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Vinegar is a valuable food additive and preservative effective against food spoilage. 

Acetobacters are the most important bacteria in vinegar with significant worldwide importance 

in the vinegar production industry. Therefore, many studies have been done on these bacteria.  

This study aimed to isolate and identify acetic acid bacteria from vinegar by common bacterial 

culture methods and sequencing of the 16S rRNA gene. To isolate Acetobacter from vinegar, 

13 samples of different types of vinegar (made from grape, apple, and berry) were collected 

from various parts of Isfahan and transferred to the laboratory. The samples were cultured on 

specific media and identified using macroscopic and microscopic observations, and PCR through 

16S rRNA gene sequencing. Among the investigated samples, 3 Acetobacter samples 

were isolated. After performing PCR and comparing the sequence of the PCR product of all 

three 16S rDNA genes of bacteria with the data available in the NCBI gene bank, 99% similarity 

with Acetobacter pasteurianus was shown. By isolating Acetobacter from different types of 

vinegar, it is possible to investigate their ability to grow at high temperatures and with varying 

amounts of acetic acid and ethanol at various temperatures for the industrial applications of these 

bacteria. 
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Abstract 

Vibriosis caused by Vibrio harveyi is a significant disease in Asian sea bass, leading to massive 

mortality, reduced growth, and considerable economic losses in aquaculture. This study aimed 

to evaluate the efficacy of an oral vaccine containing inactivated Vibrio harveyi with 

nanochitosan as an adjuvant on the immunity and survival of Asian sea bass. A total of 180 

fingerlings (average weight 10 g) were divided into three groups: a control group (non-

vaccinated), a group vaccinated with nanochitosan-adjuvanted vaccine, and a group vaccinated 

without adjuvant. Oral vaccination was administered in two rounds (days 0 and 14), with each 

round consisting of three daily feedings. All groups were maintained under identical conditions 

for 12 weeks and fed daily at a rate of 4% of their body weight. On day 70, a pathogen challenge 

was conducted via intraperitoneal injection of live Vibrio harveyi, and mortality was recorded 

over 7 days. The group receiving the nanochitosan-adjuvanted vaccine exhibited a stronger 

immune response (p < 0.05), higher survival, and improved growth compared to the control 

group. This study is one of the first in Iran to use a native strain of Vibrio harveyi and oral 

nanochitosan as an adjuvant, representing key innovations. The findings highlight the potential 

of the nanochitosan-adjuvanted oral vaccine in controlling vibriosis and may pave the way for 

future research into developing effective oral vaccines for aquaculture. 
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  مقاله پژوهشی              
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 چکیده 

است که منجر به تلفات گسترده، کاهش رشد و خسارات    ياییآس  بسیس  یمهم در ماه  هایيماریاز ب  یکی  یهارو  یبریوواز    یناش  یبریوزو

با ادجوانت    یهارو  یبریووشده  کشته    یواکسن خوراک  یاثربخش  یابیمطالعه با هدف ارز  ین. اشودیم   پروریی توجه در آبز قابل    یاقتصاد

شدند:    يمگرم( به سه گروه تقس  10وزن    يانگين)م  یماه  بچه  180انجام شد. تعداد    ياییآس  بسیس   یماه  یو بقا  یمنیبر ا  يتوزاننانوک

در دو نوبت    یخوراک  يناسيونشده بدون ادجوانت. واکس  ينهو گروه واکس  يتوزانشده با نانوک  ينهگروه کنترل )بدون واکسن(، گروه واکس

  ی نگهدار   یکسان  یطهفته در شرا  12مدت  ها به  در روز صورت گرفت. همه گروه   یه صورت سه بار تغذ( و در هر نوبت به14و    صفر  ی)روزها 

  يان به ماه  یهارو   یبریوزنده و  یباکتر  یصفاق  یقبصورت تزر  زاییيماری ، چالش ب۷0شدند. در روز    یهوزن بدن تغذدرصد    4  و روزانه معادل  

بالاتر و رشد    یبقا (،  p<0.05)  تری قو  یمنیپاسخ ا  يتوزانا نانوککننده واکسن ب فت یا. گروه دریدروز ثبت گرد  ۷  یانجام شد و تلفات ط

  يتوزان و نانوک  یهارو  یبریوو  یاست که از سوش بوم  یرانها در اپژوهش   يناز اول  یکیمطالعه    یننسبت به گروه کنترل داشت. ا  یبهتر

با   یواکسن خوراک يلدهنده پتانسنشان هایافته ین. اشوندیم حسوبآن م يدیکل هایی عنوان ادجوانت استفاده کرده و نوآور به یخوراک

 باشد.   پروریی مؤثر در آبز  یخوراک  یهاتوسعه واکسن   یبرا  یندهآ  يقاتتحق  یراهگشا   تواندیاست و م  یبریوزدر کنترل و  يتوزاننانوک

 ادجوانت  يتوزان،نانوک  بس،ی س  یواکسن، ماه  ،یهارو   یبریوو :کلمات کلیدی
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 مقدمه 

