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خلاصه
هاي ژنهاي واکسیناسیون در آبزیان دارند، ولی به دلیل تخریب آنتیهاي خوراکی مزایاي زیادي نسبت به سایر روشهرچند واکسن

در سیستم  اخیراًکیتوزان . زیادي نداشته استيها در سیستم لمفوئید روده، این روش توسعهژنواکسنی در روده و جذب کم این آنتی
اثر این از کنترل کیفی، پس و میگو استحصال شده  يکیتوزان از پوستهنانودر این تحقیق . تجویز خوراکی داروها کاربرد یافته است
قطعه ماهی کپور  360. در ماهی کپور معمولی ارزیابی گردید آئروموناس هیدروفیلاواکسنماده به عنوان ادجوان خوراکی به همراه 

و  آئروموناس هیدروفیلاخوراکی  واکسنتیمار اول و دوم به ترتیب با . گروه در سه تکرار تقسیم شدند 4به ) گرم 5/46±67/4(معمولی 
فقط خوراك معمولی  4خوراك حاوي نانوکیتوزان دریافت نمود و تیمار  3خوراکی به همراه نانوکیتوزان ایمن شدند، تیمار  واکسن

 40، 25ها در روزهاي از ماهی. انجام گرفت 25تا  20و  5تا 1در روزهاي  )واکسن خوراکی(هاي تجربیا خوراكتغذیه ب. دریافت کرد
 ،IgMمیزان  کشی سرم،بادي، فعالیت لایزوزیم سرم، قدرت باکتريهاي ایمنی شامل عیار آنتیگیري انجام شده و برخی پاسخخون 55و 

هاي هر تیمار گیري ماهینمونه يخرین مرحلهبعد از آ. تیمارها مقایسه گردید بین) NBT(فعالیت کمپلمان و فعالیت نیتروبلوتترازولیوم 
هاي ایمنی غیر اختصاصی در بین تیمارها برخی شاخصنتایج نشان داد. چالش داده شدند ئروموناس هیدروفیلازاي آبا باکتري بیماري

+ واکسن(2در تیمار  IgMن او میز NBTکشی سرم، ، قدرت باکتريفعالیت لایزوزیم کهطوريه داري داشته است، بیبهبود معن
و تیمار سه )واکسن(در تیمار یک ). >05/0P(داري نسبت به کنترل نشان دادگیري افزایش معنیدر هر سه مرحله نمونه) نانوکیتوزان

بادي ضد نتیآ تیتر.)<05/0P(داري نشان نداد فعالیت کمپلمان در بین تیمارها تفاوت معنی. افزایش نسبی مشاهده شد )نانوکیتوزان(
).>05/0P(داري نسبت به تیمار کنترل داشتافزایش معنی 2و  1گیري در تیمارهاي اول و دوم نمونه يدر مرحله آئروموناس هیدروفیلا

لذا ). <05/0P(و نانوکیتوزان قرار نگرفت  آئروموناس هیدروفیلاواکسنها با سازي خوراکی ماهیثیر ایمنأتلفات بعد از چالش تحت ت
هر چند  به همراه نانوکیتوزان ئروموناس هیدروفیلاآسازي خوراکی ماهی کپور معمولی با واکسن خوراکی توان نتیجه گرفت که ایمنمی

بادي عیار آنتی شود، ولی در میزان محافظت ماهی وماهی کپور معمولی را باعث می هاي ایمنی غیر اختصاصیبهبود برخی شاخص
.داري نداردثیر معنیأسرمی ضد آئرموناس هیدروفیلا  ت

پاسخ ایمنیخوراکی، نانوکیتوزان،  واکسن، آئروموناس هیدروفیلاواکسنکپور معمولی،:کلمات کلیدي

مقدمه
پروري از اهداف اصلی آبزيپروري افزایش تراکم در آبزي.

بوده، ولی همزمان با بالارفتن تراکم ماهی، افزایش شیوع 
ها و بیوتیکاستفاده از آنتی. ها گریزناپذیر استبیماري

هاي ها، یکی از روشسموم شیمیایی براي درمان بیماري

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازدانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده *1
دانشگاه شهید چمران اهواز ،ي دامپزشکی، دانشکدهايحرفهدکتراي  يآموختهدانش2
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازدانشیار گروه علوم درمانگاهی، دانشکده 3
دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازي دانشیار گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده 4

Harikrishnan(هاست سنتی و معمول مبارزه با بیماري et 

al. 2010, Raa et al. 1992( به حذف دیشد لیتما، ولی
 جادیبالا، ا ينهیعلت هزهب يپروريآبزدر هاکیوتیبیآنت
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منش و همکاران مجتبی علیشاهی، مانا سعیدي

1395، بهار 1مجله دامپزشکی ایران، دوره دوازدهم، شماره 54

، باعث زیتجو ییگوشت و مشکلات اجرا تیفیآوردن ک
ه ب یمنیا يهامحركها و استفاده از واکسنکه شده است
مورد  شتریب ی،کیوتیبیآنتي درمان برا ینیگزیعنوان جا

Harikrishnan(قرار گیرند توجه  et al. 2012.(
دلیل هاي خوراکی در آبزیان، بهاستفاده از واکسن

سهولت تجویز، هزینه و استرس کم تجویز و امکان 
زندگی ماهی، مزیت بالایی هاي مختلف استفاده در دوره

ترین د، ولی مهمنهاي تجویز دارنسبت به سایر روش
یکی از . باشدها میمشکل این روش، کارایی کم واکسن

ژن در دلایل اصلی کارایی پایین این روش، تخریب آنتی
باشدگوارش، قبل از جذب شدن در روده می يلوله

)Azad et al. 2000(که قابلیت  ، لذا استفاده از موادي
گوارش تا قبل از جذب  يژن در فضاي لولهمحافظت آنتی

هاي خوراکی را داشته باشند، به افزایش کارایی واکسن
هاي موادي که به عنوان ادجوان واکسن. کندکمک می

ژن و هم آنتی يشوند، هم در عرضهخوراکی مصرف می
گوارش نقش ایفا  يلوله يژن در محوطهدر محافظت آنتی

Bowman(نمایندمی et al. 2006 .(
-کیتوزان از مشتقات کیتین بوده و با فرآیند د

Abdou(آیداستیلاسیون کیتین به دست می et al. 2008( .
ثر است ؤوزان متهاي کیتولید و ویژگیچندین پارامتر در

