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چکیده

در  پذیر مثل کیتینزیست تخریبهای واکسنی استفاده از پلیمرهای طبیعی ژنآنتی و آهسته رهش نمودن های محافظتیکی از روش    
ود شصورت مجتمع در آمده و توسط بستر پلیمری در شرایط دستگاه گوارش محافظت می باکتری به  باشد.بستر بایوفیلم باکتریایی می

ر این روش د شود. زایی بهتر در اختیار سیستم ایمنی مخاطی ماهی قرار داده میتر و با توان ایمنیهای واکسنی سالمژنو نهایتاً آنتی
 درصد 3/0( به همراه کیتین )W/V درصد TSB (225/0، با کشت باکتری در محیط کشت آئروموناس هیدروفیلاواکسن بایوفیلم باکتری 

W/V باکتری سپس با  . قرار داده شد( به مدت چهار روز در انکوباتور شیکر دارPBS استریل شستشو گردیده و با حرارت غیرفعال 
تا  تیمار اول تیمار مساوی و هر تیمار در سه تکرار به صورت زیر تقسیم شدند:  5گرمی، به  32±11تعدادی ماهی کپور معمولی  شد. 

دون بایمن شدند، تیمار پنجم  خوراکی طی ده روزچهارم به ترتیب با واکسن بایوفیلم، باکترین، کیتین+ محیط کشت و کیتین، به روش 
یار ع صورت گرفت.  60 و 40، 20گیری از سرم ماهیان در روزهای صفر، نمونه  وه کنترل در نظر گرفته شد.تجویز واکسن به عنوان گر

بادی ضد نتینتایج نشان داد عیار آ بادی مونوکلونال ارزیابی گردید. ها با آزمایش الایزا و توسط آنتیبادی ضد باکتری در نمونهآنتی
 60و  40دار بوده است اما در روز نسبت به بقیه تیمارها معنی 20بایوفیلم خوراکی در روز در تیمار  آئروموناس هیدروفیلاباکتری 

.دار نبوده استمعنی

، کپور معمولیآئروموناس هیدروفیلا، بایوفیلم، خوراکی واکسن  :کلمات کلیدی

مقدمه

باکتريايی يکی از عوامل مهم تلفات در  هایعفونت    

شود و آئروموناس مزارع پرورش ماهی محسوب می

زا در ماهی کپور ترين عامل بیماریهیدروفیلا يکی از مهم

هوازی ها بیآئروموناس  (.Tavakoli et al, 2015)باشد می
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هستند که در  گرم منفی، اکسیداز و کاتلاز مثبتاختیاری، 

خانواده آئروموناداسه قرار داشته و از دو گروه مجزای 

غیرمتحرك سرمادوست و گروه متحرك مزوفیلیک تشکیل 

اين باکتری عامل   (.Swaminathan et al, 2004) اندشده
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شور است و  گاهی آب زا در ماهیان آب شیرين وبیماری

در کپور ماهیان، مارماهی، شیر ماهی، گربه ماهی، تیلاپیا، 

-قزل آلای رنگین کمان، سپتی سمی همورايژيک ايجاد می

  .(Vijavabaskar et al, 2012; Tokmechi et al, 2008) کند

که ، (2015)و همکاران  Ahangarzadehبا توجه به نتايج 

باکتريايی های سمیدرصد از سپتی 5/15 در مجموع

 آئروموناس هیدروفیلاسمی ناشی از کپورماهیان را سپتی

ها درصد نقش آئروموناس 5/62شناسايی کردند و همچنین 

-زايی کپور ماهیان استان خوزستان را تشکیل دادهدر بیماری

های شايع در ترين بیماریبه همین دلیل يکی از مهم ،اند

در اين  هیدروفیلاآئروموناس ماهیان بیماری با کتريايی 

 باشد. میاستان 

ويژه  های متعددی برای تولید واکسن )بهلذا تلاش    

( برای جلوگیری از اين عفونت 1ایهای منطقهواکسن

 Azad et) صورت گرفته استآئروموناسی در کپور ماهیان 

al, 2000) . ترين روش تجويز به طور قطع کم استرس

های ژنتغییرات آنتی واکسن، تجويز خوراکی است، ولی

باعث ها به خاطر ترشحات آن واکسن در لوله گوراش ماهی

تجويز با اين  لذا  کارايی پايین اين روش تجويز شده است.