جهان    یی غذا  یعصنا  يانرشد را در م  ترینیعسر  پروریی صنعت آبز

متراکم    یهااز مزارع کوچک تا مجتمع  یانآبز  يد. تولکندیتجربه م

  المللی ينتا ب  یآن از سطح محل  یعو دامنه توز  شودیرا شامل م

  ی از اهداف اصل  یکی  یماه  يتتراکم جمع  یشگسترده است. افزا

ا  پروریی آبز با  افزا  ل،حا  یناست؛  باعث  بالا    يوعش  یشتراکم 

مهم  یکی.  شودیم  ی عفون  هایيماریب   ها، يماریب  ین ا  ینتراز 

و    دهدیقرار م  يررا تحت تأث  پروریی است که صنعت آبز  یبریوزو

 (.1) به همراه دارد یقابل توجه یخسارات اقتصاد

در  يعی وس  يف ط  ویبریوها جانداران  و  یایی،از    ها، یماه   یژه به 

گرم    هایباکتر  ین. اکنندیرا آلوده م  یایی در  یهاو صدف  يگوهام

خم  ياری،اخت   هوازییب  ی،منف دارا  شکليدهمتحرک،   یک  یو 

قطب و در مح  یتاژک  شور،   ی هاآب  یژه وبه  ی، آب   هایيطهستند 

رشد    خوبیبه  نمک  درصد  2–4در حضور    یبریوها . وشوندیم  یافت

(. اگرچه 2)  کنندیدرصد نمک را تحمل م  8و تا غلظت    کنند یم

و  یهاگونه و  توانندیم  یبریومختلف  ماه  یبریوزیسعامل    ن يادر 

عنوان عامل  به  (vibrio harveyi) ویبریو هاروی  اماباشند،    یاییدر

گزارش شده است    يایی آس  بسیس  ی در مزارع پرورش ماه  یاصل

ماه 4  و   3  ,1) ط  هایی(.  ضا  يعی وس  يفآلوده  نشان    یعاتاز  را 

نکروز   یت،گاستروانتر  ی،کور  یا  یچشم  یعاتشامل ضا  دهند،یم

پوس  یزیرفلس  ی، پوست  ی هازخم  ی، عضلان )  يدگی و  (.  5باله 

  بس یس   يانماه  يماری،ب  یندر معرض ا  یانآبز  يتجمع  ینتربزرگ

م  ياییآس )  يگوها و  گزارش8- 6هستند  طبق  خ(.   سارتها، 

و  ی ناش  یاقتصاد مالز  یبریوزاز    4/۷حدود    1990در سال    یدر 

  درصد   2–3تلفات روزانه    يز،ن  یران(. در ا1دلار بوده است )  يليونم

  یده روز گزارش گرد  4تا    3  یط  یدرصد  80  تلفات  و   مزمن   فرم  در

 (.9) است

کنترل   ی سنت  روش  يمياییو سموم ش  هابيوتيکیاز آنت  استفاده

دل  یاییباکتر به  اما  ا  ینههز  يلاست؛    یی، دارو  مقاومت  یجادبالا، 

  یی،گوشت و مشکلات اجرا  يفيتکاهش ک  محيطی،یست اثرات ز

مورد توجه قرار گرفته    یمنیا  ی هاها و محرکواکسن  یگزینیجا

( واکس11،  10است  مؤثرتر  یکی  يناسيون(.  برا  یناز   ی راهکارها 

استفاده از   پروری،یاست. با رشد صنعت آبز  یان آبز  یمنیا  یشافزا

نواکسن محدود  یافتهگسترش    يزها    یهاروش  هاییتاست. 

غو  یقیتزر قفس  یورطهو  به   یایی، در  یهادر  توجه  موجب 

مانند سهولت    یایی روش مزا  ینشده است. ا  یخوراک  یهاواکسن

دوره  هزینهکاهش    یز،تجو در  استفاده  امکان  و  استرس،    ی هاو 

با توجه به کوتاه بودن دوره    ين،دارد. همچن  ی ماه  یمختلف زندگ

وجود دارد    یادآوربه دوز    يازن  يان،در ماه  یمنیا  يستمس  یداریپا

  .(12) کندیامکان را فراهم م ینا یخوراک يناسيونکه واکس

همراه    یبریوو  یخوراک  یهااند که واکسن نشان داده  يراخ  مطالعات

نانوک ادجوانت  ماه  يتوزانبا  و    يایی آس  بسیس  ی در  بوده  مؤثر 

)کرده  یجاد ا  یتوجهقابل  یمنیا واکسن  یکی (.  13اند    ی هااز 

هاروی  یخوراک پ   یمبتن  ویبریو  باکتر  يکرهبر  توسط    یایی، کامل 

واکسن با ادجوانت   ینشد. ا  ائهار  2022محمد و همکاران در سال  

افزا را کاهش داد و  تلفات  پالم،   یدرصد  56/22وزن    یشروغن 

 (. 12) کرد یجادا

اهم  با به  در   یبریوزو مشکلات  و   یخوراک  ی هاواکسن  يتتوجه 

پژوهش،    ین هدف از ا  یران،ا  یپرورش  يگوهایو م  بسیس  يان ماه

در    بس یس  یماه   یبر رو  یخوراک  یشیواکسن آزما   یک  یابیارز

آزما ا باشدیم   یشگاهیسطح  در  باکتر  ین.  از  کشته   یمطالعه، 

بوم  یهارو  یبریوو اژدر  شدهیجداساز  ی)سوش  و   یتوسط 

نانوک  همکاران ادجوانت  شد   یداخل  يتوزانو  .  (14)  استفاده 

و  يتوزاننانوک واسطه  تحر  هایییژگیبه  س  یکمانند    يستممؤثر 

 ژن یحفاظت از آنت  ییمعده، و توانا  یطبالا در شرا  یداریپا  یمنی،ا

برابر تخر ادجوانت مؤثر در واکسن به   یب،در   یخوراک  یهاعنوان 

قرار   استفاده  همچن16,  15)  گيردمیمورد  در   يتوزانک  ين،(. 

