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 هایلاین نژاد گ ارتخم مرغ در  Vibrio fluvialis شدهشده از باکتری کشتهارزیابی واکسن تهیه

W36 
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 چکیده

شااود. ایاان های اقتصااادی قاباال توجااه میموجااب بیماااری در ماهیااان پرورشاای و  اارر Vibrio fluvialisباااکتری 

ایمونوگلوبااولین زرده  اسااتفاده از تکنولااوژیباشااد. باااکتری پاااتوژن انسااانی و ،ناادین نااوع از ماهیااان پرورشاای دریااایی می

. هاد  از مطالعاه هاای میکروبای فراوانای ماورد اساتفاده قارار گرفتاه اسات( تاا کناون بارای کنتارل عفونتIgYمره )تکم

باشاد. بااکتری گاذار میپا  از تزریاق باه ماره تکم  V. fluvialisحا ر بررسای و ارزیاابی واکسان تهیاه شاده از بااکتری 

V. fluvialis درصااد مجاااور شااد. سااپ  ساالول باااکتری بااه همااراه  15/1  مااای ، بااا فرمااالئین در محاای پاا  از کشاات

هاا تاا بلاوه نوبات تزریاق شاد، افازایش وزن مره 7گاذار ناژاد هاایلاین در هاای تکماجوانت فروند به عنوان واکسن باه مره

 ااد  IgGایی مااره مااورد ارزیااابی قاارار گرفاات، سااپ   زمااایش ا یاازا غیاار مسااتقیم باارای شناسااو تولیااد تکمجساامی 

هاا در طاول  زماایش و تعاداد طراحای و اجارا شاد. تزریاق واکسان تهیاه شاده در افازایش وزن مره  V. fluvialisبااکتری 

هاای هاایپر ایمان شاده پا  از باادی در سار  مرهدار نباود و  زماایش ا یازا نشاان داد تیتار  نتیها معنایمرهو وزن تکم

اسات. باا توجاه باه نتاای  باه دسات  ماده و نتاای  مطالعاات ساایر محققاین  رسایده 1:12811تزریق ،هارمین بوستر باه 

زایی منتقال شاده باه زرده اسات، تواناایی مهاار بیمااری IgG( کاه هماان IgYماره )باادی زرده تکمرساد،  نتیبه نظار می

 این باکتری را در حیوان  زمایشگاهی و مزرعه دارد.

Vibrio fluvialis گذار، جوانت فروند، مره تکما واژگان کلیدی:
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 مقدمه

سااااااکنین  ویبریاااااو هاااااای جااااان  باکتری

هااای محاال هااا و  بهای  باای دریااایی، خلی اکوسیسااتم

ی گار  منفای هااباکتریپرورش میگاو و مااهی هساتند، 

طلب هاااای فرصاااتاکااااراع پاتوژن ویبریاااو و خمیاااده  

ویبریاااااو . (1)ماااااهی، خزنااااادگان و پساااااتاندارانند 

یاا  باااکتری گاار  منفاای  (V. Fluvialis) فلاویااالی 

لااوژی ایاان باااکتری بااه باشااد. مورفومی نساابتاع هالوفیاال

ای صااا  تااا کماای خمیااده اساات، توانااایی شااکل میلااه

هااای قطباای  ن حرکاات ایاان باااکتری از طریااق تاژ 

 باشد. می

V. fluvialis  نیاااز بااه ساادیم کلرایااد دارد، اکساایداز

گلاوکز و -تواناد دیمابت و نیترات مابات اسات کاه می

ها را تکمیاار کنااد و اسااید و گاااز دیگاار کربوهیاادرات

کناااد. ایاان بااااکتری از  ب، ماادفوع حیواناااات، تولیااد 

ماادفوع انسااان، فا االاب و محصااو ت غااذایی دریااایی 

هااای همااه بکش ایاان باااکتری در .جاادا شااده اساات

سااواحل  باای وجااود دارد و موجااب بیماااری در ماهیااان 

شااود های اقتصااادی قاباال توجااه میپرورشاای و  اارر

(2). 

