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  مقاله پژوهشی

بر ایمنی  سیلاکتوکوکوز /سیاسترپتوکوکوز اثر سه روش تجویز باکترین دوگانه

 کمانی رنگینآلاقزل یماهدر  IgM و IL-6های اختصاصی و بیان ژن
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 چکیده
دو گانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به سه روش خوراکی، تزریقی )باکترین(  اثر تجویز واکسن مطالعهدر این 

د. به این منظور شارزیابی  (IgMو  IL-6)کمان بر بیان دو ژن مرتبط با ایمنی آلای رنگینوری در ماهی قزلو غوطه

تجویز خوراکی  دند: تیمارشصورت زیر تقسیم  ، هر تیمار در سه تکرار بهمارگرم( به چهار تی 14±1/2قطعه ماهی ) 600

 تزریقی )تزریق، تیمار (Lactococcus garvieaeو  Streptococcus iniae) دوگانه از باکترین g/CFU810حاوی 

باکترین ای در سوسپانسیون وری )حمام دو دقیقهتیمار غوطه ،(Lm/CFU910 مقدار هب دوگانهباکترین داخل صفاقی 

ها به مدت دو ماه در شرایط مشابه تغذیه و بدون تجویز باکترین. ماهی شاهد( و تیمار Lm/CFU910مقدار  هبدوگانه 

و  IL-6عیار پادتن سرمی به روش الایزا، و میزان بیان دو ژن ایمنی  60و  40، 20در روزهای صفر،  .نگهداری شدند

IgM با روش ها با استفاده از تکنیک کمی در کلیه قدامی ماهیqRT-PCR  60د. سپس تیمارها در روز شارزیابی 

یج نشان داد که تلفات د. نتاشتیمارها مقایسه  داده شدند و تلفات بین مواجههطور جداگانه ه با هر دو باکتری ب آزمایش

در روش  ،67/26±77/5 و 20±10به ترتیب  L. garvieaeو  S. iniaeتیمار باکترین تزریقی در مورد مواجهه بعد از 

 نعیار پادتن در برابر هر دو باکتری .بود 33/43±63/5و  50±63/7وری و در غوطه 70/57±10و  30/56±10خوراکی 

 های(. میزان بیان هر دو ژن در تیمار>05/0P) نسبت به تیمارهای دیگر افزایش داشت داریطور معنیه در تیمار تزریقی ب

و بیشترین بیان مربوط به تیمار ( >05/0P)افزایش نشان داد  شاهدنسبت به تیمار   داریبه طور معنیشده واکسینه 

میزان بیان هر دو ژن ایمنی در تیمار توان نتیجه گرفت که میزان محافظت، عیار پادتن و طور کلی میه تزریقی بود. ب

روش وری و خوراکی نسبت به های روش غوطهبود، ولی با توجه به ارجحیت بالاتر ی دیگرهاباکترین تزریقی از روش

 د.شوها توصیه میدر بهبود کارایی این روش های بیشترپژوهشانجام  ،تزریقی
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 مقدمه

ترین های اخیر از عمدهایران در سال

آلا در آب شیرین در تولیدکنندگان ماهی قزل

و همراه کشور ترکیه  استسطح جهان بوده 

بالاترین رشد را در دهه اخیر در تولید این ماهی 

توان به جرات می .(FAO, 2017) اندداشته

ترین بیماری باکتریایی صنعت گفت که مهم

آلا در کشور بیماری پرورش ماهی قزل

استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس است که 

های اقتصادی زیادی را به این صنعت وارد زیان

این بیماری یک بیماری سیستمیک . کرده است

 در ماهیان آب شیرین، لب شور و دریایی است.

آلای این بیماری در ابتدا در میان جمعیت قزل

و  Hoshinaکمان در ژاپن توسط رنگین

گزارش شد.  بعدها این  1958همکاران در سال 

کمان آلای رنگینبیماری در مزارع پرورش قزل

، ایالات متحده آمریکا، در آفریقای جنوبی

عنوان  بریتانیا و نروژ نیز اهمیت یافت و امروزه به

آلای های قزلترین بیمارییکی از مهم

پروری شناخته شده است کمان در آبزیرنگین

(Austin and Austin, 2007 عامل .)

استرپتوکوکوزیس اولین بار در ایران در سال 

کمان آلای رنگیناز مزارع پرورش قزل 2000

از مزارع  2003استان مازندران و سپس در سال 

کمان استان فارس جدا آلای رنگینپرورش قزل

درمان و کنترل (. Faghani et al., 2008) شد

این بیماری مشکل است، زیرا زمانی این بیماری 

شود که ماهی به وسیله کیفیت پایین آشکار می

 ,.Sakai et alآب تحت استرس قرار گیرد )

درمان به دلیل مشکلات اجرایی تجویز،  (.1993

تر مقاوم شدن باکتری هزینه بالا و از همه مهم

 نسبت به داروهای رایج کارایی لازم را ندارد

(Soltani et al., 2016.) های جایگزین روش

های استرپتوکوکوزیس/ برای کنترل بیماری

 استها لاکتوکوکوزیس، استفاده از واکسن

(Pridgeon and Klesius, 2011) اکثر  و

کشورهای دارای صنعت پرورش ماهیان سردابی 

های موثر برای این بیماری سود از این واکسن

(. در کشور Soltani et al., 2016می جویند )

ایران نیز بیش از یک دهه است که واکسن 

تجاری دوگانه این بیماری تولید و استفاده شده 

است. یکی از مشکلات واکسیناسیون در ماهی 

در روش تزریقی استرس  است.روش تجویز آن 

ن، تلفات بعد از تزریق، در کنار تزریق واکس

هزینه و نیروی کار بالا، مانع اصلی گرایش 

 استدهندگان به استفاده از این واکسن پرورش

(Soltani et al., 2016 مدل ارزیابی میزان .)