و واکسن   یروسیاسهال و  یمانند واکسن خوراک  یانسان  یهاواکسن

که    ی(. در مطالعه ا18,  1۷کاربرد دارد )  يزآنفلوانزا ن  ی داخل دماغ 

عل )  يشاهیتوسط  همکاران  از 2018و  استفاده  گرفت،  انجام   )

کشته  به   يتوزاننانوک واکسن  در  ادجوانت    آئروموناس عنوان 

  بادی یآنت  يترت  داریمعن  یشجر به افزاکپور، من  یدر ماه   يدروفيلاه

 یبر رو  يشين(. با وجود مطالعات پ 19)  ید گرد  یمنیا  یو فاکتورها

پژوهش  یهاادجوانت  بر   یمعدود  یها مختلف،  همزمان  طور  به 

  یی ادجوانت نانو  یکو    زايماری ب   ی سوش بوم  یکاستفاده از    یرو

واکسن   یک( در قالب  يتوزان)مانند نانوک  اخلیصرفه و دبهمقرون 

شده  بسیس  یماه   یبرا  یخوراک بنابرامتمرکز  شکاف    ین،اند. 

زم  یدانش خوراک  يونفرمولاس  یکارائه    ينهدر  کاملاً    یواکسن 

 پروریی در صنعت آبز   یبریوزمقابله با و  یبرا  یکارآمد و عمل  ی،بوم

ا  یرانا دارد.  پر کردن    ینوجود  با هدف  با    اینمطالعه  و  شکاف 

 يه عل  يتوزاننانوک  یحاو  یواکسن خوراک  یاثربخش  یررسب  یتمأمور

  یطراح  بسیس  ی در ماه  ی سوش بوم  یکاز    ی ناش  یبریوزو  يماریب

 .و اجرا شد

   ها روشمواد و 

 ی ماهگیری نمونه
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  يانگين با م(Lates  calcarifer)  بسیس  ی قطعه ماه  180تعداد   

 يه( تهيکسا)راموز، ن  یاییدر  یگرم از مراکز پرورش ماه  10وزن  

روز   10مدت به يان ماه ی،از سلامت و سازگار يناناطم یشد. برا

 یندرا  و  ینگهدار  شده یآب دکلره و هواده  یحاو  یدر تانک ها

استان فارس(    يضاء، )شرکت ب  یتجار   یبا غذا  زدوره، سه بار در رو

 20  یشور  گراد، یدرجه سانت  28آب حدود    یشدند. دما  یهتغذ

ppt و PH این پژوهش با اخذ(. 20ثابت نگه داشته شد ) 5/۷برابر  

کم از  پژوهش  يتهمجوز  در  اخلا  (  یجانور  ی هااخلاق     ق:کد 

(IR.IAU.R.REC.1402.038  رعا  و اخلاق  یت با  اصول    ی کامل 

  .گردید انجام 

 یرفعال واکسن غ  تهیه

رو  یباکتر  دما NaCl 5/1٪  یحاو TSB يطمح  یبر    30  یدر 

ساعت کشت داده    16مدت  به  rpm 150و دور    گرادیدرجه سانت

ساعت انکوبه   18مدت  آگار به TCBS يطمح  یشد. سپس، بر رو

باکتر12)  یدگرد افزودن فرمال  یتمیدر فاز لگار  هایی(.  به    ينبا 

نها  درجه   4  یساعت در دما  24  مدت   به  درصد5/0  یی غلظت 

 PBS چهار بار با  يون(. سوسپانس12شدند )  يرفعالغ   گرادیسانت

و    یلاستر شد.  یفيوژسانتر  يقهدق 6000rpm   ،15 دردورشسته 

نها مک  یی غلظت  روش  اساس  برابر  بر     5CFU/g×610فارلند 

 ی(. برا22,  21,  12شد )  يمدرهر گرم( تنظ  یکلن   يل)واحد تشک

 یحاو TSA یبر رو  يوناز سوسپانس  یبخش  سازی،يرفعالغ   أیيدت

ساعت    24کشت داده شد و عدم رشد پس از    NaCl درصد 5/1

 (. 12) یدگرد یانکوبه بررس

 یاییباکتر  یهسو  یمولکول  تأیید

مورد    یهارو  یبریوو  یسوش بوم  یمولکول  یت هو  یيد به منظور تأ  

 (PCR) يمرازپل ایيرهمطالعه، آزمون واکنش زنج ین استفاده در ا

انجام گرفت )جدول  (Vhh) يزینژن همول  یاختصاص  یمرهایبا پرا

1) (23،24.)DNA   از ک  یژنوم استفاده   یاستخراج تجار  يتبا 

DNPاستخراج   )بر اساس دستورالعمل سازنده (يناکلون، شرکت س

واکنش نها PCR شد.  حجم   5/12شامل    يکروليترم  25  ییدر 

(، یرانا  يناکلون،)شرکت س PCR 2X از مخلوط آماده  يکروليترم

 DNA از  يکروليترم  2(،  يکومولپ   10)  یمراز هر پرا  يکروليترم  1

)تقر شده  و    50  یباًاستخراج  فاقد    يکروليترم  5/8نانوگرم(  آب 

در  (DNase/RNase-   free water) نوکلئاز واکنش  شد.  انجام 

دما  یکلرترموسا برنامه  با  آلمان(  گرد  یرز  یی)اپندورف،  :  ید اجرا 

  يکل س  35متعاقباً   يقه؛دق 5به مدت   C 94° در  يهاول  يوندناتوراس

 در  یمراتصال پرا  يه،ثان  30به مدت   C 94° در  يونشامل دناتوراس

°C 55 و گسترش در  يهثان  30مدت    به °C ۷2    يقه؛دق  1به مدت 

نها در  نها  یت و  مدت   C ۷2° در  ییگسترش  .  يقهدق  ۷به 

(  يناکلونجفت باز )شرکت س  100همراه با لِدر   PCR  محصولات

  Safe Stain يزیآمماده رنگ  حاویدرصد    5/1ژل آگارز    یبر رو

س باندهايناکلون)شرکت  الکتروفورز شدند.  نور DNA ی(   تحت 

UV تصو ثبت  دستگاه  آمر  یردر  )کوداک،  و  یکاژل  مشاهده   )