در  (IgY) Immunoglobulin of Yolk بااادی نتی

منتفااال شاااده از سااار  ماااره باااه زرده  (IgG)واقااا  

 . اساااتفاده از زیسااات فنااااوری(3)باشاااد ماااره میتکم

  کاااربرد اهاادابااا  (IgY)مااره ایمونوگلوبااولین زرده تکم

(. 4اسااات )درماااانی و تشکیصااای در حاااال پیشااارفت 

هااا اولااین بااار هااا علیااه عفونتسااتفاده از ایمونوگلوبولینا

و تااا کنااون  مطاارح شااد و همکاااران  Bartzی هباه وساایل

هاااای میکروبااای فراوانااای ماااورد بااارای کنتااارل عفونت

. نتاای  مطالعاات مکتلاف (5)استفاده قارار گرفتاه اسات 

اثار مهااری  IgY ثابات کارده اسات کاه ایمونوگلوباولین 

باه طاور کلای  روز  هاا دارد وبر رشاد بسایاری از باکتری

مااره جهاات ایاال بااه اسااتفاده از زرده تکمبااه روز تم

کلونااال باارای اهاادا  کاااربردی و بااادی پلاایتولیااد  نتی

 .(6) یابداقتصادی افزایش می

هاااای اساااتفاده از ماااره باااه عناااوان میزباااان مزیت

بااادی در یاا  سااازی شااامل: حجاام بااا ی  نتیایمن

سااازی، ژن باارای ایمنمااره، نیاااز کاام بااه  نتاایزرده تکم

بااادی، رعایاات سااادگی و هزینااه کاام باارای تکلاایه  نتی

حقااو  حیوانااات )نیااازی بااه خااونگیری از مااره نیساات(، 

سابت باه حیواناات  زمایشاگاهی، عاد  طول عمار ماره ن

فعااال شاادن سیسااتم کمپلمااان پسااتانداران و عااد  

، پایاداری نسابی IgYتداخل باا فااکتور رماتوئیاد توسا  

 .(7–14)باشد در شرای  اسیدی، بازی و دمایی می

مااره تااا کنااون بااه طااور هااای زرده تکمبادی نتی

تشکیصاای  (13)ی  میاازی جهاات اهاادا  علمااموفقیاات

و همچناااین در  (17)و درماااانی  (16پیشاااگیرانه ) (15)

زای هاااای بیمااااریدامپزشاااکی در مقابلاااه باااا باکتری

 متنوعی استفاده شده است.

 IgYبااادی د  نتیای باارای تولیااایاان تحقیااق مقدمااه

از زرده  V. Fluvialisاختصاصاااای  ااااد باااااکتری 

در ایااان  .باشااادهاااای هاااایپر ایمااان شاااده میمرهتکم

تحقیق غیر فعاال شادن بااکتری در واکسان تهیاه شاده 

بررساای گردیااد و نیااز تااگثیر تزریااق واکساان باار میاازان 

گاااذار مااورد بررسااای قااارار گرفااات. تولیااد ماااره تکم

بااادی تیتاار  نتی همچنااین اثاار واکساان تهیااه شااده باار

 سرمی مره نیز تعیین گردید.

 هامواد و روش

  .Vسااویه اسااتاندارد باااکتری  کشييت بيياکتری:

fluvialis مرکااز ملاای  خااایر زیسااتی و ژنتیکاای ایااران  از

(IBRC بااا کااد )IBRC-M 10800  سااپ  شااد، تهیااه

 Brainو محاای  کشاات  Blood Agarمحاای  کشاات 

heart infusion broth  طبااق دسااتور شاارکت سااازنده

ساخته شاد و در اتاوکلاو قارار گرفات و ساایر تجهیازات 

های و لاااواز  ماااورد نیااااز از قبیااال ساااو  ، لولاااه

لیتاااری، سرسااامپلر و میلی15 زمایشاااگاهی، فاااالکون 

سااایر تجهیاازات مااورد نیاااز بااا اسااتفاده از اتااوکلاو در 

دقیقااه  15گراد بااه ماادت درجااه سااانتی 121دمااای 



  ...کشته  یشده از باکتر هیواکسن ته یابیارز                                                                                                                
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پلیاات حاااوی کشاات فعااال سااپ  اسااتریل شاادند. 

باکتری در زیار هاود  میناار بااز شاد و بار روی محای  

پلیاات در  تجدیااد پاساااژ یافاات.  Blood Agarجامااد 

 24گراد بااه ماادت درجااه سااانتی 31انکوباااتور بااا دمااای 

سااااعت قااارار داده شاااد. پااا  از اطمیناااان از عاااد  

در انکوباااتور  BHI لااودگی، باااکتری در محاای  مااای  

 24گراد بااه ماادت درجااه سااانتی 31دمااای شاایکردار بااا 

درصاد گلیسارول  21ساپ  باا  .ساعت کشات داده شاد

درجاااه  -73باااا دماااای  رمکلاااو  شاااد و در فریاااز

مراحاال بعااد از  ن بااه  و درگراد قاارار گرفاات سااانتی

 شد.عنوان  خیره باکتری استفاده 

 .Vپا  از خاار  کاردن بااکتری  ژن:تهیيه منتيی

Fluvialis دار  گااار خااونجامااد در محاای   ،از فریاازر

در  BHIو سااپ  در محاای  مااای   هکشاات داده شااد

لیتاااری کشااات داده شاااد. ساااپ  میلی 15فاااالکون 

دور در دقیقااه  3211هااا در سااانتریفیوژ بااا دور فالکون

(rpm)  دقیقااه سااانتریفیوژ شااد، در ایاان  5بااه ماادت

محلااول رویاای  ،مرحلاه در شاارای  اسااتریل هاود  مینااار

لیتار باافر میلی 15تری باا دور ریکته شاد و رساوب بااک

بااه خااوبی همگاان شااد و سااپ   (PBSفساافات سااالین )