 Plant and) روش کم هزينه و بدون عوارض جانبی است

2011LaPatra, .)   به خاطر وجود اين مزايا، در حال حاضر

-در صنعت آبزی چندين واکسن خوراکی برای استفاده

موجود به  واکسن 17به عنوان مثال،   اند.پروری ثبت شده

 2 ساخته شده است که هاصورت تجاری در برابر ويروس

 ,Dhar et al) باشدمیمورد واکسن خوراکی  مورد آن در

های واکسنی ژنآنتی از های محافظتيکی از روش (. 2014

تکنیک بايوفیلم  در شرايط دستگاه گوارش ماهی، استفاده از

آئروموناس همچنین جذب واکسن بیوفیلم  . باشدمی

تر جذب راحت در مقايسه با واکسن معمولی هیدروفیلا

احتمالاً به دلیل پوشش گلیکوکالیکس بايوفیلم  شوند ومی

در اين روش با استفاده از   .(Azad et al, 2000) باشدمی

                                                           
 

 

 

يک بستر مناسب که معمولاً از پلیمرهای طبیعی زيست 

صورت مجتمع در آمده و  باکتری به ،باشدمی 2پذيرتخريب

توسط بستر پلیمری در شرايط دستگاه گوارش محافظت 

تر و با توان های واکسنی سالمژنشود و نهايتاً آنتیمی

زايی بهتر در اختیار سیستم ايمنی مخاطی ماهی قرار ايمنی

که يک لايه  تشکیل بايوفیلم علاوه بر ايندر   شود.داده می

گیرد، باعث در اطراف باکتری را فرا می گلیکوکالیکس

-های متعدد باکتری در يک پارانشیم کیتینی میتجمع لايه

ژنی، به ويژه اسید معده و گردد که عوامل تخريب آنتی

های لايههای گوارشی فقط توانايی تأثیر بر لايه يا آنزيم

های میانی با عبور از معده سطحی بايوفیلم را داشته و لايه

ژنیک به محل جذب و ابتدای روده، با حفظ ويژگی آنتی

های لذا در روده توسط سلول رسند. های روده میژنآنتی

فاگوسیت کننده سیستم ايمنی جذب شده و باعث القای 

-اکی میهای معمولی خورايمنی مؤثرتری نسبت به واکسن

 et al,Siriyappagouder ; 2004 et al,Nayak ) شوند

-ها به سطوح به حالت برگشتچسبندگی باکتری . (2014

همراه  EPS3ناپذير با تولید مواد خارج سلولی پلیمريک يا 

های حسی است، که اين حالت باعث تحريک پروتئین

 Chakrabarty andشود )باکتريايی میغشاء های سلول

Boyd, 1995دهد برای توسعه ارتباط سلول (، که اجازه می

ها را به به سلول پل ايجاد شود که به نوبه خود، باکتری

 و همکاران Landryبه عنوان مثال   چسباند.سطح می

 aeruginosaهای باکتری (، نشان دادند که بايوفیلم2006)
Pseudomonas به صورت اجتماع بزرگ سلولی روی  که

اند، در مقايسه با وز گلیکوپروتئین رشد کردهسطوح با موک

های روی شیشه و پوشش داده شده با اکَتین و بايوفیلم

DNA تر شده بیوتیک توبرامايسین بیششان به آنتیتحمل

های بايوفیلم بیوتیکی، باکتریعلاوه بر مقاومت آنتی . است

در برابر قرار گرفتن در معرض نور ماوراء بنفش، سمیت 

فلزی، تماس با اسید، کمبود آب و فاگوسیتوز نیز بسیار 

1- Local 

2- Biodegradable 
3- Extracellular Polymeric Substances 



 . . .  در هیدروفیلا آئروموناساختصاصی واکسن خوراکی بایوفیلم  زاییارزیابی ایمنی

 7       1403، تابستان 2، شماره بیستمدامپزشكي ایران، دوره  نشریه

کیتین علاوه   (.Hall-Stoodley et al, 2004مقاوم هستند )

  بر ايجاد بستر برای بايوفیلم خاصیت ادجوانی نیز دارد.

Dong ( بیان کردند که2019و همکاران )  کیتین باعث

 ،IL-1, IL-12, IL-18 هايی از قبیل: افزايش سیتوکنین

TNFα  وIFNα های به صورت مستقیم و افزايش سلول

 گردد.به صورت غیر مستقیم می (NK cells)کشنده طبیعی 

 گوارشی هایآنزيم فعالیت در تغییرات اين، بر علاوه    

 ،غذا بیوشیمیايی ترکیب تغذيه، رفتار تأثیر تحت تواندمی

 ;Kuzmina et al, 1996) باشد فصل و دما میزبان، سن

Zambonino Infante and cahu, 2001)  . به طور کلی

چیز خوار و همهواکسن خوراکی بايوفیلم در ماهیان علف

 خواران داردتری نسبت به گوشتدی بیشباخوار تیتر آنتی

تر گستردهناژ زيرا ترشحات معده حاصل از فعالیت پپسی

گردد تری میژنی بیشاست که باعث تخريب آنتی

( et al,Siriyappagouder  ;2011et al, Manjakasy 

سن لذا در اين تحقیق سعی بر آن بود با تولید واک (. 2014

دی بابايوفیلم خوراکی و تجويز آن به ماهی کپور تیتر آنتی

 دست آيد.ه ها بمیزان ايمنی آن و

 