جفت   215در اندازه    یباند اختصاص  یکشدند. ظهور    یعکسبردار

در نظر گرفته  یهارو یبریوومثبت حضور  یيدبه عنوان تأ  (bp) باز

  .شد

 ادجوانت نانوکیتوزان  تهیه

استفاده     یونوتروپيک  يوناز روش ژلاس  يتوزان،نانوک  يهته  یبرا 

( بد25شد  ک2/0منظور،    ین (.  پودر  از    يه)ته  يتوزانگرم  شده 

  درصد 1  يکاست  يداس  ليتريلیم   100( در  يتوزانک  یرانشرکت ا

شد. سپس محلول   یاتاق نگهدار  یشب در دما  یک   مدت  به  و  حل

 5/0با غلظت   (STPP) سدیمفسفاتپلیی تر  لولشده و مح  يلترف

و به نسبت   يهته  ،دهندهعنوان عامل اتصالبه  ليترگرم بر ميلیميلی

با سرعت    يقهدق  15افزوده شد. مخلوط    يتوزانبه محلول ک  1:8

500 rpm (.2۷-25) یدهمگن گرد   pH  با  6/4  –  8/4به NaOH 

 يقهدق  40-30مخلوط    ژن،ی(. پس از افزودن آنت28شد )  يمتنظ

 (. 29،30) یدگرد ایزهموژن

 ژن یآنت-یتوزاننانوک  فرمولاسیون

افزوده و همگن    ژنآنتی  کل  از  درصد  10  يزانبه م  يتوزاننانوک 

( با م  یکنواختی(.  31,  25,  12شد    یالکترون  يکروسکوپپوشش 

.  یدگرد  یبررس TESCAN-Vega3 مدل (SEM) یروبش

 48اعمال و    یتجار  یغذا  یبر رو  یصورت اسپربه   يونسوسپانس

 (.32،33) خشک شد گرادانتیدرجه س  30 یساعت در دما

   (Safety) یمنیا  تست

ب  يناناطم  یراب ته  خطریاز  واکسن  دوز    يهبودن   5×610شده، 

CFU/fish (100  به  يکروليترم ماه   20(    ی صفاق  یقتزر  ی قطعه 

ماه جانب  14  يانشد.  عوارض  نظر  از   ی، رفتار  ييرات)تغ  یروز 

 (. 34،35) شدند یش کاهش اشتها( پا حالی،یب

 ها یماه  ی ساز  یمنو ا  تیماربندی

تکرار، هر تکرار    3به سه گروه )هر گروه    یطور تصادفبه  يانماه 

تقسیماه  20 آکوار  يم (  در  و  شرا  ایيشهش  هاییوم شدند   یطبا 

  24  سازی،یمناز ا  يش شدند. پ   ینگهدار  یکسان  يزیکوشيمياییف

ها به صورت گروه  یساز  یمن(. ا20اعمال شد )  یساعت گرسنگ

  :انجام گرفتیرز

بدون واکسن، گروه واکسن +    یمعمول  یبا غذا  یهگروه کنترل: تغذ

تغذيتوزاننانوک خوراک  یه:  واکسن    یحاو  یهارو  یبریوو  یبا 
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نانوک نانوک  يتوزان،ادجوانت  بدون  واکسن  تغذيتوزانگروه  با    یه: 

 (. 19) بدون ادجوانت یهارو یبریوو یواکسن خوراک

  ياناتاق، ماه  یاز خشک شدن غذاها به مدت دو روز در دما  پس 

  وزندرصد    4، سه نوبت در روز و با احتساب  14و    0  یدر روزها

دوز    خوراکی  واکسن  بدن، در  5CFU/g×610با    نمودند   یافترا 

(12،35.) 