در سااانتریفیوژ قاارار گرفاات و مجاادد محلااول رویاای دور 

 PBSلیتاار میلی 15ریکتااه شااد و رسااوب باااکتری بااا 

همگاان شااد و مجاادد در سااانتریفیوژ قاارار گرفاات ایاان 

تکرار شاد تاا مطمائن شاویم محای  کشات  مرتبه 3کار 

ساپ   .بااکتری جادا شاده اساتهای سالولبه خوبی از 

درصااد همگاان  15/1لیتاار فرمااالئین میلی11رسااوب بااا 

 37درصااد از فرمااالئین غلاایک  15/1شااده )فرمااالئین 

درجاه  37درصد تهیاه شاد( و در طاول شاب در دماای 

دور در  61دار باااا دور گراد، در انکوبااااتور شااایکرساااانتی

هاااا در قااارار گرفااات. روز بعاااد فالکون (rpm) دقیقاااه

دور در دقیقااه بااه ماادت  3211سااانتریوفوژ بااا ساارعت 

دقیقااه سااانتریوفوژ شاادند، سااپ  مااای  رویاای دور  11

هاا مجاددااع ریکته شد و رساوب سالول لیاز شاده باکتری

بااار  3همگاان شااد و ایاان کااار  PBSلیتاار میلی 11بااا 

انجااا  شااد تااا مطماائن شااویم فرمالاادئین از ساالول لیااز 

 ها به خوبی جدا شده است.شده باکتری

باه خاوبی همگان  PBSلیتار میلی 11این رسوب باا 

  5.1810 CFU/mlشااد و سااپ  بااه غلظاات معااادل

رسااانده شااد. باادین صااورت کااه جااذب نااوری حاصاال از 

تنظاایم شااد.  1متاار باار روی نااانو 611 ن در طااول مااو  

گراد  خیاره شاد و تاا ساانتی -73این محلاول در دماای

حقیااق بااه عنااوان مکاازن ساالول لیااز شااده انتهااای ت

 .(18)باکتری استفاده شد 

بارای  مااده ساازی واکسان  مماده سازی واکسين:

لیتر از محلاول  خیاره سالول لیاز شاده بااکتری میلی 1

لیتااری ریکتااه شااد، کااه ایاان محلااول در تیااو  دو میلی

غلظاات داشاات. سااپ    CFU/ml 810حاادوداع معااادل 

 11گراد بااه ماادت درجااه سااانتی 4هااا در دمااای تیو 

سااانتریفیوژ شااده و  rpm 10000دقیقااه بااا ساارعت 

میکرولیتار از محلاول رویای برداشاته شاد و  511سپ  

میکرولیتاار اجواناات فرونااد بااه  ن ا ااافه شااد. )در  511

تزریااق اول از اجواناات کاماال فرونااد )مرسسااه تحقیقااات 

سااازی رازی، کاار ، ایااران( اسااتفاده شااد واکساان و سر 

های بعادی از اجوانات نااقه فروناد اساتفاده و در تزریق

این ترکیب باه عناوان واکسان ماورد اساتفاده قارار  شد(.

 گرفت.

 عاادد 8تعااداد  گيي ار:تخمپييرورش مييرغ تهیييه و 

 83بااا ساان  2115سااال  W36هااایلاین  گااذارمااره تکاام

روزگاای کااه  خاارین واکساان دوره پااولتی را دریافاات 

کاارده بودنااد، )از کشاات و صاانعت بیدمشاا ، بیرجنااد، 

دانشااکده گااذار در ایااران( بااه محاال نگهااداری مااره تکم

 2در  صاااورت تصاااادفیدامپزشاااکی انتقاااال یافااات و به

. دمااای اتااا  پاارورش، بناادی شاادگااروه مساااوی گااروه

رطوبت، طاول روشانایی، ترکیباات جیاره و ساایر نکاات 

پرورشی طباق دفتر،اه راهنماای پارورش ماره هاایلاین 

W36  میاازان نااور تااا بلااوه  کنتاارل شااد. 2115سااال

ی بااود هفتگاا 18مااره کااه تقریبااا در ساان جساامی 

 5ساااعت روشاانایی )بااا شاادت نااور تقریباااع  12صااورت به
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ساااعت تاااریکی بااود کااه در نیمااه  12و  لااوک ( 15تااا 

ساااعت نااور شاابانه جهاات افاازایش مصاار  دان  1شااب 

در نظر گرفته شد، پا  از بلاوه جسامی تحریا  ناوری 

دقیقاه باه طاول  31لاوک ، و هفتاه ای  25انجا  شاد )

سااعت  16نایی باه روشنایی افزوده شاد( تاا میازان روشا

 رسید و تا پایان دوره به همین صورت ادامه یافت. 