ها در ماهی، بیشتر بر اساس بخشی واکسناثر

 زایی سرمیو میزان ایمنی( Efficacy) کارایی
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(Immunogenicity)  واکسن است. ثابت شده

است که بین کارایی واکسن و پاسخ ایمنی 

 مستقیم وجود داردسرمی در ماهی ارتباط 

(Liu et al., 2016; Craig et al., 2017 .)

اطلاعات سازوکارهای مولکولی و سلولی پاسخ 

های  مرتبط با سیستم ایمنی و میزان بیان ژن

 Immune-related Gene) ایمنی

Expression) تر و تواند به فهم بهتر، دقیقمی

زایی میزبان ایمنی، تر ارتباط میان حفاظتعمیق

و  کنددر مقابل عوامل بیماریزای مهاجم کمک 

یندهای آزایی و فربه در درک بهتر روند ایمنی

زا دخیل در ایجاد مقاومت در برابر عامل بیماری

(. Raida and Buchmann, 2008د )کنکمک 

های اخیر در های چشمگیری در سالپیشرفت

جداسازی و توصیف ژن سیتوکین از ماهی به 

 ,Wang and Secombesآمده است ) دست

ها به منظور کمک به یتوکین(. این س2009

دن کرهای دفاعی میزبان در محدود مکانیسم

ها دخالت دارند زایی باکتریمکانیسم بیماری

(Kadowaki et al., 2013 ژن .)IgM  در

 داردنقش  IgMها در روند تولید و ترشح ماهی

ایمنی  های مهم در ارزیابیو یکی از ژن

اختصاصی هومورال در ماهی است که بیشترین 

 Ismail etبیان را در کلیه پیشین ماهی دارد )

al., 20166اینترلوکین  (. همچنین ژن (IL-6) 

 های پیش التهابی درترین سیتوکینیکی از مهم

های سفید ترشح که از گلبول استماهی 

های التهابی و ایمنی نقش شود و در پاسخمی

بیگانه خوار و  هایاز سلول 6دارد. اینترلوکین 

ترشح   Bهایلنفوسیت و کمکی Tنفوسیت ل

و همچنین   تولید ایمونوگلوبولینو بر  شودمی

، علیشاهیایمنی غیراختصاصی موثر است )

داران شکل کلی این ژن در بین مهره .(1389

سیتوکینی مهم در  IL-6محافظت شده است. 

 ,Hirano)است پروسه فاز حاد التهاب در ماهی 

اثر سه روش  مطالعهدر این  از این رو،(. 1998

با  کمانی رنگینآلاواکسیناسیون ماهی قزل

 باکترین دوگانه استرپتوکوکوزیس/

 پادتن و بیان دو ژن عیارلاکتوکوکوزیس بر 

IgM  وIL-6  شد.ارزیابی 

 

 هاروش و مواد
 تهیه باکترین دوگانه استرپتوکوکوزیس/

 لاکتوکوکوزیس

ابتدا برای تهیه باکترین )واکسن( 

و  Streptococcus iniaeهای باکتری

Lactococcus garvieae  مطالعاتکه در 

ایزوله مختلف جدا شده  10قبلی از بین حدود 

نقاط  از ماهیان مبتلا به استرپتوکوکوزیس در

ها انتخاب شده مختلف کشور بر اساس حدت آن

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA_%D8%AA%DB%8C_%DA%A9%D9%85%DA%A9%E2%80%8C%DA%A9%D9%86%D9%86%D8%AF%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%D9%86%D9%81%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%87%D8%A7%DB%8C_%D8%A8%DB%8C
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جنس و گونه  PCRو  به طور جداگانه  با روش 

در نظر گرفته  مطالعهبرای  ،ها اثبات شده بودآن

 TSB (Trypticaseها در محیط شدند. باکتری

Soy Broth ) کشت داده  ساعت 48به مدت

 1ها با مجاورت فرمالین باکتریند. سپس شد

گراد درجه سانتی 4ساعت در  12به مدت درصد 

با سرم فیزیولوژی سه بار و بعد  غیرفعال شدند

شستشو شدند. به منظور اطمینان از غیرفعال 

ها، از باکتری غیرفعال شده شدن کامل باکتری

,.Alishahi et alکشت مجدد تهیه شد )  

، با هاباکتریدن کرقبل از غیرفعال  (.2010

سازی و کشت در محیط جامد استفاده از رقیق

تنظیم  mL/CFU1010در حد ها باکتریتعداد 

شده در  های غیرفعال. در انتهای کار، باکتریشد

سرم فیزیولوژی استریل به صورت سوسپانسیون 

 در آمدند.