 کارمواد و روش 

 جدا جهت تهیه واکسن بايوفیلم ابتدا استوك باکتريايی    

آزمايشگاه بهداشت و بیماری و  شده از منطقه خوزستان

  تهیه شد. دانشکده دامپزشکی دانشگاه چمران اهوازآبزيان 

وری کیتین و کیتوزان آاز شرکت تولید و فر کیتین همچنین

واکسن سازی آماده گلمکانی در مشهد خريداری شد. 

و  Azad بر طبق روش آئروموناس هیدروفیلابايوفیلم 

به طور خلاصه در اين  ( صورت گرفت. 1999همکاران )

بر روی سوبسترای  آئروموناس هیدروفیلا باکتریروش 

( درصد w/v225/0) TSB( در محیط درصد w/v3/0کیتین )

های بايوفیلمی به مدت باکتری  گرديد. اتوکلاو شده کشت

 120با دور  1شیکر ساعت در دستگاه 6هر روز روز و  4

گراد قرار گرفت تا درجه سانتی 37بار در دقیقه و دمای 

                                                           
 

سپس اين   .باکتری روی بايوفیلم کیتین کاملًا مستقر گردد

دور به مدت ده دقیقه از محیط  3000بايوفیلم با سانتريفیوژ 

 PBS 0.1 M, pHکشت جدا شده و با بافر نمک فسفات )

شمارش باکتری در  بعد از گرديد.  ترکیبشستشو و ( 7.2

با  آئروموناس هیدروفیلاواکسن کیفیت بايوفیلم بايوفیلم، 

 میکروسکوپ فازکنتراست بررسی گرديد. 

قه دقی 50برای غیرفعال کردن باکتری بايوفیلم به مدت     

دقیقه  10درجه و سپس به مدت  100در حمام آب جوش 

ی محصول نهاي گراد قرار داده شد. درجه سانتی 90در دمای 

 خوراكدر  آئروموناس هیدروفیلابه عنوان واکسن بايوفیلم 

 ماهی کپور )خريداری شده از شرکت کیمیاگران تغذيه(

سپری که کیتین مانع ا به علت اين  مورد استفاده قرار گرفت.

شد، واکسن بايوفیلم به صورت شدن واکسن روی غذا می

شد تا يکنواخت گردد يکنواخت روی غذا ريخته و مخلوط 

واکسن تهیه برای   .دار شدو با روغن خوراکی پوشش

بدون بايوفیلم )بايوفیلم تشکیل  آئروموناس هیدروفیلای

محیط کشت و کیتین بدون اضافه  نشده( به اين صورت که

يد شرايط مشابه انکوبه گردروز با  4به مدت  نمودن باکتری

ها سازی واکسن بايوفیلم هم در مورد آنو تمام روند آماده

نیز،  آئروموناس هیدروفیلا نباکتريبرای تهیه  اعمال گرديد. 

کشت شده  TSBروز در  محیط  1ها به مدت ابتدا باکتری

عد ب گرديد. دقیقه سانتريفوژ  10به مدت  g 3000و با دور 

بار شستشو شده سه  PBS 0.1 M, pH 7.2  با بافر استريل

 . استريل آماده گرديد PBSدر  ml1010-1 و نهايتاً در غلظت

درجه  100دقیقه در دمای  20های آزاد به مدت باکتری

 (.Azad et al, 1999; 2000فعال گرديدند )گراد غیرسانتی

قبل از آئروموناس هیدروفیلا  بايوفیلمکیفیت واکسن     

ها با دما با میکروسکوپ فاز شدن باکتریغیر فعال 

 واکسن بايوفیلم و واکسن معمولی کنتراست بررسی گرديد. 

)ذکر شده در  روی خوراك ريخته به صورت يکنواخت

 .در طی دوره واکسیناسیون استفاده گرديدو  موارد بالا(

 

1- Shaker 
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قطعه ماهی کپور  375تعداد  ،هابندی ماهیتیمارجهت     

 5گرم به صورت زير به  32±11 متوسط معمولی با وزن

 :ندبندی شدتقسیمتايی  25تیمار در سه تکرار 

  )کیتین+باکتری( مار ايمن شده با واکسن بايوفیلمتی -1

 (کیتینتیمار ايمن شده با باکترين )بدون  -2

 با کیتین تیمار ايمن شده  -3

)بدون  TSBتیمار ايمن شده با کیتین و محیط کشت  -4

 تشکیل بايوفیلم(

 )کنترل( تیمار کنترل غیر ايمن -5

های کپور از مرکز پرورش آبزيان شوشتر در استان ماهی    

خوزستان خريداری گرديد و با رعايت شرايط انتقال با 

استفاده از وانت مخصوص انتقال بچه ماهی به دانشکده 

بعد از انتقال  د. شدامپزشکی دانشگاه شهید چمران منتقل 

به مدت يک  ppm 100ماهی و ضدعفونی ماهیان با فرمالین 

روز سازگاری ماهیان به آب کارگاه آبزيان  10ساعت، 

شرايط  دانشکده دامپزشکی شهید چمران اهواز انجام شد. 