جهاات  ااد  هييا:قرنطینييه محييل نگهييداری مرغ

عفاااونی هاااوای ورودی ساااالن از فیلتااار  ماااپ اولتااارا 

اسااتفاده  وات )فیلیااپ  لهسااتان( 31 (UVC)ویولاات 

شااد. جهاات جلااوگیری از ورود  لااودگی از طریااق درب 

ماباات در اتااا  سااالن بااه ترتیااب از فشااار منفاای و 

هااا اسااتفاده شااد. باادین ورودی و محاال نگهااداری مره

ها صاااورت طریاااق ورود هاااوا فقااا  از طریاااق تهویاااه

   VPH-15S2Sگرفاات. باارای تهویااه از دو عاادد فاانمی

)شاارکت دمنااده، ایااران(  (h3m/211بااا قاادرت تهویااه )

هااا بااا اسااتفاده شااد. ورود بااه داخاال اتااا  پاارورش مره

 ها بود. دعفونی دستها و ها و کفشتعویض لبا 

اش باارای هاار مااره متناسااب بااا نیاااز روزانااه جیييره:

 32گاااار  و در  55هفتگاااای در حاااادود  12کااااه در 

گاار  بااود در دانکااوری ریکتااه  11هفتگاای در حاادود 

 111هااا در دوره پاارورش باارای شااد. فرمااول جیااره مره

 . مده است 1کیلوگر  در جدول 

 

 کیلو گرم 111میزان مواد اولیه استفاده شده در جیره برای  -1جدول 

 گر  1151 دی کلسیم فسفات کیلو گر  68  رت

 گر  1111 کربنات کلسیم گر  3211 سبو 

 گر  3751 مکمل کیلوگر  5/21 سویا

 گر  321 نم  گر  3111 پودر گوشت دامی

 گر  روغن سویا گر  111 متیونین

 

در  هيا:مرغ و خيونگیری از ایمين سيازیبرنامه 

روز صاافر اولااین خااونگیری انجااا  شااد سااپ  در همااان 

روز اولااین واکساان تزریااق شااد پاا  از  ن در هفتااه اول 

خااونگیری دو  انجااا  شااد و در هفتااه دو  واکساان دو  

ایاان عملیااات  13)بوسااتر اول( تزریااق شااد و تااا هفتااه 

ادامااه یافاات. تزریااق واکساان بااا حجاام  2طبااق جاادول 

انساااولین در  میکرولیتااار باااا اساااتفاده از سااارنگ 511

سینه سمت راسات و سامت ،اپ ماره انجاا  شاد و در 

از حجاام واکساان در داخاال عضااله هاار ساامت نیماای 

(IM و نیماای )( دیگاار در زیاار پوسااتSC)  .تزریااق شااد

همااراه بااا اجواناات فرونااد ژن گااروه مواجهااه  نتاای بااه

همااراه بااا اجواناات  PBSبااه گااروه کنتاارل  و تزریااق شااد

تزریقااات بااا فاصااله دو هفتااه تکاارار شااد. تزریااق فرونااد 

بااه همااراه اجواناات کاماال  ژن نتاایشااد در نوباات اول 

 ژن نتاایتزریااق  بعاادی )بوسااتر(هااای در نوبت فرونااد و

 انجا  شد.به همراه اجوانت ناقه فروند 

 

نشان دهنده تزریق واکسن است و عدد  Vباشد، خونگیری می نشان دهنده خونگیری است و عدد مجاور من شماره Bتزریقاد و خونگیری ) -2جدول 

 باشد(مجاور من نشان دهنده شماره تزریق واکسن می

 13هفته 12هفته 11هفته 11هفته 1هفته 8هفته 7هفته 6هفته 5هفته 4هفته 3هفته 2هفته 1هفته روزصفر 

 B0 B1  B2  B3  B4  B5  B6  B7 خونگیری

  V1  V2  V3  V4  V5  V6  V7 واکسن

جهاات  در ایاان مرحلااه الایييزا غیيير مسييتقیم:

باااکتری  بااادی اختصاصاای  اادبررساای حضااور  نتی

 2بااادی در ساار  میاازان تیتاار  نتیویبریااو فلاویااالی  

مااره هاار گااروه توساا  روش ا یاازا غیاار  4مااره از 

 مستقیم، مورد بررسی قرار گرفت. 

پلیاات هااای ژن در کااف ،اه جهاات تابیاات  نتاای
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بااافر کربنااات باای  میکرولیتاار 100 (SPL, Koreaا یازا )

ساالول لیااز شااده  CFU/ml 710  ( کااهpH=9.8کربنااات )