که عبارتند از منبع پوسته، تیمار حرارتی، مدت زمان 
اعمال حرارت، شرایط پیش تیمار و غلظت و میزان اسید 

لاسیون ی، که همگی در میزان داستشدهاستفاده يو قلیا
.ثیر گذارندأکیتوزان و کیفیت آن ت

هاي خاص، از جمله تحریک به علت ویژگیکیتوزان 
ایمنی، مقاومت در برابر شرایط معده و نقش مناسب 

محافظتی بالا در صنایع غذایی، توانایی استفاده به عنوان 
 Alishahi(ادجوان واکسن خوارکی در ماهی را داراست 

et al. 2014, Azad et al. استخراج کیتین و ).2000
ي میگو در کشورهاي مختلفی که داراي کیتوزان از پوسته

زیرا این  . باشند، معمول استمی صنعت میگوپروري
میزان تولید .باشدعمل داراي توجیه اقتصادي بالایی می

که حدود  بیش از ده هزار تن بوده است 92میگو در سال 

درصد آن ضایعات بوده و در صورت ورود به محیط  35
 فرآوريگردند، لذا زیست به عنوان آلاینده محسوب می

به کیتین و کیتوزان نوعی بازیافت  و تبدیل آن این ماده
استفاده از .گرددي محیط زیست محسوب میمواد آلاینده

اي یافتهاخیر جایگاه ویژه ينانوذرات در تحقیقات دهه
اجزاي مواد بیولوژیک در  يکوچک نمودن اندازه. ستا

اي افزایش صورت فزایندهه ها را بحد نانو، توان زیستی آن
اثر در مورد مواد بیولوژیک پلی مري مثل دهد که این می

و در بعضی تحقیقات  توجه استکیتین و کیتوزان قابل
دار اثر ذرات در حد نانو افزایش معنی يکاهش اندازه
Bar-Ilan(ها را باعث شده است بیولوژیک آن 2009, 

Sharifzadeh et al. 2012(.
مواد  يکنندهاستفاده از نانوکیتوزان به عنوان محافظت

Alishahi(در شرایط معده ماهی  Cمغذي مثل ویتامین  and 

Aider باکتریال در محافظت و تشدید اثرات آنتی ،)2012
هايو محافظت از واکسن) Li et al. 2012(مواد غذایی 

DNA خوراکی  تجویز هاي نوترکیب در روشو پروتئین
)Kumar et al. 2008, Sonia and Sharma اخیراً ) 2011

رغم تحقیقات نسبتاً زیاد روي علی. رایج شده است
گرم، در مورد استفاده از نانوکیتوزان در حیوانات خون

امکان استفاده از نانوکیتوزان به عنوان ادجوان خوراکی در 
ماهی گزارشی یافت نشد، لذا در این تحقیق تأثیر استفاده 

غیراختصاصی و هاي ایمنی برخی پاسخ از نانوکیتوزان بر
ئروموناسآ، و کارایی واکسن خوراکی اختصاصی
.در ماهی کپور معمولی بررسی گردید هیدروفیلا

مواد و روش کار 
از آوري شده هاي جمعپوستهاز  استخراج کیتینبراي 

 يمیگوي پاسفید غربی پرورش داده شده در منطقه
با آب تمیز ها ابتدا پوسته .آبادان استفاده گردید يبدهوئچ

گراد خشک و سانتی يدرجه 50شسته و در آون با دماي 
و  زداییسپس به منظور کانی. سپس در هاون خرد شدند

اسیدکلریدریک میگو از  يحذف مواد معدنی از پوسته
سپس با .گردیددر دو مرحله استفاده  نرمال 25/0
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گردید رسانده شده و در آون خشک  7به حد  pHشستشو 
ها حذف با استفاده از محلول سود یک نرمال پروتئین نهایتاً

درجه انجام شد 96و رنگبري کیتین حاصل با اتانول 
)Abdou et al. 2008, Rodde et al. 2008(.

استیله کردن کیتین و تبدیل آن به کیتوزان از جهت د
بدین منظور هر گرم از . محلول غلیظ سود استفاده گردید

درصد مخلوط  50لیتر محلول سود میلی 15کیتین با
 يدرجه 70ساعت در آون با دماي  20گردید و به مدت 

سپس کیتوزان تهیه شده با مقدار . گراد قرار داده شدسانتی
. آن به حد خنثی برسد pHکافی آب مقطر شستشو شده تا 

آسیاب  يوسیلهکیتوزان حاصل در آون خشک و سپس به
. )Abdou et al. 2008, Rodde et al. 2008(پودر گردید

استیلاسیون کیتوزان تهیه شده با استفاده از دستگاه درصد د
گیري میزان و اندازه) Elemental analyzer(آنالیز عناصر 

 .کربن و نیتروژن موجود در نمونه مشخص گردید
همچنین جهت تعیین وزن مولکولی کیتوزان از ارتباط بین 

ذاتی محلول کیتوزان و وزن مولکولی يویسکوزیته
.استفاده گردید

 یونوتروپیکآتبدیل کیتوزان به نانوکیتوزان به روش 
ابتدا پودر کیتوزان در  بدین منظور. انجام گردید 1ژلیشن

حل لیترگرم در میلیمیلی 1با غلظت  )pH=5(بافر استات
درصد فسفات دو پلیتري لیتر محلول سدیممیلی 4.شد

لیتر محلول کیتوزان که روي همزن میلی 100به تدریج به 
زدن بود، افزوده شد و عمل هممغناطیسی در حال هم

Du(زدن به مدت دو ساعت ادامه یافت  et al. 2009 .(
مر کیتوزان شکسته شدن پیوندهاي بین واحدهاي پلی

.گرددباعث تبدیل این ماده به واحدهاي در حد نانو می
دستگاه سایز  يبه وسیله نانوذرات تولید شده ياندازه
 يو میزان پتانسیل زتاي نانوذرات به وسیلهآنالایزر
 Zetasizer, Nano-ZS-90, Malvern(زتاسایزردستگاه

Instruments (گیري گردیداندازه .