منبع آب   فیزيکوشیمیايی آب محل تحقیق به شرح زير بود:

هوادهی ه يک هفت به مدت لوله کشی شهریکارگاه از آب 

 8/0±1/0گراد و شوری درجه سانتی 27±1دمای با شده

گرم میلی 01/0گرم بر لیتر، میزان نیتريت و آمونیاك کمتر از 

 8/7بین  pHگرم در لیتر، میلی 1/0تر از در لیتر و نیترات کم

بايومس، روزی  درصد 3تا  2و میزان غذادهی بین   4/8تا 

دو بار و بر اساس اشتهای ماهی با خوراك تجاری )شرکت 

تعويض آب ساعت روشنايی و  12میزان ، کیمیاگران تغذيه(

سه هر درصد آب آکواريوم و  80تا  60به صورت سیفون 

 انجام شد.بار  روز يک

-ماهیسازی ايمنبعد از سازگاری ماهیان به آب کارگاه،     

باکتری به ازای  1010) بايوفیلم خوراك حاوی واکسن اها ب

کیتین  تیمار ،غلظتباکترين با همین  هر گرم ماهی در روز(

هم به میزان کیتین استفاده شده در  و بايوفیلم تشکیل نشده

 ,Abhiman) روز انجام شد 10به مدت  واکسن بايوفیلم

2014; Azad et al, 1999; 2000.) 

روز پرورش داده  60تیمارها به مدت ، گیرینمونهجهت     

سه نمونه از هر  60و  40، 20شدند و در روزهای صفر، 

تريکائین متان  ماده ppm 30ماهیان بیهوش شده با تکرار 

ها سرم ماهی  انجام شد.گیری خونو  (MS222سولفانات )

بادی مونوکلونال جدا شده و به روش الايزا با استفاده از آنتی

شناسی دانشکده دامپزشکی بخش ويروس )تهیه شده در

آئروموناس بادی ضد دانشگاه شهید چمران اهواز( عیار آنتی
 های سرمی مشخص گرديد.در نمونه هیدروفیلا

 

 مستقیمبادی به روش الایزای غیرگیری عیار آنتیاندازه

 فرآينده سونیکاسیون باکتری آئروموناس هیدروفیلا -1

های الايزا، ابتدا باکتری کف گودهژن برای کوت آنتی    

خالص گرديد و سه کلنی  TSAباکتری با کشت در محیط 

بار  6سی آب مقطر اضافه گرديد و سی 1خالص شده به 

بعد از اين مرحله  فريز دفراست روی آن صورت گرفت. 

بار سونیکیشن )دو دقیقه  10با دستگاه سونیکاتور و سیکل 

 و دقیقه( صورت گرفت. سونیکاسیون با فاصله زمانی د

شد دقیقه سانتريفوژ  5در دقیقه به مدت  3500سپس با دور 

میکرولیتر  100)در هر  ژنمناسب آنتی برای ايجاد غلظت و

میکروگرم ديواره باکتری(  1/0استفاده شده در پلیت الايزا 

 et al, Kaur) رقیق گرديد 25به  1با آب مقطر به نسبت 

2021 .) 

 
 های ماهیالايزا برای تست سرم آزمون نهايی -2

بعد از سونیکه کردن باکتری آزمايشات پايلوت انجام     

ژن، بلاکر، سرم، پادتن مونوکلونال شد و مقادير بهینه آنتی

 و کونژوگه، مشخص گرديد. 

 Nunc-Immunoهای پلیت الايزا )در کف گوده    

MicroWell  96 well solid platesژن )باکتری ( آنتی

با کوتینگ بافر رقیق شد و  20به  1 سونیکه شده(، به میزان

 بعد از ها کوت گرديد. میکرولیتر کف گوده 50به میزان 

يک روز در يخچال نگهداری شد و سپس محلول رويی 

توئین شستشو  PBSبار با  3های الايزا دور ريخته و پلیت

حاوی  درصد 1سپس با شیر خشک پس چرخ  گرديد. 