برای تیمارهای تزریقی از دو باکتری به 

مساوی با هم ترکیب شدند و نهایتا برای نسبت 

ه میکرولیتر از محصول ب 100تیمارهای تزریقی 

ی هایهامصورت تزریق داخل صفاقی به 

 .شدتزریق  کمانآلای رنگینقزل

در تیمار واکسیناسیون خوراکی هم از 

 10، به میزان 1010محصول باکتریایی با غلظت 

، شدگرم خوراک اضافه  100میلی لیتر به هر 

باکتری در هر گرم خوراک در  910یعنی نهایتا 

ها به مدت ده روز با خوراک نظر گرفته شد. ماهی

 ند.شدهمراه باکترین تهیه شده تغذیه 

وری، محصول باکتریایی برای تیمار غوطه

در آب آکواریوم  10به  1تهیه شده به نسبت 

 900 به لیتر باکترینمیلی 100)شد رقیق 

دقیقه  2ها به مدت سپس ماهی آب( ولیتر میلی

 دند.شدر باکترین تهیه شده با هوادهی غوطه ور 

 

 هاحل تیماربندی و تجویز باکترینامر

 قطعه 600 ،هابه منظور تیماربندی ماهی

 کمانی رنگینماهی قزل آلا

(Oncorhynchus mykiss)  با میانگین وزنی

های بخش از یکی از کارگاه گرم 1/2±14

شهرستان ازنا )لرستان( خریداری و به خصوصی 

دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران اهواز 

ها بعد از سازگاری با شرایط ماهی منتقل شد.

تیمار )هر تیمار در  4به  جدید به مدت دو هفته

 ماهی( تقسیمقطعه  50 با سه تکرار و هر تکرار

شدند. برای تغذیه و ساخت باکترین از خوراک 

مخصوص ماهیان  (ایتالیا، Skretting) تجاری

بررسی  آلا استفاده شد.گرم قزل 40تا  10

ها )بررسی انگلی، کشت از بهداشتی ماهی

های داخلی و مغز(  انجام شد تا از سلامت اندام

های از نظر عدم ابتلا به بیماری هاماهی

د. سوابق شواطمینان حاصل  باکتریایی و انگلی
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که همواره  هابچه ماهیبیماری در مزرعه تهیه 

یکی از مزارع پرورش ماهی نمونه بوده است، 

 وجود نداشت. 

لیتری با  500ها در مخازن پلاستیکی ماهی

درجه  14تا  13تعویض روزانه آب، دمای 

میکروزیمنس بر  850گراد، سختی آب سانتی

میزان نیتریت  ،5/8تا  pH 1/8متر مربع، سانت

گرم در لیتر و میلی 01/0و نیترات کمتر از 

گرم در لیتر نگهداری میلی 8اکسیژن بالای 

شدند. هوادهی با یک سیستم هواده بلوئر 

ها مرکزی انجام شد. بعد از دوره سازگاری، ماهی

 به این صورت تیماربندی شدند:

دوگانه  نبا باکتری سازیایمن تیمار اول:

عدد  810به روش خوراکی )غیرفعال شده 

 (.روز 10باکتری در گرم خوراک به مدت 

به روش تزریقی سازی ایمن تیمار دوم:

لیتر از باکترین میلی 1/0)تزریق  داخل صفاقی 

 لیتر.میلیباکتری در  910دو باکتری با غلظت 

 وریهبه روش غوطسازی ایمنتیمار سوم: 

 دوگانهن باکتری 910دقیقه در غلظت  2)به مدت 

 .(لیترمیلیدر 

بدون تجویز  شاهدتیمار چهارم: تیمار 

 .باکترین

در تیمارهای روز  60ها به مدت ماهی

ها در روز تجویز باکترین .دندمختلف نگهداری ش

در ها برداری از ماهینمونه انجام شد، 14صفر و 

در هر و انجام شد  60و  40، 20صفر،  روزهای

ماهی از هر  12)ماهی  4از هر تکرار  ،مرحله

 های ژنی از کلیه قدامینمونهتهیه برای تیمار( 

به  خون هاینمونه شد. گیری انتخابو خون

دور در دقیقه  3000دقیقه با  10مدت 

سانتریفیوژ شدند و سرم جداسازی شده در فریزر 

گراد تا زمان آزمایش الایزا درجه سانتی -20

نیز های بافتی کلیه قدامی نمونه نگهداری شد.

بلافاصله به ، در شرایط استریلآوری پس از جمع

 .ندگراد منتقل شددرجه سانتی -70فریزر 

به ماهیان تیمارهای مختلف در انتهای دوره 

باکتریایی با هر دو  مواجهه درطور جداگانه 

و  Streptococcus iniae باکتری زنده

Lactococcus garvieae  د.دنشقرار داده 

 

 و Streptococcus iniae ضد عیار تعیین

Lactococcus garvieae در سرم 

گیری عیار پادتن ضد برای اندازه

Streptococcus iniae  وLactococcus 

garvieae  به  مختلفدر سرم ماهیان تیمارهای

 Shelby روش الایزا، از روش توصیه شده توسط

د. آزمایش الایزا شاستفاده  (2004و همکاران )

به  جداگانه انجام گرفت. طوربه برای هر باکتری 

 ژنآنتی از 1:50 رقت ابتدا این ترتیب که
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 . برایر(تلیمیکروگرم در میلی 100) شد سونیکه

این منظور، باکتری کشت داده شده با غلظت 
دقیقه  10در دستگاه سونیکاتور به مدت  1010