درجاه  4ریکتاه شاد و پلیات در دماای باکتری داشات، 

بااه منظااور  گراد در طااول شااب انکوبااه گردیااد.سااانتی

کنتاارل اجاازا  واکاانش یاا  ،اهاا  فقاا  حاااوی بااافر 

هااا شااوی ،اه کننااده در نظاار گرفتااه شااد. شستکوت

 تااوئین %5/1حاااوی  PBST) PBSمرتبااه بااا بااافر  3

میکرولیتاار  151انجااا  شااد. جهاات باالا  کااردن از  (21

)حجماای/ وزناای(  PBSTدر بااافر  درصااد 5شیرخشاا  

 4در هاار ،اهاا  اسااتفاده شااد و در طااول شااب در 

گراد انکوباااه شاااد. ساااپ  شستشاااوی درجاااه ساااانتی

انجاااا  شاااد و  PBSTمرتباااه باااا باااافر  4هاااا ،اه 

انجااا  شااد و  1:12811تااا  1:111ها از سااازی ساار رقت

 37سااپ  میکروپلیاات در انکوباااتور شاایکردار در دمااای 

ساااعت انکوبااه شااد، باارای کنتاارل  2درجااه بااه ماادت 

درصااد باالا  شااد. NaCl  1منفاای یاا  ،اهاا  بااا 

شسااته شااده  PBSTمرتبااه بااا بااافر  4هااا مجااددا ،اه 

 anti-chicken IgG conjugatedمیکرولیتاار از 111و 

HRP (Sigma, USA, 1:2000)  در هاار ،اهاا  ا ااافه

درجااه  37ساااعت در دمااای  1شااد و پلیاات بااه ماادت 

مرتبااه  5هااا گراد انکوبااه شااد. مجاادداع ،اه سااانتی

 OPDسوبساترا گار  میلی 3شستشاو داده شاد. ساپ  

Sigma,USA))  لیتاار بااافر ساایترات فساافات میلی 5در

( ا ااافه 2O2Hمیکرولیتاار  ب اکساایژنه ) 3حاال شااده و 

میکرولیتار از محلاول حا ار باه هار ،اها   111شد و 

ا ااافه شااد و پلیاات در محاال تاااریکی قاارار گرفاات تااا 

میکرولیتااار اساااید  51واکااانش انجاااا  شاااد. ساااپ  

مااو ر جهاات توقااف واکاانش بااه هاار  5/2سااولفوری  

،اه  ا افه شاد. بارای قرائات جاذب ناوری از دساتگاه 

 ,Hiperion MPR4+, Readermarkا یااازا ریااادر)

Germany)   نااانومتر اسااتفاده شااد.  412در طااول مااو

هاای گاروه مواجهاه تقسایم بار سار  مره ODزمانی که 

OD هااای گااروه کنتاارل، بزرگتاار یااا مساااوی ساار  مره

 ن ،اهاا  بااه عنااوان  (2.1sample/control OD≤شااد ) 2,1

 (.  18تیتر  ن سر  انتکاب شد )

ی حاصاال از ایاان هاااداده ماااری تجزیااه و تحلیاال 

 SPSS Statistics 19بااا اسااتفاده از ناار  افاازار  قتحقیاا

 Independent sample T testاز  زمااون  .شاادانجااا  

دساات  مااده دار بااودن نتااای  بهباارای بررساای معناای

 P value < 0.05هااای کااه سااط، شااد، تفاوت اسااتفاده 

 دار در نظر گرفته شد.یمعنود ب

 نتایج

نتااای  کشاات باااکتری غیاار فعااال شااده توساا  

کااه بااا  Blood Agarفرمالدئیااد باار روی محاای  کشاات 

 24تکاارار انجااا  شااد، نشااان داد هاایچ کلااونی پاا  از  3

ساااعت انکوباساایون باار روی محاای  کشاات ایجاااد نشااد، 

کااه نشااان دهنااده غیاار فعااال شاادن باااکتری در شاارای  

 4ایجاااد شااده بااود. همچنااین نتااای  تزریااق واکساان بااه 

مااره در گااروه کنتاارل و  4ره در گااروه مواجهااه و ماا

هاااا در طاااول دوره پااارورش در بررسااای سااالامت مره

 P value ورده شاده اسات. باا توجاه باه اینکاه  3جدول 

هااای در نظاار گرفتااه شااده، باارای هاایچ کاادا  از فاکتور

دساات نیامااد، لااذا تفاااوت  ماااری به 15/1کااو،کتر از 

ین تعااداد هااا و همچنااداری در میاازان رشااد مرهمعناای

هااااا و وزن کاااال مرهمااااره و وزن تکمتولیااااد تکم

 ها حاصل نشد.مرهتکم

 هااا درهای  زمااایش ا یاازا باار روی ساار  مرهیافتااه

 8/2براباار بااا  s/nOD 14 مااده اساات. در روز  4جاادول 

بااه عنااوان  1:111باشااد لااذا می 1/2بااود کااه بزرگتاار از 

و  28، همچنااین در روز شااودتیتاار در نظاار گرفتااه می

هاااای ایااان عااادد باااه ترتیاااب در رقت 72و  56و  42

بزگتاااااااار  1:12811و  1:12811و  1:3211و  1:1611

هاا باه عناوان تیتار باشد کاه ایان رقتمی 1/2یا مساوی 

 1طور کااه در نمااودار شااوند. هماااندر نظاار گرفتااه می

باه  3پا  از تزریاق بوساتر مشکه اسات تیتار سارمی 

ا کاارده اساات، همچنااین، بعااد از روز شاادت افاازایش پیااد

بااقی ماناده اسات، کاه  12811بار روی تیتر سارمی  56



 مجتبی میرزائی و همکاران
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باشد.ژن( میاین باکتری ) نتیقاباال انتظاار باارای دهااد حاداکار تیتاار سارمی نشاان می