1- Ionotropic gelation

نانوکیتوزان تولید شده دو  محصول، pHافزایش براي 
 4دقیقه و دماي  30هزار دور در دقیقه به مدت  10بار در 
گراد سانتریفوژ گردید و در هر مرحله اسید سانتی يدرجه

 PBSجدا شده از نانوکیتوزان از فاز بالایی جداسازي و با 
 5نانوکیتوزان به بالاي  pHاستریل جایگزین شد و نهایتاً

.)Altun et al. 2010(رسید
 هیدروفیلاآئروموناسابتدا باکتري ،تهیه واکسنجهت 
ساعت در  48کشت گردیده و به مدت  TSBدر محیط 

باکتري . شدگراد انکوبه سانتی يدرجه 30دماي 
 يبا حداقل دوز غیرفعال کننده هیدروفیلائروموناسآ

غیرفعال شده و ) ساعت 1مدت ه ب درصد1/0(فرمالین 
استریل  PBSدر  1010شستشوي فرمالین با تراکم بعد از 

Alishahi and Aider(رقیق گردید 2012( .
 واکسنبه همراه نانوکیتوزان، ابتدا  واکسنبراي تیمار 

لیتر در نانوکیتوزان سلول در میلی 1010تهیه شده به میزان 
با همان غلظت  واکسن، از واکسنبراي تیمار . آماده شد

و در تیمار نانوکیتوزان، از نانوکیتوزان فاقد  PBSدر 
با نانوکیتوزان تهیه شده  واکسن. استفاده گردید واکسن

 10در  سپس ودقیقه ورتکس  15ترکیب شده و بعد از 
گراد سانتی يدرجه 4هزار دور در دقیقه و دماي 

Gonzalez-Ferreiro(سانتریفوژ گردید et al. 2002 .(
لیتر از میلی 50هاي تجربی تحقیق، خوراك يبراي تهیه

کی تهیه شده در بالا، روي یک کیلوگرم اهاي خورافزودنی
میزان  نهایتاً. صورت همگن اسپري گردیده خوراك ب

گرم باکتري در هر  5×108باکتري وارد شده به خوراك 
در . خوراك بود درصد 5خوراك و میزان نانوکیتوزان 

اضافه نگردید و در تیمار کنترل  واکسنتیمار نانوکیتوزان، 
با همان روش سایر تیمارها به خوراك  PBSنیز فقط 

غذاها به مدت یک شب در محیط  ،سپس.اضافه گردید
آزمایشگاه باقی ماندند تا به خوبی مواد اسپري شده جذب 

هر چهار گروه غذا در ظروف  ،سپس . دنغذاها شو
تا  گرادسانتیي جداگانه به داخل یخچال چهار درجه

.هنگام مصرف منتقل گردیدند
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با وزن سالم قطعه ماهی کپور معمولی 360تعداد 
گرم از یکی از مزارع پرورش ماهی مجتمع  13±50

آزادگان اهواز تهیه و به دانشگاه شهید چمران اهواز منتقل 
یابی با ها به مدت یک هفته به منظور سازشماهی. شد

لیتري با خوراك معمولی تغذیه  300شرایط در مخازن 
 هر تیمار در سه(تیمار مساوي  4به ها ماهی.  گردیدند

، به صورت زیر تقسیم )قطعه ماهی 30تکرار و هر تکرار 
 ماهیان ایمن شده با واکسن خوراکی :1تیمار:ندشد

من شده با ماهیان ای:2تیمار، وفیلارئروموناس هیدآ
، نانو کیتوزان +وفیلا رآئروموناس هیدواکسن خوراکی 

 ماهیان تغذیه شده با خوراك حاوي نانوکیتوزان :3تیمار 
ماهیان تغذیه شده با خوراك فاقد  :4تیمار و  واکسنفاقد 

. )تیمار شاهد(ئروموناس هیدروفیلاآ واکسننانوکیتوزان و 
روز صفر (ه هفت 2يبه فاصله روزه، 5يدوره ها دوماهی

هاي تجربی ساخته شده با خوراك) 25تا  20و روز  5تا 
درصد3تغذیه دوبار در روز و به میزان .تغذیه شدند

.وزن زنده بدن انجام گرفت
 يگیري پس از بیهوش نمودن ماهی توسط مادهخون
ي وسیلهه گرم در لیتر بمیلی 30با دوز  MS222بیهوشی 

انعقاد هپارین از ي ضدآغشته به مادهسرنگ انسولین 
سپس سرم آن با سانتریفوژ . دمی انجام شد يورید ساقه

دقیقه جداسازي  15دور در دقیقه به مدت  3000در 
گراد تا زمان سانتی يدرجه -20ها در سرم. گردید

. استفاده نگهداري شدند
گیري میزان فعالیت لایزوزیم سرم از روش براي اندازه

وObachو 1990در سال  Ellisتوصیه شده توسط 
.گردیدبا اندکی تغییرات استفاده 1993در سال  همکاران

در این روش از قدرت لایزوزیم در لیز باکتري گرام مثبت 
.گردداستفاده می) سیگما(لیزودایکتیکوسمیکروکوکوس
کشی سرم از روش قدرت باکتريگیري براي اندازه

با  1990در سال و همکاران  Kajitaتوصیه شده توسط 
آئروموناسباکتري ابتدا . کمی تغییرات استفاده گردید

داده  کشت TSBساعت در محیط  48به مدت  هیدروفیلا
ژلاتین ورونال  لیتر درباکتري در میلی 105و به غلظت شد

لیتر مول در میلیمیلی5/0، حاوي )=5/7pH(بافر استریل 
هاي سرمی نمونه. یون کلسیم و یون منیزیم تهیه گردید

. با بافر فوق رقیق گردیدند 1:3) سرم: بافر(به نسبت 
با سرم رقیق شده  1:1سوسپانسیون باکتریایی به نسبت 

 يدرجه 25دقیقه در دماي  90ترکیب شده و به مدت 
 5سپس . گراد با حرکت ملایم انکوبه گردیدندسانتی

TSAباکتري در محیط کشتمیکرولیتر از مخلوط سرم و 

هاي کشت به مدت محیط .در سه تکرار کشت داده شد
گراد انکوبه گردیده سانتی يدرجه 25ساعت در دماي  24

و سپس به کمک دستگاه کلونی کانتر تعداد پرگنه 
. حیط کشت شمارش گردیدباکتریایی رشد یافته روي م

نتایج به صورت متوسط تعداد باکتري شمارش شده در هر 
.سه تکرار براي هر نمونه گزارش گردید