های ژنآنتی سونیکه شد. بعد از آزاد شدن کلیه

پوشاننده )بافر  بافر ها درژنها، آنتیباکتری

 50و شد حل  (pH 6/9 بیکربنات با -کربنات

، Nunc)چاهکی  96 هایپلیت در میکرولیتر

 4ساعت در  18به مدت  ،شده کوت (دانمارک

بعد از شستشوی  .شدگراد انکوبه درجه سانتی

حاوی  PBSشستشو )فسفات ها با بافر چاهک

با ها چاهک(، PBS-Tیا  20درصد تواین  05/0

، هند( High Mediaشده ) شیر چربی گرفته

به مدت یک ساعت در  PBS-T در درصد 5/2

 PBS-T باها چاهک. سپس شددرجه بلاک  25

میکرولیتر از  100و  ندسه مرتبه شستشو شد

 25به  1های سرمی رقیق شده به نسبت نمونه

چربی گرفته  شیر درصد 1حاوی  PBS-Tدر 

 25دقیقه در  90و انکوبه شدن به مدت شده 

ها چاهکهمراه  شیک ممتد، گراد سانتیدرجه 

 100 . در مرحله بعدشدندبه روش قبلی شستشو 

 ماهی IgM ضد میکرولیتر پادتن منوکلونال

خرگوشی )اهدایی دکتر مسعود سرم آلا در قزل

چمران  دانشکده دامپزشکی شهید -صیفی

 PBS-T در 1:7500 نسبت به شده اهواز( رقیق

 هر بهشده چربی گرفته  شیر درصد 1حاوی 

 دمای در دقیقه 60 مدت به وشد  اضافه چاهک

 بار شستشو 3بعد از  .شد همراه شیک انکوبه اتاق

 HRP کونژوگه میکرولیتر PBS-T ،50 با

 Rabbite) ایمنوگلوبولین موشی خرگوشی ضد

Anti Mouse HRP Conjugate ،Abcam ،

 در 1:2500 نسبت به رقیق شده( انگلستان

PBS-T  شده چربی گرفته  شیر درصد 1حاوی

دقیقه  60بعد  .شد اضافهها چاهکبه 

ها به روش قبل شستشو انکوباسیون، چاهک

 میکرولیتر محلول کروموژن محلول 50و  ندشد

+  بنزیدین تترامتیل) TMB سوبسترا -کروموژن

 تمامی به میکرولیتر 50 میزان به( اکسیژنه آب

 با دقیقه 10 از بعد واکنش شده، اضافه هاچاهک

 2 سولفوریک اسید میکرولیتر 50 کردن اضافه

 دستگاه از استفاده با پلیت د وش متوقف نرمال

 در، تایوان( Accu Reader) الایزا خوانشگر

 .خوانده شد نانومتر 450 موج طول

 

 ( 50LDها )بررسی میزان حدت باکتری

هر باکتری در  50LD منظور محاسبهبه 

های ، ابتدا باکتریکمانی رنگینلاآماهی قزل

Streptococcus iniae  وLactococcus 

garvieae  37ساعت در دمای  24به مدت 

کشت  TSBگراد در محیط کشت درجه سانتی

داده شدند. پس از سانتریفوژ و جداسازی 
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 باکتری، غلظت باکتری در سرم فیزیولوژی در

تنظیم شد لیتر میلیباکتری در  910حد 

(Alishahi et al., 2010 و ) از این

تا  510های متوالی )رقتسوسپانسیون 

CFU/mL910 از هر غلظت به ده شد( تهیه .

ماهی  تزریق داخل صفاقی انجام و  تلفات هر 

پس از مرگ شد. روز ثبت  10رقت به مدت 

های ها، با کشت مجدد باکتری از اندامماهی

داخلی شامل کلیه قدامی و کبد، از علت مرگ 

، مواجههدر اثر عفونت باکتریایی به خاطر 

افزار با استفاده از نرم شد. نهایتااطمینان حاصل 

Probit  50میزانLD شد گیریاندازه. 

 Streptococcusباکتری  50LD میزان

iniae CFU/mL610×3/1  و باکتری

 Lactococcus garvieae 
CFU/mL510×7/4  محاسبه شد. یعنی

Lactococcus garvieae  حدت نسبتا بالاتری

 داشت. Streptococcus iniaeنسبت به 

 

 باکتریایی  مواجهه

طور جداگانه به قطعه ماهی از هر تیمار   60

 Streptococcusهای باکتریبا  در مواجهه

iniae  وLactococcus garvieae  به میزان

دست به ) تلفات درصد 50ایجاد کننده  مقدار

صفاقی،  داخلآمده در مرحله قبل(، به صورت 

شاهد داده شدند. همزمان گروه  قرار

باکتری مورد تزریق   50LD)غیرواکسینه( نیز با 

 شاهدقرار گرفتند.  به یک گروه از ماهیان گروه 

در طی  به همان روش تزریق شد. PBSنیز فقط 

و  ندبررسی شد  ها، روزانه ماهیمواجههدوره  

درصد  و روز ثبت شد 10میزان تلفات در طی 

د. از  آنجا که ماهیان شتلفات در تیمارها مقایسه 

هیچگونه  تلفاتی در طول  PBSتزریق شده با 

مواجهه  در نمودارهای ،نداشتندمواجهه دوره 

 ورده نشد.آاین گروه 

 

در کلیه  IgMو IL-6  هایارزیابی بیان ژن

 قدامی

در  IgMو IL-6 های ژنبرای ارزیابی بیان 

در زمان حقیقی  PCRکلیه قدامی از روش 

(qRT-PCR.استفاده شد  ) 

 

 cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

به های کلیه قدامی  نمونه  RNAاستخراج  

و  ، ایرانRNXTM (SinaClon) وسیله کیت

بر اساس روش توصیه شده توسط شرکت سازنده 

استخراج شده با  RNA کیفیت انجام گرفت.