PBS  ژن هايی که آنتیمیکرولیتر جايگاه 300توئین به میزان

ساعت در انکوباتور  3نچسبیده بود بلاك گرديد و به مدت 

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m9410?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m9410?lang=en&region=US
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m9410?lang=en&region=US
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بار شستشو با  3سپس  گراد قرار داده شد. سانتیدرجه  37

های ماهی از هر تیمار به میزان بافر شستشو انجام شد و سرم

رقیق و به میزان  درصد 5/0توئین و شیر  PBSدر  400به  1

دقیقه در  90پلیت به مدت  میکرولیتر اضافه گرديد.  100

گراد و روی شیکر قرار گرفت درجه سانتی 25دمای اتاق 

-بار شستشو گرديد و آنتی 4و سپس محلول دور ريخته و 

تولید شده در  IgMبادی مونوکلونال ضد زنجیره سنگین 

میکرولیتر  100رقیق شده و به میزان  20به  1موش به نسبت 

دقیقه در دمای اتاق، محلول دور  60بعد از  اضافه گرديد. 

بادی ثانويه ضد ريخته و سه بار شستشو گرديد و آنتی

( به صورت Goat anti mouseوشی تولید شده در بز )م

(، رقیق شده به نسبت Bio-Rad, USA, 170-6516کنژوگه )

میکرولیتر در هر چاهک اضافه  50به میزان  3000به  1

بار شستشو  3دقیقه محلول دور ريخته و  40بعد از  گرديد. 

میکرولیتر به هر چاهک  50سوبسترای کروموژن  گرديد. 

دقیقه محلول متوقف کننده  10تا  5ديد پس از اضافه گر

مربوط به هر چاهک در دستگاه الايزا  OD اضافه گرديد. 

 et al,Kaur ) خوانده شد نانومتر 450ريدر با طول موج 

2021 .) 

بادی در بین تیمارها از آنالیز برای آنالیز نتايج عیار آنتی    

 19ويرايش  SPSSافزار طرفه با استفاده از نرمواريانس يک

ها، از آزمون جهت بررسی توزيع نرمال داده استفاده شد و

دار بودن برای تعیین معنی اسمیرنوف و -کلوموگروف

 (.P<0.05از آزمون دانکن استفاده گرديد )ها تفاوت
 

 نتایج

 بررسی بایوفیلم در زیر میکروسکوپ

به  TSBکشت باکتری در محیط ) بايوفیلم بعد از تولید    

، بعد بايوفیلم ، از تمام مراحل قبل شستشو(همراه کیتین

ز با میکروسکوپ فا 1و ورتکس شديد بايوفیلم شستشو

 (.Figure 1برداری صورت گرفت  )کنتراست عکس

 

 های تیمار شده بادی سرم ماهینتایج تیتر آنتی

در روزهای  تمام تیمارهای واکسن خوراکیسرم ماهیان     

بادی مونوکلونال با آنتی جدا گرديد و   60و 40، 20صفر، 

 ماهی کپور معمولی )تولید شده IgMبر ضد زنجیره سنگین 

شناسی گروه پاتوبیولوژی دانشکده در بخش ويروس

، مورد ارزيابی قرار دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز(

گردد مشاهده می Figure 2در  طور کهان هم گرفت. 

-عیار آنتی اند. های خوراکی موفقیت نسبی داشتهواکسن

داری افزايش معنی 20بادی فقط در تیمار بايوفیلم روز 

داری با تیمار ولی در بقیه تیمارها تفاوت معنی داشته است. 

 (.P<0.05)کنترل مشاهده نگرديد 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
 1- Vortex 
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(a                  )                                         (b) 

    
 

(c(                                                                      )d) 

 
Figure 1:  a) X400 phase contrast microscope of bacteria and chitin in the culture medium before the 

washing process. b) Phase contrast microscope X1000 of bacteria and chitin in the culture medium before 

the washing process. c) X100 phase contrast microscope of chitin flakes. d) Phase contrast microscope. 

X400 bacteria and chitin in the culture medium after washing and vigorous vortexing (Arrowhead 

indicates of the bacteria). 
 

 
Figure 2: Comparison of antibody titer (based on SP percentage) of Biofilm, Bacterin, Chitin and Non 

biofim in the common carp. 
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  بحث 

های بايوفیلم در برابر قرار گرفتن در معرض نور سلول    

ماوراء بنفش، سمیت فلزی، تماس با اسید، کمبود آب و 

 Hall-Stoodley etنیز بسیار مقاوم است ) يسفاگوسیتوز

al, 2004.)   صنعت پزشکی و بايوفیلم در همچنین

ها در برابر داروسازی به عنوان مقاومت دهنده به باکتری

همچنین برای مقاومت در  روند. ها به کار میبیوتیکآنتی

ها از بايوفیلم استفاده ها در استفاده از داروبیوتیکبرابر آنتی

استفاده از   (.Lindsay and von Holy, 2006گردد )می

تولید واکسن خوراکی توسط برخی  بايوفیلم باکتريايی برای

 Abhiman, 2014; Azad et) محققین استفاده شده است

2014 et al, Siriyappagouder; 2000 ;1999 al, .)  به

( از بايوفیلم باکتری 1999و همکاران ) Azadعنوان مثال 

سازی ماهی کپور معمولی برای ايمنی آئروموناس هیدروفیلا

 آئروموناس هیدروفیلابه غیر از بايوفیلم  استفاده کردند. 