 NBT ، 10بررسی فعالیت نیتروبلو تترازولیومجهت     
به  درصد 2/0) مرك(میکرولیتر از ماده نیتروبلو تترازولیوم 

میکرولیتر خون تازه اضافه شد و بعد  100هاي حاوي لوله
 50گراد، سانتیي درجه30از انکوباسیون در دماي 

اي حاوي هاي شیشهمیکرولیتر از محلول فوق داخل لوله
. اضافه شد) سیگما(متیل فرمامید لیتر محلول ديمیلی 1

سانتریفیوژ  دور 3000دقیقه انکوباسیون، لوله در  5بعد از 
میزان جذب نوري مایع رویی در طول  ،سپس . دگردی
-Perkinمدل (نانومتر در دستگاه اسپکتروفتومتر  540موج 

Elmer, Lamda 12 ثبت گردید ) ، ساخت آلمان
)Anderson et al. 1997, Sahoo et al. 2005.(

گیري گلوبولین سرم، ابتدا میزان پروتئین براي اندازه
-شرکت زیست شیمی اندازهکل سرم با استفاده از کیت 

محلول سولفات آمونیوم  Lµ50سپس . گیري گردید
. سرم اضافه شد Lµ50صورت قطره قطره به ه اشباع ب

دقیقه انجام شد و  5به مدت g8000سانتریفیوژ در دور 
-بافر بیکربنات Lµ80از این نمونه با  Lµ20سپس 

مخلوط شد و میزان پروتئین با کیت ) =3/9pH(کربنات 
میزان گلوبولین . تخمین پروتئین استاندارد تعیین گردید

دست آمده ثانویه از ه سرم با کم کردن میزان پروتئین ب
).Swain 2007(پروتئین کل سرم محاسبه گردید
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گیري فعالیت کمپلمان از آزمایش همولیز جهت اندازه
Brata(گیري شدبهره زدر ژل آگار et al. 1993.(  ابتدا 

 5/0حاوي  pH=2/7(در بافر فسفات  درصد 5/1آگارز 
تهیه) کلسیممول کلریدمیلی 5/1مول کلرید منیزیم و میلی
از گلبول  درصد 5/1به میزان  c˚55-50در دماي . شد

 1×108با تراکم (قرمز خرگوش شسته شده با بافر فسفات 
مخلوط آگارز . به آگارز اضافه شد) لیترسلول در هر میلی

هاي قرمز خرگوش داخل پلیت توزیع حاوي گلبول
 يدرجه 4ها به مدت یک شب در یخچال پلیت. گردید
 3گراد قرار داده شدند و سپس حفرات به قطر سانتی
ها ایجاد متر از هم در پلیتسانتی 2يمتر و با فاصلهمیلی

میکرولیتر از سرم نمونه اضافه 20شد و به هر گوده میزان 
ي درجه 25ها در محیط مرطوب و دماي پلیت. شد

ساعت انکوبه شده و قطر هاله لیز  48به مدت  گرادسانتی
.گیري شدگلبولی اندازه

در  هیدروفیلاآئروموناس بادي ضد تعیین عیار آنتی
 MATها بر اساس روش هاي اخذ شده از نمونهسرم

Soltani(انجام گرفت  et al. ها در ابتدا سرم. )2007
) =PBS)2/7pHهاي ته گرد بر مبناي دو بامیکروپلیت

 200اول  يبه این منظور به گوده. استریل رقیق گردیدند
) 8تا گوده (ها گوده يبه بقیه.میکرولیتر سرم اضافه شد

 ياستریل اضافه شد، سپس از گوده PBSمیکرولیتر  100
دوم اضافه و بعد از  يمیکرولیتر سرم به گوده 100اول 

بعدي منتقل و تا  يمیکرولیتر به گوده 100میکس کردن، 
میکرولیتر 100سپس. سازي ادامه یافتانتها این رقیق

غیرفعال شده با فرمالین با  يفیلاوهیدرئروموناسآباکتري 
. لیتر به هر گوده اضافه گردیدسلول در میلی 107غلظت 

ها به مدت یک شب در دماي اتاق انکوبه گردیده و نمونه
ي بادي بر اساس آخرین غلظت ایجاد کنندهآنتیتیتر

از سرم ماهی . آگلوتیناسیون باکتریایی، گزارش گردید
فوق ایمن به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید، نتایج به 

. صورت لگاریتم بر مبناي دو عیار گزارش شد
در هر تکرار  قطعه ماهی 10تعداد  ،پایان دوره بعد از

دوز کشنده  قبلاً .ماده شدندآانتخاب و براي چالش 

کار رفته در تحقیق در ه ب وفیلايرهیدآئروموناسباکتري 
در هر تیمار  .گیري شده بودماهی کپور معمولی اندازه

ی، داخل صفاقبه طریقهیدروفیلاآئروموناسباکتري زنده 
تعداد تلفات  . تزریق گردیدند LD50دو برابر به میزان

 يو با کشت از کلیه(ثبت شد  ده روزروزانه به مدت 
و در انتهاي دوره  )جداسازي گردید قدامی باکتري مجدداً

تلفات تجمعی در هر تیمار مشخص و نمودار تلفات 
Alishahi and Abdy(تجمعی رسم گردید 2013( .

ویرایش  SPSSافزار تحقیق از نرمبراي آنالیز اطلاعات 
 1استاتیستیک تستابتدا از آزمون لون . استفاده گردید 18

براي بررسی هموژن بودن انحراف معیار اطلاعات استفاده 
انحراف معیارها،  همگن بودنپس از اطمینان از . گردید

براي بررسی تفاوت میانگین  2یک طرفهANOVAاز 
براي . فاکتورهاي مورد بررسی در تیمارها استفاده گردید

ها از تست تکمیلی دار بودن تفاوت میانگینبررسی معنی
.استفاده شد05/0داري در سطح معنی 3دانکن

نتایج
یققنانوکیتوزان تولیدي در تح کیتوزان و مشخصات

کیلودالتون و  850وزن مولکولی کیتوزان تهیه شده 
نانوذرات  ياندازه. درصد بود 83درصد داستیلاسیون آن 

به طور  آنالایزر زتابر اساس ارزیابی با دستگاه  تهیه شده
+ 5/49ها نانومتر و میزان پتانسیل زتا آن 6/98متوسط 