نانومتر  280/260نسبت جذب نوری  گیریاندازه

دستگاه اسپکتروفوتومتر  با استفاده از

( و ارزیابی ، آلمانEppendorfمیکروفتومتر )

های ریبوزومی بر روی ژل آگارز RNAحضور 
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 با جذب RNAهای درصد انجام شد. نمونه 5/1

مورد استفاده  cDNAبرای سنتز  8/1بالاتر از 

 قرار گرفتند.

با استفاده از کیت سنتز  cDNAسنتز 

(YTA  cDNA Synthesis Kit ، ،یکتا تجهیز

و  RNA میکروگرم 1مقدار تقریبی  با ایران(

های  هگزامر تصادفی بر اساس روش آغازگر

 .توصیه شده شرکت سازنده انجام گرفت

 

 qRT-PCRبرای  آغازگرطراحی 

بر اساس توالی  qRT-PCRآغازگرهای 

 Elongation Factorو   IgM و IL-6  هایژن

1α  (EF1αماهی قزل )کمان آلای رنگین

 NCBIموجود در بانک  ژن 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov و با )

 Beacon Designer 7.1استفاده از نرم افزار 

مورد استفاده در آغازگرهای های انجام شد. توالی

 یک به همراه اطلاعات مربوط به هر مطالعهاین 

 آورده شده است. 1در جدول شماره 

 

qRT-PCR  
های  برای ارزیابی تغییر میزان  بیان  ژن

IgM  وIL-6  با روشqRT-PCR  از دستگاه

Lightcycler® Detection System 
(Roche استفاده شد. ژن )آمریکا ،EF1α  به

ها با عنوان ژن کالیبراتور استفاده شد.  واکنش

میکرولیتر  25/6میکرولیتری شامل  5/12حجم 

Super SYBR Green qRT-PCR 

Mastermix  25/0)یکتاتجهیز، ایران( و 

میکرولیتر  3 (،nM200)آغازگر از هر میکرولیتر 

cDNA (ng100 و )آب فاقد میکرولیتر 25/2 

.بودنوکلئاز 

 

 های آغازگرهای مورد استفاده در مطالعه حاضرویژگی :1جدول 

 ژنبانک عدد دسترسی  '3<<<<'5 آغازگرتوالی  (bp) طول قطعه ژننام 

EF1α 205 CAAGGATATCCGTCGTGGCA XM_020500543 

  ACAGCGAAACGACCAAGAGG  

IgM 220 TACAAGAGGGAGACCGGAGGA S63348 

  CTTCCTGATTGAATCTGGCTAGTGGT  

IL-6 187 CCTTGCGGAACCAACAGTTTG MN_001124657 

  CCTCAGCAACCTTCATCTGGTC  

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.yektatajhiz.com/upload/Super%20SYBR%20Green.pdf
http://www.yektatajhiz.com/upload/Super%20SYBR%20Green.pdf
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دقیقه دناتوره شدن  5شامل  PCRپروتکل 

 45گراد و به دنبال آن درجه سانتی 94در دمای 

 ثانیه و 15 به مدتگراد سانتیدرجه  94سیکل 

ثانیه انجام  30به مدت گراد سانتیدرجه  60

بدون  کنترل شامل کنترل منفیدو واکنش  شد.

cDNA  و کنترل حاویRNA  جایبه 

cDNA  ها در ژن نسبی بیان. در نظر گرفته شد

با استفاده از روش مقایسه با ژن کالیبراتور 

  96Lightcyclerافزار و نرم CTΔΔ– 2ای مقایسه

ی گرفت. ارزیابی کارای قرارتجزیه و تحلیل مورد 

ه ( در مقایسIL-6و  IgMهای هدف )تکثیر ژن

 مختلف های( با تهیه رقتEF1αبا ژن مرجع )

cDNA  و رسم نمودار کارایی مطابق دستور

 ,.Bustin et al) انجام شد MIQE العمل

2009.) 

 

 آماری  هایآزمون

از  به دست آمده، هایدادهتحلیل برای 

د. ابتدا از شاستفاده  18ویرایش  SPSSافزار نرم

 (Leven Statistic Test) لون آماری آزمون

 هادادهبودن انحراف معیار  همگنبرای بررسی 

د. پس از اطمینان از همگن بودن شاستفاده 

آزمون تحلیل واریانس انحراف معیارها، از 

برای بررسی ( One-way ANOVAطرفه )یک

گیری اندازههای شاخص هایمیانگین تفاوت

د. برای بررسی شدر تیمارها استفاده  شده

 آزمونها از دار بودن تفاوت میانگینمعنی

اطمینان در سطح ( Duncan) تکمیلی دانکن

 استفاده شد.( P<05/0درصد ) 95

 

 نتایج

نتایج مربوط به عیار پادتن ضد 

Streptococcus iniae  وLactococcus 

garvieae  در ماهیان واکسینه شده به سه روش

و  1 هایدر شکلوری تزریقی، خوراکی و غوطه

طور که در شکل  آورده شده است. همان 2

افزایش نسبی عیار  پادتن  با وجودمشخص است 

ماهیان  ضد هر دو باکتری در تمام تیمارهای

، فقط در شده واکسینه کمانآلای رنگینقزل

 شددار عیار مشاهده تیمار تزریقی افزایش معنی

(05/0>P). 