صورت وزن در هر گروه به    يانگينم  رشد و افزایش وزن:  بررسی

 (. 36،3۷) یدو ثبت گرد يریگروز اندازه 60به مدت   یهفتگ

 یناسیونو آزمون آگلوت گیریخون 

  ياناز ماه  یاز تعداد  ی صورت تصادفبه    42و    28،  0  یدر روزها 

منظور،   ینا  یشد. برا  یانجام و سرم جداساز  يریگخون   ، هر گروه

بر  ميلی 100با    يانماه ب  ليترگرم   يهوش ب MS222 يهوشیماده 

 یینههپار  یهابا استفاده از سرنگ  یشده و نمونه خون از ساقه دم 

بعنوان ماده ضد انعقاد    یمسد  ین. از هپاریدگرد  یآورجمع   یلاستر

سرم، به مدت    یخون به منظور جداساز  یهااستفاده شد. نمونه

مدت    و سپس به  ینگهدار  گرادیدرجه سانت  4  یساعت در دما  24

  یجداساز  ی هاشدند. سرم  یفيوژسانتر g 5000با دور    يقهدق  10

گراد تا زمان انجام آزمون یدرجه سانت  - 20  یدر دما  یزرشده در فر

ع   ینگهدار روش    یهارو  یبریوو  يهعل  بادییآنت  يارشدند.  با 

  ی چاهک  96  هایيتدر پل (MAT) یاییباکتر  يکروآگلوتيناسيونم

رقت    هاییها با سر(. به طور خلاصه، سرم 38)  یدگرد  يریگاندازه

سال  یدوبرابر فسفات  بافر  با    يقرق (PBS) يندر  و  شده 

 ییدر غلظت نها)  ينشده با فرمال  يرفعالغ   کتریبا  يونسوسپانس

پس از اختلاط،    هايتمخلوط شدند. پل  (ليتريلیسلول در م 810

انکوباتور    24به مدت   قرار داده    گرادیدرجه سانت  25ساعت در 

شد   یفاز سرم تعر  یرقت  ینعنوان بالاتربه  بادییآنت  يارشدند. ع 

آگلوت واکنش  )   يناسيونکه  مشاهده  قابل    یهادانه  تشکيلقابل 

 (. 19) ( را نشان دادیترؤ

 زنده  ی با باکتر  چالش

   یهارو یبریووزنده  یچالش با باکتر ی، ساز یمنروز پس از ا ۷0 

( انجام شد.  يکروليترم  200)  1CFU/fish×۷10  یصفاق  یقبا تزر

نمونه  ۷تلفات   و  ثبت  گرفت  یکپاتولوژ  یبردار روز   صورت 

(35،39.)  

بقا    ی هایمنحنپس از چالش،    يانماه  یبقا  یسهو مقا   یابیارز  برای

ها با آزمون گروه  ينرسم شدند و تفاوت ب  Kaplan-Meierبا روش  

Log-rank  یداد. رویدگرد  یبررس  (Eventدر ا )مطالعه، مرگ    ین

از چالش تعر  یماه  ماه  یفدر دوره پس  و  پا  يانی شد  تا    یانکه 

به ماندند،  زنده  )دوره  شده  سانسور  منظور Censoredعنوان   )

شدند. 

 
 آسيایی   بسسی   ماهی  به  ویبریو هاروی  زنده  ميکروب  صفاقی  تزریق  .1  شکل                                 

              Figure 1. Intraperitoneal injection of live Vibrio harveyi into Asian sea bass (Lates calcarifer). 

 ی آمار  یلتحل

  معيار  انحراف  ±  يانگينصورت مبه  بادییآنت  يتررشد و ت  ی هاداده

(Mean ± SDمقا شدند.  ارائه  از گروه  ينب  یسه(  استفاده  با  ها 

به همراه    طرفهیک  ANOVAو آزمون    XXنسخه    SPSSافزار   نرم

( در p < 0.05)  دارییانجام شد. سطح معن  Tukey  يبیآزمون تعق

همچن شد.  گرفته  تحل  ن،ينظر  روش    ی هاداده  يلجهت  از  بقا، 

Kaplan–Meier  و آزمونLog-rank یداستفاده گرد . 

  نتایج 
،  PCR: آزمون  یهارو  یبریوو  یباکتر  يصتشخ  یبرا  PCR  يجهنت

 کرد.  أیيدترا  bp (Vhh) 215باند 
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   ویبریو هاروی  باکتری  مولکولی  تائيد  برای  شده  استفاده  اختصاصی  پرایمر  .1جدول                            

                          Table 1. Specific primers used for the molecular confirmation of Vibrio harveyi

 پرایمر نام  ژن  نام پرایمر  توالی (bp) باند طول منابع 

(23 ) 

(24 ) 

215 5´-TCAGTGCCTCTCAAGTAAGA-3´ 

5´-GCTTGATAACACTTCGCGGT-3´ 

Vhh 

 

VHF(F) 

VHR(R) 

                       

 یالکترون  یکروسکوپم   یو بررس  یلیتیتست استر

از    ه  48پس  انکوبه،  آلودگ  يچساعت  نشد.    ی گونه  مشاهده 

 .کرد  یيدمناسب نانوذرات را تا یعتوز یالکترون يکروسکوپم

در    ی باد  یآنت  يترت  28: در روز  یمنیو ا  يناسيونآزمون آگلوت  نتایج

به طور    ،يتوزانشده با ادجوانت نانوک  ينهگروه واکس  يانسرم ماه

  يچ در مقابل، ه (p < 0.05). گروه ها بود  یراز سا  يشترب  یدار  یمعن

(. بر  40,  39در گروه کنترل مشاهده نشد )  يناسيونیواکنش آگلوت

  بس یس   یدر ماه   یهارو  یبریوو ضد    بادیآنتی  يارع   یج، اساس نتا

واکس گروه  نانوک  ينهدر  با    گروه   در   ، 64  ±  1/512  يتوزانشده 

 صفر   کنترل  گروه  در  و  32  ±  1/256شده بدون ادجوانت    واکسينه

   .بود

 .مشاهده نشد یاعارضه  يچروز ه 14 یط یمنی،تست ا در

ارز  به تزر  یمنیا  یابیمنظور  با  دوز    (IP) یصفاق  یقواکسن،  آن 
610×5cfu/fish  14  یانجام شد. ط  بسیس  ياناز ماه  یدر تعداد  

  ی، حال یشامل ب يرطبيعیغ  یگونه علائم رفتار يچروز مشاهده، ه

  های یرنشانهسا یا يررنگ، مرگ و م ييرتغ ی،قراریب کاهش اشتها، 

خطر  یب  ید مؤ  یجنتا  ین. ایدگزارش نگرد IP یقمرتبط با تزر  ينیبال

 .بودن واکسن بود

 وزن   یشرشد و افزا  بررسی

 يتوزان شده با نانوک  ينهوزن در گروه واکس  یشروز، افزا  60پس از   

  يانگين(. مp<0.05بالاتر از گروه کنترل بود )  دارییبه طور معن

(  گرم  2/1±  3/25)  يتوزانشده با نانوک  ينهدر گروه واکس  یی وزن نها

 واکسينه   گروه.  بود(  گرم  8/0  18±/4با گروه کنترل )  مقایسه  در

 وضعيت   گرم،  0/1  ±  5/20  ییبا وزن نها   يزشده بدون ادجوانت ن

 . ( 3و 2)شکل  داشت يانی م

 

 
 ) روزه   60واکسيناسيون )  دوره  طول  در  مطالعه  مورد  بسسی  ماهيان  وزن  افزایشنمودار    .2  شکل

Figure 2. Weight gain of studied Asian sea bass (Lates calcarifer) during the 60-day vaccination period . 