 
 نشان داده شده است( Mean±SDها )نتایج به صورد های بررسی شده در مرغفاکتور -3جدول 

 P value  زمون  ماری ترلگروه کن گروه مواجهه 

 Independent samples t test 718/1 55/35±156 54/21±154 افزایش وزن

 Independent samples t test 468/1 63/1±4/21 18/1±21 مره تولید شدهتعداد تکم

 Independent samples t test 877/1 6/15±1/46 5/16±6/46 مرهوزن تکم

 Independent samples t test 877/1 36/52±1/183 61/71±6/178 هامرهوزن کل تکم

   
 

 (OD Sample/OD Control) در گروه کنترل  ODبه میانگین  در گروه مواجهه  ODنسبت میانگین  -4جدول 

 زمان 

 71روز  56روز  42روز  28روز  14روز  1روز  رقت

1:111 2/1 8/2 6/3 8/3 1/4 5/4 

1:211 1/1 1/2 4/3 5/3 7/3 3/4 

1:411 1/1 1/1 1/2 3/3 4/3 1/4 

1:811 1/1 8/1 4/2 1/2 2/3 8/3 

1:1611 1/1 3/1 1/2 3/2 1/2 5/3 

1:3211 8/1 7/1 8/1 1/2 4/2 3/3 

1:6411 7/1 6/1 6/1 1/1 2/2 5/2 

1:12811 6/1 5/1 2/1 8/1 1/2 1/2 

 

 
 هفته 14سرمی طی تزریق واکسن تهیه شده در طول نمودار افزایش تیتر  -1نمودار 

 

 گیریبحث و نتیجه

V. fluvialis زایی اساات کااه علائاام باااکتری بیماااری

کنااااد، ایجاااااد می V. choleraروده ای مشااااابه بااااا 

درگیری انساان باا ایان بااکتری منجار باه اساهال  بکای 

درد، دهیدراتاه شادن متوسا  تاا به هماراه اساتفراه، دل

 . (11)شدید و اغلب تب است 

دساات  مااده از ایاان مطالعااه، واکساان طبااق نتااای  به

باه  V. fluvialisتهیاه شاده از سالول لیاز شاده بااکتری 

داری در افاازایش وزن هماراه اجواناات فرونااد تااگثیر معناای

گااذار از بلااوه جنساای تااا رساایدن بااه بلااوه مااره تکم

هااا مرهمااره و وزن تکاامجساامی، تعااداد تولیااد تکم

رساد اساتفاده از ایان روش بارای نداشت. لذا به نظار می

گااذار بااه منظااور تولیااد و تکلاایه سااازی مااره تکمایمن

ماااااره روش مفیاااااد و از زرده تکم IgYباااااادی  نتی
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 مناسبی باشد.

و همکاااران انجااا  شااد،  Zhuای کااه توساا  مطالعااه

سیساتم  طور مارثریباه انگایلارو  ویبریاو نشان داد که 

گاااذار را بااار انگیکتاااه کااارده و هاااای تکمایمنااای مره

 انگااایلارو  ویبریاااو اختصاصااای  اااد  IgYباااادی  نتی

در مطالعااه حا اار  .(21)توساا  ا یاازا شناسااایی شااد 

نتاای   زماایش ا یازا طراحای شاده نشاان داد کاه تیتار 

کاه باه عناوان  V. fluvialisهاا علیاه بااکتری سرمی مره

ژن مااورد اسااتفاده قاارار گرفتااه بااود از تزریااق  نتاای

سومین بوستر به بعاد باه باا ترین ساط، خاود رساید و 

هفتاااه تیتااار  2باااا اداماااه واکسیناسااایون باااه فاصاااله 

ی هاااایپر باااود کاااه نشاااان دهنااادههمچناااان باااا  

باشااد و تگییااد کننااده نتااای  ایمونیزاساایون موفااق می

 باشد.و همکاران می Zhuتحقیق 

اساااتفاده از  و همکااااران  Hiraiطباااق تحقیقاااات 

( علیااه IgYمااره)ایمونوگلوبااولین اختصاصاای زرده تکم

صااورت ماارثری منجاار بااه جلااوگیری از به ویبریااو کلاارا

-Chang. تحقیقااات  (21)هااا شااد بااروز وبااا در موش

Hong Li  باااادی و همکااااران نشاااان داد تولیاااد  نتی

انگاااااایلارو   ویبریااااااو علیااااااه  IgYاختصاصاااااای 

(V.anguillarumبااا موفقیاات صااورت گرفاات و بااه ) طور

انگاایلارو  پیشااگیری کاارد  ویبریااو هااای فونتماارثر از ع

و همکااااااااااران  Punyokun. در مطالعاااااااااات (22)