نتایج مربوط به درصد تلفات  بعد از مواجهه 

و  Streptococcus iniaeبا دو باکتری حاد 

Lactococcus garvieae  در تیمارهای

آورده  4و  3 هایبه ترتیب در شکل آزمایشی

شده است. 
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بین تیمارهای واکسینه شده با باکترین دوگانه  Streptococcus iniae: مقایسه عیار پادتن ضد 1شکل 

انحراف معیار(.  ±گیری )میاگین مرحله نمونه 4های مختلف در استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به روش

 (.P<05/0است )دار با تیمار شاهد تفاوت معنیوجود نشان دهنده  برداریمرحله نمونههر علامت * در وجود 

 

 

بین تیمارهای واکسینه شده با باکترین دوگانه  Lactococcus garvieae: مقایسه عیار پادتن ضد 2شکل 

انحراف معیار(.  ±گیری )میاگین مرحله نمونه 4های مختلف در استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به روش

 (.P<05/0دار با تیمار شاهد است )برداری نشان دهنده وجود تفاوت معنیوجود علامت * در هر مرحله نمونه

 

0 

0 
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بین تیمارهای واکسینه شده با  Streptococcus iniae: مقایسه درصد تلفات بعد از مواجهه با 3شکل 

 انحراف معیار( ±های مختلف )میاگین روشباکترین دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به 

 

 

بین تیمارهای واکسینه شده با  Lactococcus garvieae: مقایسه درصد تلفات بعد از مواجهه با 4شکل 

 .انحراف معیار( ±)میاگین  های مختلفباکترین دوگانه استرپتوکوکوزیس/لاکتوکوکوزیس به روش

 

 

0 

0 
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درصد تلفات در تیمارهای واکسینه شده به 

داری نسبت به تیمار شاهد کاهش طور معنی

داشت، که این کاهش در تیمار تزریقی به طور 

داری بیشتر از تیمارهای دیگر بود معنی

(05/0>Pبه طوری که تلفات بعد از مواجهه با .) 

Streptococcus iniae در تیمار خوراکی ،

درصد،  90±67/3شاهد درصد، تیمار  10±7/56

وری درصد و تیمار غوطه 20±10تیمار تزریقی 

 درصد بود. 10±50

 Lactococcusتلفات بعد از مواجهه با 

garvieae  درصد،  7/57±10در تیمار خوراکی

درصد،  تیمار تزریقی  90±67/3تیمار شاهد 

وری درصد و تیمار غوطه 77/5±67/26

 درصد بود. 77/5±33/43

در بافت  IgMو  IL-6های ژن بیان میزان

کلیه قدامی ماهیان تیمارهای آزمایشی در 

آورده  6و  5های گیری در شکلمراحل نمونه

، تیمار IL-6شده است. در مورد میزان بیان 

به ترتیب برابر  60و  20 هایخوراکی در روز

تیمار  در ،83/2±17/0و  44/0±72/2

و در  تیمار  24/1±19/0و  1/2±1/0وری غوطه

 بود.  35/3±74/0و  47/3±31/0تزریقی 

در تیمار  IgM در مورد میزان بیان ژن

به ترتیب  روز 60و  20خوراکی در دو مرحله 

در تیمار  ،76/3±74/0و  65/2±49/0 برابر

و در تیمار  71/1±29/0و  09/2±8/0وری غوطه

 بود. 93/3±4/0و  59/5±52/0تزریقی 

 

 

های مختلف در سه مرحله بین تیمارهای ایمن شده به روش 6: مقایسه میزان بیان ژن اینترلوکین 5شکل 

نشان دهنده تفاوت برداری در هر مرحله نمونهانحراف معیار(. حروف غیرهمنام  ±گیری )میاگین نمونه

 (.P<05/0) بین تیمارها استدار معنی

0 
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گیری های مختلف در سه مرحله نمونهبین تیمارهای ایمن شده به روش IgM : مقایسه میزان بیان ژن 6شکل 

دار بین برداری نشان دهنده تفاوت معنیانحراف معیار(. حروف غیرهمنام در هر مرحله نمونه ±)میاگین 

 (.P<05/0تیمارها است )

 