 

week 0 week 1 week 2 week 3 week 4 week 5 week 6 week 7 week 8

control 10 14.26 18.85 22.4 20.5 22.2 25.25 30.5 33.5

nanochitosan 10 15.35 20.42 23.8 24.9 26.85 28.14 35.42 42.87

bacterin 10 13.88 17.32 19.4 21.5 24.83 24.5 30.83 35.2
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 و کنترل   يتوزانبا ادجوانت نانوک  ينهواکس  یدر گروه ها  بس ی س  يانماه  یزسا  یسه. مقا3شکل  

Figure 3. Comparison of Asian sea bass (Lates calcarifer) size in groups vaccinated with nanochitosan adjuvant and the control 

group.

 پس از چالش  و تلفات  بقا   نرخ  یبررس

آغاز  پس از چالش  ساعت    24از    ،کنترل گروهتلفات در  یجنتا  طبق

گروه    . در (5و    4  )شکل  رسيد  درصد 100به  شد و تا روز هفتم  

ساعت   ۷2از    يتوزانساعت و در گروه با نانوک  48بدون ادجوانت از  

بقا    يب(؛ ترتP<0.05در گروه با ادجوانت بالاتر بود )  شروع شد. بقا

  و   درصد   40  ادجوانت  بدون  ،درصد  80  يتوزانبا نانوک  یهادر گروه

 .بوددرصد صفر  کنترل

 
ی هارو   یبریوزنده و  یپس از چالش با باکتر   بسی س  يانماه  بقاینمودار  .  4شکل    

 Figure 4. Survival of Asian sea bass (Lates calcarifer) following challenge with live Vibrio harveyi. 

 

 

 سر و دهان   يهدر ناح  خونریزی  –تلف شده در گروه کنترل پس از چالش  بسی س  یماه.  5شکل  

       Figure 5. Mortalities in the control group of Asian sea bass (Lates calcarifer) post-challenge, showing hemorrhaging    

       in the head and mouth regions.

day 0 day 1 day 2 day 3 day 4 day 5 day 6 day 7

control 20 20 18 15 13 10 7 3

nanochitosan 20 20 20 19 18 17 16 15

bacterin 20 20 18 17 15 13 10 7
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 پاتولوژیک  ضایعات  سیبرر

کبد،  بافتی    عاتیضا  ک،یستوپاتولوژيه  های یبررس  در   مغز،  در 

شدت    ی کم  ی ابیارز  یطحال، آبشش و عضله مشاهده شد. برا  ه،يکل

تا    1)  یداخل  یکممهين  یازدهيامت   ستميس  کیاز    ، یبافت   عاتیضا

:  1: نمره  دی گرد  فیتعر  ریز  یارهاياستفاده شد که بر اساس مع(  5

 ی ري )درگ  فيخف  عهی: ضا2(، نمره  عهیسالم )فاقد هرگونه ضابافت  

- 25  یريمتوسط )درگ  عهی: ضا 3از بافت(، نمره    درصد   25کمتر از  

  درصد   ۷5-50  یري)درگ  دیشد  عهی: ضا4(، نمره  افتاز ب  درصد  50

  درصد   ۷5از    ش يب  یري)درگ  د یشد   اريبس عهی: ضا5از بافت(، نمره  

ی و  پرپلازیها ،یپرخون،  آبشش  بافت   از بافت و نکروز گسترده(. در

 در   عاتی ضا  ازيامت  نيانگياساس، م  نیبر امشاهده گردید که   نکروز

ادجوانت   نهي(، در گروه واکسدیشد)  4گروه کنترل    شده بدون 

تا شد)  5/2 واکسدیمتوسط  و در گروه  با    نهي(    توزان ينانوکشده 

 ل يتشک  و  احتقان  ،کبد   بافت  در.  شد   یابیتا سالم( ارز  في خف)5/1

  50حدود  مشاهده شد. همچنين،    (MMC)ی  مراکز ملانوماکروفاژ

  بافت  . دربودند  یتورم شکمدچار  کنترل  گروه    انيماهاز    درصد

نکروز    ، یپرخون  ، هيل  در ک   مشاهده گردید. موضعی    نکروز  ،عضله

  هایشکل  . (42,  41)ی گزارش گردید  پرخوننيز    در مغز  و   ها توبول 

 گوارشی  سيستم   ، عفونتگردن  ، ترتيب ضایعات سربه    10  تا   6

در گروه کنترل را مغز  پر خونی در  و    خونی در آبشش کم،  ماهی

دهد. نشان می

 
   چالش  از  پس  کنترل  گروه  بسسی  ماهی  گوارشی  سيستم  در  رنگ  زرد  عفونت  .6  شکل

Figure 6. Yellowish infection in the digestive system of Asian sea bass (Lates calcarifer) from the control group post-challenge . 

 

 

 

 
 بس در گروه کنترل ناشی از ویبریوز در آبشش ماهی سی   خونیکم  .  ۷شکل  

Figure 7. Anemia in the gills of Asian sea bass (Lates calcarifer) from the control group, induced by vibriosis . 