طور بااه هااروی ویبریاو اختصاصای علیاه   IgYباادی نتی

 . (23) میزی تولید و تکلیه شد موفقیت

با توجه به نتاای  بدسات  ماده از ایان تحقیاق تیتار 

در  V. fluvialisباااادی اختصاصااای  اااد بااااکتری  نتی

هاای هاایپرایمن شاده باه شادت افازایش پیادا سر  مره

باادی اختصاصای باه رساد ایان  نتیکرد، لذا به نظار می

مااره هاام منتقاال خواهااد شااد و بااا توجااه بااه زرده تکم

تحقیقااات سااایر محققااین در ارتبااا  بااا ممانعاات از 

باااه نظااار  ویبریاااو هاااای جااان  زایی باکتریبیمااااری

از زرده  IgY باااادیرساااد، تولیاااد و تکلااایه  نتیمی

هااای هااایپر ایماان شااده و اسااتفاده از  ن در مرهتکم

توانااد منجاار ،ااالش میکروباای حیااوان  زمایشااگاهی، می

شااود، بنااابراین   V. fluvialisزایی بااه کاااهش بیماااری

باشاد و اداماه نیاز باه تحقیاق بیشاتر در ایان زمیناه می

انجااا  مراحاال ایاان تحقیااق در برنامااه کاااری محققااین 

 است.

 اریسپاسگز

ناماااه دوره انیااااز پا یمقالاااه حاصااال بکشااا نیاااا

کااه شااماره  باشاادیماا یدامپزشااک یحرفااه ا یدکتاار

 1361535 راناادا ینامااه در ا انیااپروپااوزال پا یریااگیپ

داننااد کااه از . نویسااندگان برخااود  ز  میباشاادیماا

همکاااری کارشناسااان دانشااکده دامپزشااکی دانشااگاه 

رگلزایی زابل از جمله  قاای ساعید شاهریاری و خاانم سا

 تشکر نمایند.

 

References

1- Basti AA, Misaghi A, Salehi TZ, Kamkar 

A. Bacterial pathogens in fresh, smoked and salted 

Iranian fish. Food Control. 2006;17(3):183–8.  

2- Igbinosa EO, Okoh AI. Vibrio fluvialis: an 

unusual enteric pathogen of increasing public health 

concern. Int J Environ Res Public Health. 

2010;7(10):3628–43.  

3- Tizard IR. An introduction to veterinary 

immunology. WB Saunders.; 1977.  

4- Shin JH, Nam SW, Kim JT, Yoon JB, Bang 

WG, Roe IH. Identification of immunodominant 

Helicobacter pylori proteins with reactivity to H. 

pylori-specific egg-yolk immunoglobulin. J Med 

Microbiol. 2003;52(3):217–22.  

5- Bartz CR, Conklin RH, Tunstall CB, Steele 

JH. Prevention of murine rotavirus infection with 

chicken egg yolk immunoglobulins. J Infect Dis. 

1980;142(3):439–41.  

6- Tini M, Jewell UR, Camenisch G, Chilov D, 

Gassmann M. Generation and application of 

chicken egg-yolk antibodies. Comp Biochem 

Physiol part A Mol Integr Physiol. 

2002;131(3):569–74.  

7- Schade R, Staak C, Hendriksen C, Erhard 

M, Hugl H, Koch G, et al. The production of avian 

(egg yolk) antibodies: IgY. Altern Lab Anim. 

1996;24:925–34.  

8- Bizhanov G, Vyshniauskis GA. comparison 

of three methods for extracting IgY from the egg 



 مجتبی میرزائی و همکاران

  

08 

شر
ن

 هی
تازه

ر م
ا د

ه
ی

ب
کرو

اس
شن

 ی
شک

مپز
دا

 ی
 

لد 
ج

1
اره 

شم
/

1/
تاب

ر و 
بها

 نستا
19

31
  

yolk of hens immunized with Sendai virus. Vet Res 

Commun. 2000;24(2):103–13.  

9- Jensenius JC, Andersen I, Hau J, Crone M, 

Koch C. Eggs: conveniently packaged antibodies. 

Methods for purification of yolk IgG. J Immunol 

Methods. Elsevier; 1981;46(1):63–8.  

10- Polson A, Von Wechmar MB, Van 

Regenmortel MHV. Isolation of viral IgY 

antibodies from yolks of immunized hens. Immunol 

Commun. 1980;9(5):475–93.  

11- Larsson A, Balöw RM, Lindahl TL, 

Forsberg PO. Chicken antibodies: taking advantage 

of evolution—a review. Poult Sci. 

1993;72(10):1807–12.  

12- Gassmann M, Thömmes P, Weiser T, 

Hübscher U. Efficient production of chicken egg 

yolk antibodies against a conserved mammalian 

protein. FASEB J. 1990;4(8):2528–32.  

13- Schade R, Hlinak A, Marburger A, 

Henklein P, Morgenstern R, Blankenstein P, et al. 
Advantages of using egg yolk antibodies in the life 

sciences: the results of five studies. Altern Lab 

Anim. 1997;25(5):555–86.  