 بحث

تیمار ایمن به روش تزریقی  مطالعهدر این 

درصد  67/26±77/5و  20±10به ترتیب تلفات 

با  کمانآلای رنگینماهی قزل مواجههدر را 

و  Streptococcus iniaeباکتری 

Lactococcus garvieae  طور به نشان داد که

 بود ی دیگرکمتر از تیمارهاداری معنی

(05/0>P)مشابه  های. در مقایسه با گزارش

که  ، به طوریاستقابل قبول  این روش کارایی

و Ghittino (1999 )و  Eldarدر مطالعه 

Altun ( 2010و همکاران )یآلادر ماهی قزل 

 Lactococcusباکترین  ، به دنبالکمانرنگین

garvieae  درصد 10تلفات به روش تزریقی 

 د.  شگزارش 

در روش  درصد 50میزان تلفات حدود 

نیز قابل مقایسه با  مطالعه حاضردر ری وغوطه

مثلا  در این زمینه است. مطالعات دیگر

Bercovier ( بازماندگی 1997) و همکاران

به شده ماهیان واکسینه  را در درصد 40حدود 

در برابر استرپتوکوکوزیس وری غوطهروش 

و همکاران  Soltaniدند. همچنین کرگزارش 

( در باکترین استرپتوکوکوزیس در ماهی 2007)

را  درصد 70تلفات حدود  کمانآلای رنگینقزل

گزارش کردند. در مارماهی وری غوطهدر تیمار 

 Vibrioوری غوطهاروپایی ایمن شده با باکترین 

vulnificus  ( درصد 20ایمنی محدودی )حدود

همراه به وری غوطهولی باکترین  گزارش شد،

 70خوراکی یادآور محافظت بالای  باکترین

0 
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 ,.Esteve-Gassent et al) دشدرصد را باعث 

2004 .) 

در ماهیان  درصد 60تلفات نزدیک به 

مطالعه با باکترین خوراکی در  واکسینه شده

و همکاران   Soltaniد.شمشاهده حاضر 

( درصد 85( کارایی ضعیف )تلفات حدود 2007)

را در مورد باکترین خوراکی استرپتوکوکوزیس 

و همکاران  Romaldeهمچنین  .دندکرگزارش 

را در باکترین  درصد 30( کارایی حدود 2004)

البته  دند.کرلاکتوکوکوزیس مشاهده  خوراکی

از ایجاد پاسخ هومورال در سرم، هایی گزارش

به های مختلف ماهی پوست و مخاط روده گونه

شده است  ارائهازی خوراکی سدنبال ایمنی

(Halimi et al., 2020). Eldar  وGhittino 

( محافظت 2010همکاران ) و Altun( و 1999)

 کم یا فقدان محافظت باکترین خوراکی در برابر

لاکتوکوکوزیس در  بیماری استرپتوکوکوزیس/

. کردندرا گزارش کمان آلای رنگینقزلماهی 

محافظت پایین یکی از دلایل فقدان محافظت یا 

ژن خوراکی آبزیان تغییرات آنتی هایواکسن

واکسن در شرایط اسیدی معده  و تحت تاثیر 

ای است. اسیدیته های پروتئولیتیک رودهآنزیم

های ژنآنتی بیشتر( 3 حدود pHبالای معده )

 (Smith, 2002) دهدتغییر شکل می را واکسن

باعث کاهش تحریک  ژنیو این تغییر شکل آنتی

,.Rombout et alد )شوایمنی واکسن می  

2014.) 

و  Streptococcus iniaeعیار پادتن ضد 

Lactococcus garvieae گیری شده به اندازه

داری معنیطور به روش الایزا در تیمار تزریقی 

 افزایش یافت ی دیگرنسبت به تیمارها

(05/0>P) ولی در تیمارهای واکسینه شده به ،

فقط افزایش نسبی  وریغوطهروش خوراکی و 

کدام از مراحل  مشاهده شد که در هیچ

 نبود دارمعنیگیری از نظر آماری نمونه

(05/0<P)پادتن  عیارمورد ارتباط  درها . گزارش

دنبال واکسیناسیون به با محافظت ایجاد شده 

ماهی در برابر استرپتوکوکوزیس و 

، به استلاکتوکوکوزیس متفاوت و گاها متناقض 

( نشان 2003و همکاران ) Barnesعنوان مثال 

پادتن ضد  عیارچند  دادند که هر

Streptococcus iniae  آلای قزلدر ماهی

ایجاد  ایمن شده با باکترین همولوگکمان رنگین

گونه  هیچ مورد باکتری هترولوگ، ولی در دش

و همکاران  Bromage د.شعیار پادتن مشاهده ن

و بیماری  Lates calcarifer( در ماهی 1999)

و همکاران  Greenwayاسترپتوکوکوزیس و 

( در ماهی گربه ماهی روگاهی و بیماری 2017)

مشاهده کارایی مناسب  با وجودادواردزیلوزیس 

ها پادتن ضد این باکتریگونه عیار  باکترین، هیچ



 [137] 1399 (،1)8 ان:آبزی بیوتکنولوژی و کمان   فیزیولوژیرنگین آلایقزل بر لاکتوکوکوزیس استرپتوکوکوزیس/ دوگانه باکترین اثر

 

گزارش نکردند. شده را در سرم ماهی واکسینه 

Klesius ( با تزریق داخل 2000و همکاران )

 شده صفاقی و عضلانی باکتری کشته

Streptococcus iniae ی نیل در ماهی تیلاپیا

(Oreochromis niloticus)  افزایش عیار

پادتن متناسب با محافظت بالا را گزارش کردند. 