ها نیز برای تولید واکسن خوراکی بايوفیلم برخی باکتری

ای مشابه از بايوفیلم در مطالعه  استفاده گرديده است.

روی میگو برای تولید  Vibrio alginolyticusباکتری 

واکسن خوراکی استفاده گرديد که باعث افزايش ايمنی شد 

(Sharma et al, 2010a.)   همچنین بايوفیلمVibrio 

alginolyticus  روی میگویPenaeus monodon   باعث

 Sharma et)افزايش مقاومت به بیماری و ايمنی میگو شد 

al, 2010b.)  Azad ( در2000 و 1999و همکاران )  مورد

واکسن بايوفیلم نیز از همین روش برای غیر فعال نمودن 

ولی در  استفاده کردند.  هیدروفیلاآئروموناس بايوفیلم 

های متفاوت استفاده شده است، تحقیقات ديگر از روش

ها برای غیرفعال نمودن ( از يون2017و همکاران ) Leeمثلا 

به  استفاده کردند.  Pseudomonas aeruginosaبايوفیلم 

رسد روش حرارت دادن، علاوه بر کارايی مناسب نظر می

ژن در روده نیز تسهیل عرضه آنتیو کم هزينه بودن، در 

همچنین به نظر  . (Azad et al, 1999; 2000) مؤثر باشد

رسد روش به کار رفته در اين تحقیق برای تولید بايوفیلم می

باکتريايی، علاوه بر مؤثر و کارا بودن، روشی ساده، ارزان و 

توان از آن به عنوان قابل انجام در سطح صنعتی بوده و می

نتايج  بايوفیلم استفاده کرد. واکسن ای برای تولید گزينه

در  آئروموناس هیدروفیلابادی ضد مربوط به عیار آنتی

ماهیان ايمن شده با واکسن بايوفیلم و واکسن معمولی 

داری )باکترين( به روش خوراکی نشان داد که تفاوت معنی

بادی ماهیان ايمن شده با تیمار کنترل به جز در تیتر آنتی

هر چند گزارشاتی از  (. P>0.05مشاهده نگرديد ) 20روز 

بادی بعد از تجويز واکسن خوراکی وجود افزايش عیار آنتی

ولی برخی گزارشات نیز حاکی  . (Nayak et al, 2004دارد )

بادی در ماهیان واکسینه شده به روش از عدم تغییر عیار آنتی

مشاهده  بادیهیچ تیتر آنتی 40خوراکی است که تا روز 

Abhiman (2014 )اما در مطالعه   .(Azad et al, 1999نشد )

را با روش  آئروموناس هیدروفیلاواکسن بايوفیلم خوراکی 

 درصد 225/0کیتین و  درصد 3/0)مشابه مطالعه حاضر 

( تولید نمود و در ماهی کپور معمولی TSBمحیط کشت 

 10و به مدت  CFU/g 1010گرم و دوز باکتری  40حدود 

در   روز خوراکی واکسن، همانند مطالعه حاضر تجويز شد.

( نیز واکسن بايوفیلم 1999و همکاران ) Azadمطالعه 

محیط کشت  درصد 225/0کیتین و  درصد 3/0خوراکی )

TSB به روش مشابه مطالعه حاضر تولید گرديد و بر روی )

و ماهی کاتلا   (.Labeo rohita Ham) های روهو بچه ماهی

.(Catla catla Ham و ماهی کپور معمولی )(Cyprinus 

carpio Lin.) گرم با دوز باکتری  5تا حدود  3های با وزن

( و به CFU/g) 1310، 1010، 710 آئروموناس هیدروفیلا

  وزن بدن صورت گرفت. درصد 5روز غذادهی و  15مدت 

 1310و  CFU/g 1010بادی در اين سه گونه در دوز تیر آنتی

هرچند  بود.  CFU/g 710 تر از تیمار داری بیشمعنی به طور

تفاوت چندانی با  CFU/g 1310بادی تیمار که تیتر آنتی

CFU/g 1010 .با افزايش روزها میزان تیتر   نداشته است

بادی افزايش پیدا کرده است و اين میزان افزايش در آنتی

و در کپور  50، در روهو تا روز 90ماهی کاتلا تا روز 

تیتر آنتی در ماهی کاتلا   بوده است. 60معمولی تا روز 
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به جز گروه  ( CFU/g) 1310، 1010، 710) تمام تیمارهابادی 