14- Sunwoo HH, Lee EN, Menninen K, Suresh 

MR, Sim JS. Growth inhibitory effect of chicken 

egg yolk antibody (IgY) on Escherichia coli O157: 

H7. J FOOD Sci. 2002;67(4):1486–94.  

15- Di Lonardo A, Marcante ML, Poggiali F, 

Hamsøikova E, Venuti A. Egg yolk antibodies 

against the E7 oncogenic protein of human 

papillomavirus type 16. Arch Virol. 

2001;146(1):117–25.  

16- Sarker SA, Casswall TH, Juneja LR, Hoq 

E, Hossain I, Fuchs GJ, et al. Randomized, 

placebo-controlled, clinical trial of hyperimmunized 

chicken egg yolk immunoglobulin in children with 

rotavirus diarrhea. J Pediatr Gastroenterol Nutr. 

2001;32(1):19–25.  

17- Lemamy G, Roger P, Mani J, Robert M, 

Rochefort H, Brouillet J. High‐affinity antibodies 

from hen’s‐egg yolks against human mannose‐6‐
phosphate/insulin‐like growth‐factor‐II receptor 

(M6P/IGFII‐R): Characterization and potential use 

in clinical cancer studies. Int J cancer. 

1999;80(6):896–902.  

18- Li X, Jing K, Wang X, Li Y, Zhang M, Li 

Z, et al. Protective effects of chicken egg yolk 

antibody (IgY) against experimental Vibrio 

splendidus infection in the sea cucumber 

(Apostichopus japonicus). Fish Shellfish Immunol. 

2016;48:105–11.  

19- Huq MI, Alam AK, Brenner DJ, Morris 

GK. Isolation of Vibrio-like group, EF-6, from 

patients with diarrhea. J Clin Microbiol. 

1980;11(6):621–4.  

20- Zhu X, Zhang Z, Liu Z. Preparation of 

shrimp Vibrio anguillarum IgY and its effect on 

protecting from artificial infection. Mar Sci. 

2008;2:6.  

21- Hirai K, Arimitsu H, Umeda K, Yokota K, 

Shen L, Ayada K, et al. Passive oral immunization 

by egg yolk immunoglobulin (IgY) to Vibrio 

cholerae effectively prevents cholera. Acta Med 

Okayama. 2010;64(3):163–70.  

22- Li CH, Lu XJ, Li DF, Chen J. Passive 

protective effect of chicken egg yolk 

immunoglobulins against experimental Vibrio 

anguillarum infection in ayu (Plecoglossus altivelis). 

Fish Shellfish Immunol. 2014;37(1):108–14.  

23- Punyokun K, Hongprayoon R, 

Srisapoome P, Sirinarumitr T. The production of 

anti-Vibrio harveyi egg yolk immunoglobulin and 

evaluation of its stability and neutralisation efficacy. 

Food Agric Immunol. 2013;24(3):279–94. 

 



New Findings in Veterinary Microbiology                                 Volume 1, Issue 1, Spring & Summer 2018 

 

07 

Evaluation of inactivated Vibrio fluvialis vaccine in Hyline W36 

breeding hens 

 
Mojtaba Mirzaei*1, Mohsen Najimi2, Mohammad Jahantigh3, Firouz Ebrahimi4, Abbas 

Jamshidian5, Narjes Hasan Fakhrabadi6 

 

1- Graduated doctor of veterinary medicine, Faculty of Veterinary medicine, University of Zabol, Zabol, Iran. 

2- Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran. 

3- Department of Clinical Science Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran. 

4- Biology research center, Faculty of Basic Sciences, Imam Hossein University, Tehran, Iran. 

5- Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran. 

6- DVM student, Faculty of Veterinary Medicine, University of Zabol, Zabol, Iran. 

 

Receive: January 8, 2018; Revise: January 30, 2018; Accept: March 11, 2018 

 

Summary 

 

Vibrio fluvialis causes disease and significant economic losses in breeding fish. This bacterium is 

considered as a human pathogen and several species of marine spawning fish. The egg yolk immuno-

globulin technology (IgY) has been used to control many microbial infections. The purpose of the pre-

sent study was to evaluate the vaccine prepared from V. fluivialis bacteria after injection into laying 

hens. V. fluvialis was admixed by 0.05% formaldehyde after culture in a liquid medium. Then, the 

pathogen along with Freund’s adjuvant was injected to the Hyline W36 hens as a vaccine for 7 days. 

Increase of the weight of the hens was measured until Physical maturity and egg production. Then, an 

Indirect ELISA was designed to detect IgG Anti V. fluivialis. Injection of the vaccine had no significant 

effect on weight gain of hens and the number and weight of eggs during the experiment. ELISA test 

showed that antibody titers in the serum of hyper-immunized hens after injection of the fourth booster 

reached 1: 12800. According to the results obtained and the results of studies by other researchers, egg 

yolk antibody (IgY), which is the same as IgG, has been shown to inhibit the pathogenicity in lab and 

farm animals. 
 

Keywords: Freund’s adjuvant, laying hens, Vibrio fluviali

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