نیمه و اي شکل ژله نانوکیتوزان تولیدي.میلی ولت بود
، بعد از سانتریفوژ و جایگزینی بافر  =6/4pHشفاف با 

2/5pH=بود .
، 2001در سال و همکاران  Mullerبر اساس نظر 

حداقل پتانسیل زتا جهت پایداري یک نانوسوسپانسیون 
بنابراین سوسپانسیون نانوذرات . باشدمیلی ولت می 30±

کیتوزان تهیه شده در این تحقیق یک سوسپانسیون پایدار 
. بوده است

1- Leven statistic test
2- One way ANOVA
3- Duncan
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هاي ایمنی بین نتایج مربوط به مقایسه شاخصهاي ایمنیشاخص
.آورده شده است 1تیمارهاي تحقیق در جدول 

 )و فعالیت کمپلمان IgM، میزان NBTفعالیت لایزوزیم سرم، توان ضد باکتریایی، فعالیت (هاي ایمنی ي شاخصمقایسه: 1جدول 
)خطاي معیار بیان شده است ±نتایج بر اساس میانگین (گیري بین تیمارهاي تحقیق در سه مرحله نمونه

تیمارها
واحد در (لایزوزیم 

)لیتر در دقیقهمیلی
قدرت ضدباکتریایی 

)باکتريتعداد (
NBT

)جذب نوري(
IgM) گرم در

)لیتردسی
واحد (کمپلمان 
)لیتردر میلی

مرحله 
اول

b 12±5/132b27/6±7/69b036/0±47/0b2/0±15/2a52/0±32/5واکسن +نانو 
a 2/13±3/120a83/8±9/86a068/0±37/0a17/0±76/1a54/0±22/5نانو

a36/11±7/125a64/6±5/84ab061/0±43/0ab18/0±94/1a43/0±2/5واکسن
a9±6/115a67/8±7/92a038/0±35/0a14/0±5/1a57/0±23/5شاهد

مرحله 
دوم

b6/15±5/155b9/5±7/62b048/0±53/0a23/0±45/2a75/0±43/5واکسن +نانو 
ab 4/9±3/127a83/11±5/79a041/0±36/0a17/0±65/1a65/0±9/4نانو

ab36/15±7/130ab3/12±5/85a039/0±41/0b24/0±98/1a43/0±2/5واکسن
a13±8/112a4/10±7/95a036/0±38/0a15/0±55/1a68/0±6/4شاهد

مرحله 
سوم

b 8/17±6/151b2/6±7/61b054/0±48/0b29/0±9/1a73/0±1/6واکسن +نانو 
a 6/15±3/115ab83/9±6/77a049/0±39/0a14/0±71/1a6/0±15/5نانو

ab 1/21±4/132a3/10±5/81a054/0±41/0ab54/0±79/1a56/0±2/5واکسن
a3/12±8/117a4/12±8/90a026/0±36/0a18/0±6/1a63/0±9/4شاهد

.باشدستون میدر هر  05/0دار در سطح ي تفاوت معنیحروف کوچک لاتین غیر همنام نشان دهنده

 يمیزان فعالیت لایزوزیم سرم در هر سه مرحله
واکسن افزایش + در تیمار تغذیه شده با نانو  گیرينمونه
البته ). >05/0P(به تیمار کنترل داشت تداري نسبمعنی
 واکسن و نانو به تنهایی نیز افزایش نسبیهايتیماردر 
.لایزوزیم مشاهده گردید تیفعال

 يقدرت ضد باکتریایی سرم در هر سه مرحله
افزایش  واکسن+ گیري در تیمار تغذیه شده با نانو نمونه
ي در تیمار واکسن در مرحله). >05/0P(داشت  يدارمعنی

ت به بسوم افزایش نس يدوم و در تیمار نانو در مرحله
دار نبود آماري معنیکنترل مشاهده شد که از نظر گروه 

)061/0P=.(
+ در تیمار تغذیه شده با نانو فقط NBTمیزان فعالیت

داري گیري افزایش معنینمونه يرحلهواکسن در هر سه م
.)>05/0P(نشان داد شاهدگروه نسبت به

سازي به روش ثیر ایمنأفعالیت کمپلمان سرم تحت ت
.خوراکی قرار نگرفت
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نتایج بر اساس (گیري نمونه يبادي ضد آئروموناس هیدروفیلا بین تیمارهاي تحقیق در سه مرحلهعیار آنتی يمقایسه :1رنمودا
)خطاي معیار بیان شده است ±میانگین 

با یا (هیدروفیلا ئروموناسآواکسنتجویز خوراکی 
گیري افزایش اول نمونه يدر دو مرحله) بدون نانوکیتوزان

 هیدروفیلاآئروموناسبادي ضد باکتري دار عیار آنتیمعنی
نیز افزایش  واکسندر تیمار ). >05/0P(را باعث گردید

مشاهده شد شاهدبادي نسبت به گروه نتیآدار عیار معنی
)05/0P<(.گیري نیز نتایج مشابه دوم نمونه يدر مرحله

داري تغییر معنیسوم  ياول بود، ولی در مرحله يمرحله
).<05/0P(بادي مشاهده نگردیددر تیتر آنتی

تلفات پس از چالش

نتایج بر (زنده بین تیمارهاي تحقیق  هیدروفیلايآئروموناسي ي درصد تلفات متعاقب چالش با باکتري زندهمقایسه 1-4نمودار 
)خطاي معیار بیان شده است ±اساس میانگین 

از چالش با باکتري داري بین تلفات پس تفاوت معنی    
بین تیمارهاي تحقیق آئروموناس هیدروفیلايزنده

هرچند بیشترین تلفات در ، )<05/0P(مشاهده نگردید 
مشاهده شد و تلفات در سایر تیمارها کمتر از  شاهدتیمار 

.تیمار شاهد بود

بحث
هاي تجویز واکسن در آبزیان، روش در بین روش

هاي متعددي، از جمله استرس حداقل، خوراکی مزیت
یکی از . پایین تجویز دارد يسهولت تجویز و هزینه

 يژن در لولهآنتی يخوراکی، تجزیههاي مشکلات واکسن
براي حل این  . باشددر روده میگوارش، قبل از جذب
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. شودي مختلف استفاده میکنندهمشکل از مواد محافظت
باشد که علاوه بر کیتوزان یکی از این مواد محافظ می

کنندگی، گزارشاتی از تحریک ایمنی اثرات محافظت
اختصاصی و غیراختصاصی در جانوران مختلف نیز از آن 

 ,Alishahi et al. 2014(گزارش گردیده است 

Harikrishnan et al. ی از افزایش هایگزارش. )2012
نانو  يفعالیت بیولوژیک کیتوزان بعد از تبدیل آن به اندازه

Bowman(ارائه شده است  and Leong 2006, Jain et al. 

