپتوکوکوسباکتری  روز 

از این روش برای    ایجاد کرد که با انجام مطالعات تکمیلی می توان 

 تزریقی استفاده کرد.  جایگزین روش عنوان سازی ماهی تیلاپیا به ایمن
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