 
 بس در گروه کنترل ناشی از ویبریوز در مغز ماهی سی   پرخونی.  8شکل  

Figure 8. Hyperemia in the brain of Asian sea bass (Lates calcarifer) from the control group, induced by vibriosis . 
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: آبشش با  Cو نکروز در کنترل،     ی : آبشش با پرخونB:  ينهگروه واکس:  آبشش سالم در  A مختلف.  یهادر گروه   یآبشش  یعاتضا  یسهمقا.  9شکل  

 . در کنترل  یپرپلازیها

Figure 9. Comparison of gill lesions among different experimental groups. (A) Healthy gill architecture in the vaccinated group. (B) 

Gill with hyperemia and necrosis in the control group. (C) Gill with hyperplasia in the control group . 

 

 

 کنترل   گروه  بسسی  يانماه  مغز  در  پرخونی  .10  شکل
Figure 10. Hyperemia in the brain of Asian sea bass (Lates calcarifer) from the control group . 

 

 بحث

ا   ی ماه  سازییمن ا  یبرا  یخوراک  يناسيونمطالعه، از واکس  یندر 

سهولت اجرا   يلروش به دل  یناستفاده شد. ا  یبریوزو  يهعل  بسیس

استرس،   کاهش  کاربرد  یکیو  از    يشگيریپ   یهاروش   ترینیاز 

قفس  یع شا  هایيماریب و  مزارع  ماه  یهادر  محسوب   ی پرورش 

ا42)  شودیم با  اصل  ین(.  چالش    يناسيون واکس  در  یوجود، 

 ين و تضم  یخشن گوارش  يطدر مح  ژنیحفاظت از آنت  ی،خوراک

  ینا  يتروده است. موفق  یمنیا   ی هاجذب مؤثر آن توسط سلول

است    ژنی آنت  یرهاساز  يستمس  يقدق  یمستلزم طراح  ،یاستراتژ

ا بر  بتواند  )  ینکه  کند  غلبه  پ 43موانع  در   يراخ  هایيشرفت(. 

ها  چالش  ینحل ا  یرا برا  یادوارکنندهيام  ینانو، راهکارها  یفناور

 .اندارائه کرده

شده از    يهته  یمطالعه نشان داد که واکسن خوراک  ینا  هاییافته

پاسخ    يتوزان،به همراه ادجوانت نانوک  یهارو  یبریوو  یسوش بوم

کرد    یجادا  یگرد   یهابا گروه  یسهرا در مقا  تریی همورال قو   یمنیا

  بادی ی آنت  يارع   یسهمقا  ين. همچنيدو عملکرد رشد را بهبود بخش

  512/1)  يتوزانکننده نانوک  یافتگروه در  هها نشان داد کگروه  ينب

  ایمنی   پاسخ(  32  ±  256/1)  ادجوانت  بدون  گروه  به  نسبت(  64  ±

A B 

C 
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ا  یاشده  یتتقو متعدد  یجنتا  ینداشت.  مطالعات  جمله    یبا  از 

)  يقتحق همکاران  و  معن2022محمد  بهبود  که  ع   داری(   ياردر 

همسو   ردند،را با استفاده از ادجوانت روغن پالم گزارش ک  بادییآنت

( همچن12است  )  ين،(.  همکاران  و  بررس2008کومار  در    ی( 

  يایی، آس  بسیس  ی ماه  یبر رو  یبریوو  یواکسن خوراک  یاثربخش

(. در  13گزارش کردند )  یبریوزرا در برابر و  یتوجهقابل  زایییمنیا

( همکاران  و  وانگ  ن1992پژوهش  خوراکواک  يز(    یبریو و  یسن 
ماه   یلارومآنجو سطح   داریمعن  یشافزا  موجبسالمون    یدر 