 تحریک پاسخ ایمنیدر تحقیق جاري اثر .  )2006
 آئروموناسبه تنهایی و همراه با واکسن  نانوکیتوزان
هر  .گردید مشاهدهکپور معمولی در ماهی  هیدروفیلا

داري بر این ثیر معنیأچند نانوکیتوزان به تنهایی ت
.هاي ایمنی نداشتشاخص

میزان فعالیت لایزوزیم سرم،  هاي ایمنیدر بین پاسخ
در  NBTفعالیت و  IgM، میزان قدرت باکتري کشی سرم

گیري در تیمار ایمن شده با واکسن نمونه يهر سه مرحله
.داري داشتنانوکیتوزان افزایش معنی به همراهآئروموناس 

افزایش فعالیت لایزوزیم و قدرت باکتري کشی سرم بعد 
Alishahi and Abdy(طبیعی هاي ایمنیاز تجویز محرك

ها در ماهی گزارش ها و برخی پروبیوتیک، واکسن)2013
.Swain et al(گردیده است  2007, Alvarez Pellitero et al.

ثیر کیتوزان به أدر تحقیقات مشابه نیز عدم ت ). 2006
، گزارش گردیده استهاي ایمنی ماهی تنهایی بر شاخص

در ماهی  2014در سال و همکاران  Alishahiکه طوريه ب
 در ماهی2012در سال ن ارو همکا Linکپور معمولی و 
 ياز پوستهتولید شده تجویز کیتوزان  ،کپور زینتی کوي

ثیر بر میزان فعالیت لایزوزیم و باکتري أمیگو را فاقد ت
در سال و همکاران  Chaهمچنین .کشی سرم دانستند

ثیر کپسوله کردن خوراك با کیتوزان را بر أعدم ت 2008
و قدرت باکتري کشی سرم گزارش فعالیت لایزوزیم 

توان ادعا نمود که همراه نمودن لذا می .نمودند
 آئروموناس هیدروفیلانانوکیتوزان با واکسن خوراکی 

ه باعث کارایی مناسب پاسخ ایمنی ماهی شده است ب
که فعالیت ضد باکتریایی و فعالیت لایزوزیم سرم طوري

ایمن شده با واکسن همراه  تیماردر  NBTو فعالیت 
در تیمار نانوکیتوزان  که، در حالیافزایش یافتهنانوکیتوزان 

داري افزایش معنی )بدون کیتوزان(واکسینه شده  تیمار و
افزایش فعالیت لایزوزیم و قدرت ضد .مشاهده نگردید
دنبال تحریک ایمنی ماهی در تحقیقات ه باکتریایی سرم ب

در مورد ). Ellis 1990(مختلف گزارش شده است 
هاي خوراکی آبزیان توزان در واکسناستفاده از نانوکی

Bowman(ی وجود دارد یاهگزارش and Leong 2006,

Chaudhury and Das این محافظت  ولی اکثراً) 2011
به نظر . همراه تحریک ایمنی غیراختصاصی نبوده است

اثر تحریک ایمنی  ژیستینانوکیتوزان با اثر سینررسد می
ثیر قرار داده أداري تحت تطور معنیه واکسن خوراکی را ب

طور همان اولاًتوان گفت در توجیه این نتایج می. است
که در تیمار خوراکی نانوکیتوزان نیز قابل مشاهده است، 
 خود نانوکیتوزان اثرات نسبی تحریک ایمنی دارد و ثانیاً

نانوکیتوزان توانسته باعث کپسوله نمودن و  حتمالاًا
و اثرات  در روده ژنشده و جذب آنتی واکسنمحافظت 

.Jain et al(دهدتحریک ایمنی آن را افزایش  2006(.
-گیري شده را نمیهاي اندازهالبته فقط افزایش شاخص

 گزارشاتی از توان به کل توان ایمنی ماهی نسبت داد، زیرا
ه هاي باکتریایی بافزایش مقاومت ماهی در برابر عفونت

بر  ثیرأرغم عدم تعلی هاي ایمنیمحرك دنبال استفاده از
و فعالیت  هاي سرم، پروتئینقدرت ضد باکتریایی

و  Kajitaکهطوريه لایزوزیم سرم نیز وجود دارد، ب
و همکاران  Divyagnaneswariو  1990در سال  همکاران
آلا، عدم به ترتیب در ماهی تیلاپیا و قزل 2007در سال 

گزارش  هاي فوق رابر شاخصهاي ایمنی ثیر محركأت
.نمودند

هاي مهم فعالیت سیستم کمپلمان یکی از شاخص
ی از یاهگزارش . باشدماهی میایمنی غیر اختصاصی در 

هاي ایمنی بر افزایش میزان فعالیت کمپلمان ثیر محركأت
هر چند برخی  ،)Cheng et al. 2007(سرم وجود دارد

هاي ایمنی در ثیر محركأا نیز حاکی از عدم تهگزارش
Alishahi and Abdy(باشدمیزان فعالیت کمپلمان می
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سازي خوراکی به همراه نانوکیتوزان ثیر ایمنأعدم ت) 2013
سازي ثیر ایمنأتوان به عدم تبر فعالیت کمپلمان سرم را می

تولید اجزاي کمپلمان نسبت داد، البته  میزانبر خوراکی
ها هاي کمپلمان بسیار حساس بوده و تخریب آنپروتئین

شود و سرم آغاز می يگیري و تهیهبلافاصله بعد از خون
فقط سرعت  -c˚20در نگهداري سرم در فریزر نیز دماي 
از این رو . نمایدتخریب اجزاي کمپلمان را کم می

فعالیت کمپلمان در زمان نگهداري احتمال کاهش میزان 
.ها در فریزر وجود داردنمونه

یک آزمایش سریع براي  NBTآزمایش احیاي 
خون ماهی در هاي بیگانه خوارتشخیص توانایی سلول