تیتر در ماهی روهو  ، همچنینشروع گرديد 10از روز  شاهد

شروع  20روز  از به جز گروه شاهد هاهمه تیماربادی آنتی

 CFU/g 710 واکسن بايوفیلم با غلظت گرديد به جز تیمار

همچنین ماهی کپور معمولی به   شروع شد.  30که از روز 

  1010 ،1310(CFU/g)تیمار بادی آوری تیتر آنتیطور تعجب

 CFU/g 710کرد به جز تیمار  شروع به افزايش 40از روز 

در  150همچنین در روز  داشت.  افزايش 30از روز  که

بادی تیتر آنتیبادی داشت و در کپور ماهیان کاهش تیتر آنتی

جا که در مطالعه حاضر افزايش تیتر  از آن  به صفر رسید.

مشاهده شد، با نتايج تحقیق فوق  20دار فقط در روز معنی

 وزن ماهیان اين تحقیقکه  با توجه به اين خوانی ندارند. هم

 رسدبه نظر میگرم بوده است  32گرم  4به جای  حاضر

  .بوده استار ذبادی تأثیرگتأثیر وزن ماهیان بر روی تیتر آنتی

و همکاران  Siriyappagouderمطالعه  درعلاوه بر اين 

 Channa(، واکسن خوراکی بايوفیلم در ماهی 2014)

striatus ( کیتین و  درصد 3/0به روش مشابه مطالعه حاضر

در اين   ( تولید گرديد.TSBمحیط کشت  درصد 225/0

آئروموناس گرم با دوز باکتری  15 ±35/0 ماهی وزن تحقیق

 5روز غذادهی و  20و به مدت  CFU/g 1010 هیدروفیلا

بادی نشان نتايج عیار آنتی  وزن بدن صورت گرفت. درصد

داری با گروه شاهد داد که تیمار بايوفیلم اختلاف معنی

خوانده شده از دستگاه الايزا در  ODداشته است، میزان 

دار بوده معنی 60تا  10واکسن خوراکی بايوفیلم از روز 

تیتر  20در روز که نتايج حاضر  ، لذا از اين نظر بااست

 خوانی دارد.هم دار بوده استبادی معنیآنتی

( تحقیق بر روی 2013و همکاران ) Vinayدر مطالعه     

بر روی  وناس هیدروفیلاآئرومواکسن خوراکی بايوفیلم 

  .را انجام دادند( Labeo rohitoگرمی روهو ) 15ماهی 

کیتین و  درصد 3/0واکسن بايوفیلم بر طبق روش حاضر )

دوز  ( تولید گرديد. TSBمحیط کشت  درصد 225/0

مورد  1010( CFU/gواکسن نیز مشابه روش مطالعه حاضر  )

وزن بدن  درصد 2روز و  20ش قرار گرفت و به مدت آزماي

نتايج حاصل نشان داد که  ماهیان غذادهی صورت گرفت. 

به میزان  60بادی از روز صفر تا ماهیان شاهد تیتر آنتی

و ماهیان تجويز خوراکی باکترين به میزان  1/0متوسط 

و ماهیان واکسن خوراکی بايوفیلم  2/0تا  15/0متوسط بین 

بادی هد تیتر آنتیداند، که نشان میداشته 7/0تا  4/0تیتر بین 

برابر شده است، در مقايسه با مطالعه حاضر البته بر  7تا  4

روز تجويز واکسن خوراکی  10روی ماهی کپور معمولی و 

در مقايسه با گروه شاهد  20بادی روز بايوفیلم تیتر آنتی

 40خوانی دارد اما در روز شده است که همبرابر  5بیش از 

و همکاران  Aramoon  .نی ندارندخوابا اين مطالعه هم 60و 

چالش باکتريايی در ادامه اين تحقیق بعد  نتايجبا  (2018)

روز تجويز خوراکی واکسن  10و مدت زمان  60از روز 

 به ماهی کپور معمولی آئروموناس هیدروفیلابايوفیلم 

داری نسبت به تیمار ايمن ( معنیدرصد 5/22افزايش بقای )

( نشان دادند درصد 5/12خوراکی )مولی شده با باکتری مع

که واکسن بايوفیلم اثر مثبتی بر ايمنی ماهی کپور داشته 

علاوه بر اين بر اساس درصد بازماندگی در گروه   است.