ذکر    یان(. شا 44)  یددرصد گرد  3/80و بهبود نرخ بقا تا    بادییآنت

را   يتوزاننانوک کنندهیافتدر گروه در یمنیپاسخ ا یاست که برتر

 یکپارچهنه تنها به نقش آن به عنوان ادجوانت، بلکه به عملکرد  

  دنسبت دا  توانیمهوشمند    یرهاساز  يستمس  یکآن به عنوان  

را  "ی ذات یمنی ا یکتحر"و  "ژنیحفاظت از آنت"که هر دو جنبه 

 (.45) کندیبه طور همزمان فراهم م 

بالاتر    یی بعلت کارا  یهارو  یبریوو  ی مطالعه حاضر، از سوش بوم  در

(. استفاده  4۷ ،46،14استفاده شد ) يربومیغ   یهانسبت به سوش 

 یمنطق  یاستراتژ  یکواکسن،    يون در فرمولاس  ی بوم  یهااز پاتوژن

م محسوب  هدفمند  آنت  یراز  شود، یو  با    یبهتر  ژنی یتطابق 

  یجاد خاص ا  ياییجغراف  نطقهم  یکدر حال گردش در    های یه سو

انمایدیم ط  ،امر  ین .  برابر  در  متقاطع  محافظت    يفاحتمال 

 ين (. همچن48)  دهدیم  یشرا افزا  يدانیم  هاییزوله از ا  تریيعوس

ا نانوک  یندر  ادجوانت  و    یداخل  یفراوان  يلدلبه  يتوزانپژوهش، 

انتخاب گرد  ینههز اید کم  نانوک  ین.  داد که  نشان    يتوزان مطالعه 

  يسم. مکانکندیرا حفاظت م  ژنیو آنت  یکرا تحر  یمنیتم ايسس

از چند عامل باشد: اولاً،    ی ناش  تواندیم  يتوزاننانوک  يرثأ ت  یاحتمال

مثبت، به    یاندازه کوچک و بار سطح  يلبه دل  يتوزاننانوذرات ک

سلول  یراحت جذب  و  کرده  عبور  روده  مخاط    منی یا  یهااز 

 یرهاساز  يستمبه عنوان س  انوذراتن  ینا  ياً،(. ثان16,  15)  شوندیم

آنت و  کرده  عمل  شده  تجز  ژنیکنترل  برابر  در  مح  یهرا   يط در 

  ی خود دارا  ،يتوزان(. ثالثاً، ک25)   کنندیمعده محافظت م   يدیاس

با فعال کردن ماکروفاژها    تواندیاست و م   ی ذات  زایییمنیا  يتخاص

 یت تقو  را  یمنیپاسخ ا التهابی،يشپ   هایيتوکين س  يدتول  یشو افزا

( جد19کند  مطالعات  م  یدتر(.  نانوک  دهندینشان   يتوزان که 

مانند    یمنی، مرتبط با پاسخ ا  یها ژن  يانب  یشباعث افزا  تواندیم

تومور  ها، ینترلوکينا  یهاژن  نکروز  و  (TNF-α)  آلفا  یفاکتور 

  ین شود که ا  ی ماه  يدیلنفوئ  یها در اندام (IFN-γ) گاما  ینترفرونا

 (. 49) دهدیآن ارائه م یاثربخش یبرا ترییقو  لیمولکو یهامر پا

پس از چالش    يتوزانشده با نانوک  ينهنرخ بقا، گروه واکس  ينهزم  در

باکتر بقا  یبا  در   يزانم  این  که  داد  نشان  را  درصد  80  یزنده، 

شده بدون    واکسينه  گروه   و(  درصدصفربا گروه کنترل )  یسهمقا

( ا  چشمگيری  بهبود(  درصد  40ادجوانت  با    یج نتا  ینداشت. 

در   را رصدد ۷5-85 ی( که بقا201۷و همکاران ) ینمطالعه نگو

گزارش کردند،    یهارو  یبریوو  يه شده عل  ينهواکس  یخوراک  یماه 

  یک   یجاددهنده ابالا نه تنها نشان  ی(. نرخ بقا39مطابقت دارد )

ا قو  یمنیحافظه  م  یهومورال  بلکه  از    یحاک  تواندیاست، 

ا  یسازفعال پاکساز  يزن  ی سلول  یمنیمؤثر  در  که    ی باشد 

  (.50)دارد يدینقش کل یداخل سلول یهاعفونت

 ينه د رشد در گروه واکسبهبود عملکر  یگر،مهم د  یهایافته جمله    از

نسبت به    يشتروزن ب  افزایش  درصد  85/21)  يتوزانشده با نانوک

  يص تخص  يجهو در نت  یایی به کاهش بار باکتر  توانیکنترل( را م

انرژ  ا  یبهتر  ام  یافته  ینبه رشد نسبت داد.  و   يردنيلبا گزارش  

( ماه2022همکاران  در  را  رشد  بهبود  که   ينهواکس  بس یس  ی ( 

با کاهش    يناسيون(. واکس36دارد )  یشده مشاهده کردند، همخوان

ب شاخص   یربالينی،ز  هایيماری بروز  بهبود    یلتبد   یهاباعث 

کل (FCR) خوراک سلامت  نها  شودیم   ی ماه  ی و  در    یت که 

 (. 51) دهدیم یشمزرعه را افزا یاقتصاد یوربهره

 یری گ نتیجه

انجام شد،    یشگاهی کنترل شده آزما  یطمطالعه در شرا  یناگرچه ا 

را    يتوزاننانوک  یحاو  یواکسن خوراک  ی بالا  يلآن پتانس  یجاما نتا

واکسن    ین. ادهدینشان م  یاستفاده در مزارع پرورش ماه  یبرا

ا با  تنها  ا  یجادنه  قو   یمنیپاسخ  به   یهمورال  بقا  نرخ  بهبود  و 

)  طریق  از  بلکه  ،درصد80 رشد  عملکرد   درصد  85/21بهبود 

برابهمقرون   ایینهوزن(، گز  افزایش از   يشگيریپ   یصرفه و مؤثر 

. با توجه به  شودیمحسوب م  یرانا  یایی در  یهادر قفس  یبریوزو

هز  یدسترس و   يون فرمولاس  ینا  يتوزان،نانوک  یينپا   ینهآسان 

ه  يعل  یخوراک  یاهتوسعه واکسن  یبرا  ییبه عنوان الگو  تواند یم

. يردمورد استفاده قرار گ  يزن  پرورییمهم در آبز  یهاپاتوژن  یرسا

  ياس در مق ی انجام مطالعات بعد ی،فناور ینا سازییکاربرد یبرا

  يناسيون طول مدت محافظت و برنامه واکس  یابیو ارز  صنعتیيمه ن

 . رسدیبه نظر م یضرور( Booster dose) یتیتقو

 تقدیر و تشکر 

پژوهش توسط    ینا  یمال   يبانیخود را از پشت   یقدردان  یسندگاننو

س ش  يمياشرکت  م  يرازواکسن  همچننمایندیابراز  از   ين. 

تحق موسسه  رشد  مرکز  در  محترم  مسئولان  و   يقاتکارشناسان 

آزما  یراز  یسازواکسن و سرم   ین ا  یشگاهیکه در انجام مراحل 

 .شودیم یگزارسپاس يمانهنمودند، صم یهمکار يقتحق
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