هاي آزاد اکسیژن در روند انفجار تنفسی تولید رادیکال
هاي یکی از شاخص NBTلذا افزایش فعالیت . باشدمی

ثیر أایمنی غیر اختصاصی بوده که تحت ت يعمده
واکسیناسیون خوراکی با واکسن آئروموناس و نانوکیتوزان 

نیز  2011در سال و همکاران  Geng.قرار گرفته است
در  NBTتجویز کیتوزان خوراکی را باعث افزایش فعالیت 

و همکاران  Lin.  دانستند Rachycentron canadumماهی 
در Arulو Gopalakannanهمچنین و 2012در سال 

دنبال ه نیز افزایش میزان انفجار تنفسی را ب 2006سال 
افزایش قدرت . تجویز کیتوزان خوراکی گزارش نمودند

هاي ثیر سایتوکینأها تحت تانفجار تنفسی در لکوسیت
. شودایمنی هستند، ایجاد می هايسیستم ایمنی که میانجی

توان پاسخ ایمنی از طریق افزایش  موجب نانوکیتوزان
بیگانه خواري و  ،و ایمنی غیراختصاصیشده ها سایتوکین

.خارجی را به دنبال داردحذف جرم 
هاي ها و محركهاي اصلی واکسنیکی از ویژگی

ها پس از چالش با عوامل ایمنی، افزایش بقاي ماهی
سازي بر اساس نتایج این تحقیق ایمن. باشدزا میبیماري

واکسنماهی کپور معمولی به روش خوراکی با 
به همراه نانوکیتوزان، و بدون  آئروموناس هیدروفیلا

-ثیر معنیأنانوکیتوزان و نیز تجویز نانوکیتوزان به تنهایی ت

آئروموناس يداري در تلفات بعد از چالش با باکتري زنده
کاهش تلفات در هر چند ). <05/0P(نداشت  هیدروفیلا

.یمار شاهد مشاهده گردیدرهاي واکسینه نسبت به تتیما
هاي خوراکی در آبزیان نتایج نتایج تحقیقات روي واکسن

و همکاران  Altunکه طوريه متفاوتی دربرداشته است، ب
از واکسن کشته خوراکی لاکتوکوکوس به  2010در سال 

همراه دو ادجوان آلژینات سدیم و پلی لاکتید گلکولید در 
قزل آلاي رنگین کمان استفاده نمودند و افزایش 

همچنین . بازماندگی را بعد از چالش گزارش نمودند
Romalde  در ماهی قزل آلا با  2004در سال و همکاران

ژینات به همراه باکتري استفاده از میکروذرات آل
رت واکسن خوراکی کارایی تا صوه ب گارویهلاکتوکوکوس

هاي بر خلاف یافته. را گزارش نمودند درصد 78حد 
و  Romaldeو  2007در سال و همکاران  Soltani،فوق

، عدم محافظت قزل آلادر ماهی  2004در سال همکاران 
یکی . گزارش نمودندواکسن خوراکی استرپتوکوکوس را 

هاي خوراکی، تخریب ثیر واکسنأاز دلایل اصلی عدم ت
هاي واکسنی در دستگاه گوارش ماهی ذکر شده ژنآنتی
-لذا استفاده از ترکیبات محافظ همراه واکسن می . است

.)Jain et al. 2006(تواند راه حل مناسبی به نظر برسد
واکسن و دارو در دستگاه نانوکیتوزان به عنوان محافظ 

 Kumar.گوارش در تحقیقات متعددي بررسی شده است
به عنوان حامل و  نانوکیتوزاناز  2008در سال و همکاران 

صورت خوراکی در ماهی ه ب ویبریو DNAمحافظ واکسن 
ی را مناسب تاًو محافظت نسب ندباس دریایی استفاده نمود

و 2011در سال DasوChaudhury.گزارش کردند
Bowman وLeong اثر مثبت نانوذرات 2006در سال

داروها هنگام عبور از واکسن و  محافظتکیتوزان در
. ویژه محیط معده را گزارش نمودنده دستگاه گوارش ب

Maghsoud  در ماهی کپور 2010در سال و همکاران
در  2012در سال و همکاران Harikrishnanمعمولی و 

عفونت با  در پیبهبود بقاء  Epinephelus bruneusماهی 
دنبال ه ب ویبریو آلجینولیتیکوسو  آئروموناس هیدروفیلا

محققینی که . تجویز خوراکی کیتوزان را گزارش نمودند
افزایش کارایی واکسن همراه شده با کیتوزان یا 

نقش نانوذرات کیتوزان در تحویل  ناشی از نانوکیتوزان را
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دارو در دستگاه گوارش موجودات مختلف دانستند، 
که شارژ مثبتی که از کیتوزان تحت شرایط  معتقدند

شود مسئول چسبندگی زیستی ایجاد می فیزیولوژیکی
تجویز شده به روش خوراکی  واکسنتر تر و قويبیش
گوارش  يالبته این ویژگی فقط در مورد لوله. باشدمی

ها از طریق مخاط بینی نیز تحت ژننتیآنیست و تجویز 
).Jain et al. 2006(گیرد ثیر مثبت نانوکیتوزان قرار میأت

آیونوتروپیک از آنجا که نانوکیتوزان تولید شده به روش 
 اسیدي پایدار بوده و در شرایط قلیایی pHدر ژلیشن 

ماهیانی که  دهد، احتمالاًساختار خود را از دست می
به ) لاآمثل آزاد ماهیان از جمله قزل(داراي معده هستند 

علت اسیدي بودن شرایط معده، تجویز واکسن خوراکی 
 ،زیرا  .نانوکیتوزان کارایی بهتري نشان خواهد دادحاوي 

ژن داخل در شرایط اسیدي نانوکیتوزان ثبات داشته و آنتی
نماید و اسید معده محافظت می در برابرخود را به خوبی 

وقتی واکسن همراه نانوکیتوزان وارد روده شد، در شرایط 
ن ژقلیایی روده ساختار نانوکیتوزان به هم ریخته و آنتی

در کپور ماهیان فقدان معده و شرایط قلیایی  .شودآزاد می
چنین شرایطی را ایجاد ) ايحباب روده(ابتداي روده 

عدم محافظت مناسب واکسن در دارد  احتمال کند، لذانمی
.حاضر ناشی از این امر باشدتحقیق 