کیتین خوراکی و کیتین+محیط کشت خوراکی با يکديگر 

اند و اما از گروه شاهد میزان بازماندگی بالاتر بوده برابر بوده

رسد کیتین نیز در ايمنی و سلامت ماهی می است، که به نظر

  دار نبود.ثیر از نظر آماری معنیأمؤثر بوده هر چند اين ت

دار عیار بادی و افزايش معنیهمچنین بالا بودن تیتر آنتی

نسبت به  20بادی در تیمار واکسن بايوفیلم در روز آنتی

ه واکسن معمولی خوراکی، نشان داد که واکسن بايوفیلم ب

ژن واکسنی در شرايط لوله ر مؤثری با محافظت آنتیطو

های واکسنی شده و ژنتر آنتیگوارش، باعث تغییر کم

ژن تری در برابر آنتیسیستم ايمنی میزبان واکنش مناسب

و  Azad( و 2014) Abhiman در تحقیق نشان خواهد داد. 

( نیز روش تولید واکسن بايوفیلم باکتری 2000همکاران )

با استفاده از کیتین مشابه تحقیق  اس هیدروفیلاآئرومون

ها نیز با تولید واکسن بايوفیلم باکتری حاضر انجام شد، آن

کارايی مناسب اين روش  پوشش  آئروموناس هیدروفیلا

 دهی واکسن را گزارش نمودند. 
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( واکسن بايوفیلم 2021و همکاران ) Kaurدر مطالعه     

روز  20به مدت خوراکی را در ماهی روهو بررسی کردند 

غذادهی واکسن انجام شد و همانند مطالعه حاضر از کیتین 

به بعد  10که از روز به عنوان بستر بايوفیلم استفاده کردند 

تحقیق حاضر  20افزايش ايمنی داشته است که با روز 

و  Gopalakannanوه بر اين در تحقیق علا . داردهمخوانی 

Arul (2006 با بررسی کیتین و کیتوزان در غذای ماهی )

کپور معمولی اين دو ماده را محرك ايمنی ذاتی معرفی 

یزوزيم ل باعث افزايش فعالیتداری نمودند که به طور معنی

-به طور معنی (WBC)های سفید همچنین گلبول .ردندگمی

تر از گروه کیتوزان و شاهد بود بیشداری در گروه کیتین 

طور که در گزارشات فوق مشخص است، تولید  همان

بايوفیلم کیتین علاوه بر محافظت واکسن در تجويز 

پذير بر بیان خوراکی، تأثیر اين پلیمر طبیعی زيست تخريب

های گوارشی نیز در بهبود ايمنی مخاطی ماهی سايتوکین

  ژن واکسنی دارد.آنتیمؤثر بوده و نقش ادجوانی برای 

تری نسبت به کپور معمولی همچنین ماهی کاتلا ايمنی بیش

رسد تفاوت در میزان ايمنی به نظر می  و روهو داشته است.

ماهیان به واکسن بايوفیلم به نوع گونه ماهی، رژيم غذايی، 

تر واکسن و تجويز مدت زمان بیشدمای نگهداری ماهی، 

لذا با   مالاً سويه باکتری نقش دارد.نوع بستر بايوفیلم يا احت

توان نتیجه گرفت که واکسن میتوجه به نتايج حاضر 

هرچند   خوراکی توانايی در افزايش ايمنی در ماهی را دارد.

بادی ايمنی بالايی مشاهده نشد اما ايمنی از نظر تیتر آنتی

که در  رسد با توجه به ايننسبی مشاهده شد که به نظر می

روز واکسن خوراکی لحاظ  20مطالعات تجويز برخی 

پیشنهاد ده شده است، هگرديده است و افزايش ايمنی مشا

روز  20روزه تجويز خوراکی واکسن به  10گردد دوره می

 ارتقا يابد.
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Abstract 
    One of the methods of protection and slow release of vaccine antigens is the use of biodegradable natural 

polymers such as chitin in the bacterial biofilm substrate. The bacterium is complex and protected by the polymer 

substrate in the conditions of the digestive system, and finally, healthier vaccine antigens with better 

immunogenicity are provided to the intestine mucosal immune system of the fish. In this method, biofilm vaccine 

of Aeromonas hydrophila bacteria was done by culturing the bacteria in TSB medium (0.225% W/V) along with 

chitin (0.3% W/V) for 4 days in a shaker incubator. Afterward bacteria were washed with sterile PBS and were 

inactivated by heat. A number of common carp of 32 ± 11 g were divided into 5 equal treatments and each treatment 

was repeated three times as follows: the first to fourth treatment with biofilm vaccine, bacterin, media chitin and 

chitin + TSB respectively, by oral method during 10 days were immunized; the fifth treatment without vaccine 

administration was considered as the control group. Sampling of fish serum was done on days 0, 20, 40 and 60. 

Antibacterial antibody level in the samples was evaluated by ELISA test and by monoclonal antibody. The results 

showed that the antibody level of Aeromonas hydrophila in oral biofilm treatment on day 20 was significant 

compared to the other treatments, but it was not significant on days of 40 and 60. 
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