دنبال استفاده از نانوکیتوزان در ه نتایج متفاوت ب
 ي، اندازهايثیر اختلاف گونهأمختلف تحت ت حیوانات

و همچنین آن ذرات نانوکیتوزان، میزان و مدت استفاده از 
عدم .باشدشرایط محیطی متفاوت انجام تحقیق می

محافظت مناسب واکسن حاوي نانوکیتوزان در تحقیق 
دستگاه گوارش  يتواند به دلیل شرایط ویژهفعلی می

و نیز مدت تجویز و ) معده فقدان(ماهی کپور معمولی
.میزان تجویز نانوکیتوزان باشد

در تمام  هیدروفیلاآئروموناسبادي ضد عیار آنتی
گیري در تیمار ایمن شده با واکسن و مراحل نمونه

نانوکیتوزان افزایش نشان داد، که این افزایش در + واکسن
وددار بگیري از نظر آماري معنیاول و دوم نمونه يمرحله

)05/0P<(  .با  به روش خوراکی سازي ماهیثیر ایمنأت
بادي در تحقیقات عوامل بیماریزاي باکتریایی در عیار آنتی

در و همکاران  O'Donnell.مختلف گزارش شده است
بادي توانستند تیتر آنتی براي اولین بار 1996سال 
ژن به ژن پروتئینی را بعد از تجویز خوراکی آنتییتضدآن

-D,L-lactide-co(مر بیولوژیک همراه نوعی پلی

glycolide (ماهی آزاد اطلس را گزارش نماینددر.
Harikrishnan  نیز کیتین و  2012در سال و همکاران

بادي بعد از کیتوزان خوراکی را باعث افزایش عیار آنتی
در ماهی  Vibrio alginolyticusتزریق باکتري 

Epinephelus bruneus در تحقیق فعلی علی. دانستند-

+ بادي در تیمار واکسن و واکسنرغم افزایش تیتر آنتی
بادي محافظت واکسن و تیتر آنتینانوکیتوزان، ارتباطی بین 

و همکاران  Shelbyدر تحقیقی مشابه. مشاهده نگردید
استرپتوکوکوسد بادي ضافزایش تیتر آنتی 2004در سال 

که آلا گزارش نمودند در صورتیرا در ماهی قزل اینیایی
ها این تیتر ارتباطی با محافظت ایجاد شده در ماهی

نیز  2003در سال و همکاران  Barnesهمچنین . نداشت
بادي سرمی ماهی بعد از عدم ارتباط بین عیار آنتی

.و محافظت ایجاد شده را گزارش نمودند واکسیناسیون
اختلاف در این نتایج کاربرد کیتوزان و نانوکیتوزان در 

تواند ناشی از اختلاف در نوع ماهی و استفاده از ماهی می
 يي داستیلاسیون متفاوت و اندازهکیتوزان با درجه

.تجویز باشد ينانوذرات کیتوزان مورد استفاده و دوره
ثیر نانوکیتوزان بر بهبود أرغم تحاضر علی يعهمطالدر

بادي ضد عیار آنتی هاي ایمنی وبرخی شاخص
واکسینه  ماهی کپور معمولیدر  آئروموناس هیدروفیلا

میزان تلفات بعد از چالش با باکتري زنده تغییر ، شده
زایی یمنیلذا هر چند نانوکیتوزان توان اداري نیافت، معنی

دهد، ولی را افزایش می روفیلاهیدآئروموناسواکسن 
ثیري بر کارایی واکسن خوراکی نداشته و تحقیقات أت

هاي خوراکی در تري براي افزایش کارایی واکسنوسیع
.آبزیان نیاز است
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تشکر و قدردانی
شهید چمران اهواز و از محل پژوهانه نگارندگان انجام این تحقیق با پشتیبانی مالی و تجهیزاتی معاونت پژوهشی دانشگاه 

.نمایندنگارندگان از همکاري خانم دکتر زهرا طولابی دزفولی در مراحل انجام تحقیق تقدیر و تشکر می.گرفت
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Abstract
Although oral vaccination has numerous advantages over other routes, degradation of the 

vaccine antigens in the gut and low uptake in the gut associated lymphoid tissue of the 
gastrointestinal tract still complicate the development of oral vaccines in fish. Chitosan nano-
particles have recently been shown to possess significant potential as oral drug delivery 
systems. In this study chitosan  nanoparticles were prepared and characterized with respect to 
size and morphology then used as oral adjuvant with Aeromonas hydrophila vaccine (AHB) 
in Cyprinus carpio. Three hundred and sixty juvenile C. carpio (46.5±4.67 g) were randomly 
divided in four groups in triplicates. Groups 1 and 2 received orally AHB and AHB + 
nanochitosan respectively. Fish in groups 3 received nanochitosan in food, whereas group 
four received just basal diet free AHB or nanochitosan. Experimental diet of each group 
administrates at days 1-5 and 20-25 of study. Blood samples were taken from all groups at 
days 25, 40 and 55 of study. Immunological parameters including: serum lysozyme, 
bactericidal and complement activity, leukocyte NBT activity as well as serum IgM and anti 
A. hydrophila antibody titer were compared among the groups. Then, fishes of each groups 
challenged with live Aeromonas hydrophila and mortality rate recorded for 10 days. Results 
showed that some none specific immunological parameters improved significantly. Serum 
lysozyme, bactericidal and NBT activity increased in group 2 (vaccine + nanochitosan) in all 
sampling periods (P<0.05). Slight increase in immunological parameters were seen in groups 
1 and 3. Complement activity showed no significant change among the groups. although anti 
A hydrophila antibody titer were increased significantly in groups 1 and 2 at 25 and 40 days 
of study (P<0.05), no change were seen among the groups in anti A. hydrophila antibody titer 
at 55 days of study (P>0.05). Mortality after challenge with A hydrophila didn’t affected by 
oral vaccination with AHB or AHB+nanochitosan. There were no significant change in 
mortality rate among the groups (P>0.05). Conclusively, although immunization with  AHB 
and nanochitosan in oral route improve some none specific immune response of C. carpio, no 
significant change in anti A hydrophila antibody titer and challenge mortality rate were seen 
in treated fish. 

Key words: Cyprinus carpio, Aeromonas hydrophila vaccine, Oral vaccine, Nanochitosan, 
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