کار بردن باکتری اگزولوگ در ه ها با بلبته آنا

 Klesius et) تست الایزا عیاری گزارش نکردند

al., 2000). ین راستا مدر هCosta  و همکاران

آزاد  نشان دادند که واکسیناسیون ماهی 2011

با باکترین  (Salmo salarاطلس )

Streptococcus iniae  موجب افزایش

د که بعد از شهفته  12تا پادتن  عیاردار معنی

با شیب آرامی کاهش یافت و بعد پادتن  عیارآن 

رسد د. به نظر میشمشاهده ن عیاریاز سه ماه 

های متفاوتی در در ماهیان مختلف مکانیسم

ایجاد پاسخ ایمنی در برابر استرپتوکوکوزیس 

ها ایمنی اختصاصی نقش دارند و در برخی گونه

سازی در ایمنبا واسطه پادتن نقش کمتری 

 ماهی دارد.

های واکسنی فقدان عیار پادتن ضد باکتری

توان به نوع وری و خوراکی را میدر تیمار غوطه

ایمونوگلوبولین دخیل در پاسخ ایمنی مخاطی 

سازی مخاطی ها نسبت داد. در ایمناندام در این

نقش  T (IgT))روده و آبشش( ایمونوگلوبولین 

د و دار Mتری نسبت به ایمونوگلوبولین مهم

پادتن مونوکلونال ضد زنجیره سنگین 

ماهی قادر به تشخیص  Mایمونوگلوبولین 

 ,.Gudding et al) یستن Tایمونوگلوبولین 

پادتن  عیارعدم مشاهده از این رو،  .(2014

مشاهده محافظت نسبی احتمالا  با وجودمناسب 

 .استین دلیل همبه 

سازی و موفقیت ایمن با وجود اهمیت

های باکتریایی در ماهی، باکترین علیه بیماری

های مولکولی اطلاعات کمی در مورد مکانیسم

های ایجاد کننده ایمنی در ماهیان واکسن

(. Wang et al., 2015) استخوانی وجود دارد

های مرتبط با ایمنی بعد از سنجش بیان ژن

 دربارهواکسیناسیون، بینش ارزشمندی 

های های ایمنی علیه باکتریانیسممک

Streptococcus iniae  وLactococcus 

garvieae نین چهمکند. در ماهی ایجاد می

های ایمنی )بیان افزایش میزان بیان ژنتوان می

 ثرابه عنوان شاخص را ( IL-6 و IgM هایژن

 دوگانه استرپتوکوکوزیس/ بخشی باکترین

 ,.Huang et al)به شمار آورد لاکتوکوکوزیس 

2014). 

-IL و IgMهای بیان ژنمطالعه حاضر، در 

در کلیه قدامی ماهیان واکسینه شده به هر  6

(. P<05/0)بیشتر بود شاهد سه روش از تیمار 
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طور به البته میزان بیان در تیمار تزریقی 

 بیشتر بود ی دیگراز تیمارهاداری معنی

(05/0>P.) 

بادی که نقش حیاتی ایمنوگلوبولین یا آنتی

د یک کنهای ایمنی اکتسابی ایفا میپاسخدر 

 ،IgM سه نوع ایمنوگلوبین .استگلیکوپروتئین 

IgD و IgT/IgZ  در ماهیان استخوانی حقیقی

است  M نوع هاترین آنگزارش شده است. اصلی

شود می بیان هافوسیتندر سطح ل که

(Hordvik, 2015.) 

مطالعات زیادی نشان داده است که بعد از 

 واکسیناسیون ماهی با یک واکسن باکتریایی

 یابدمیافزایش  IgMمیزان بیان ژن  کشته شده

(Racine and Winslow, 2009.)  افزایش

 کمانی رنگینآلالدر ماهی قز IgMبیان ژن 

بعد از عفونت تجربی یا واکسیناسیون اتفاق 

و میزان بیان این ژن با سطح محافظت  افتدمی

در  (.Wang et al., 2015) واکسن ارتباط دارد

با کمان آلای رنگینلقزمطالعات آلودگی ماهی 

گزارش  IgMای، افزایش بیان ژن یاختهانگل تک

(. البته در Kumar et al., 2015ده است )ش

پادتن ضد  عیارعدم مشاهده مطالعه حاضر 

و  Streptococcus iniaeباکتری 

Lactococcus garvieae  در سرم ماهیان

 وری با وجودغوطهایمن شده به روش خوراکی و 

تواند در این تیمارها می IgMافزایش بیان ژن 

های بیان شده به به این دلیل باشد که همه ژن

نی ختم یتولید پروتئین و محصول ایمونوگلوبول

بیان شده های ژناحتمالا درصد بالایی از  .نددنش

های کلیه قدامی به ایمونوگلوبولین در لکوسیت

 سطح سرمیبنابراین د و دننهایی ترجمه نش

IgM .افزایش بیان  افزایش نیافتIgM  نیز فقط

ژن واکسنی نبود. از طرفی ایمنی مربوط به آنتی

آلای لقزماهی  IgTمخاطی به واسطه 

 IgMنقش بیشتری نسبت به کمان رنگین

ارتباط بین اضر ح مطالعههر چند در . شتدا

ایمنی مخاطی و میزان محافظت و بیان ژن 

IgM  و عیار سرمیIgM ه نشده استپرداخت ،

احتمالا در سطح مولکولی و ژنی با این وجود، 

 IgT و IgMهای ژنپوشانی بیشتری بین هم

در وجود دارد ولی کمان آلای رنگینلقزماهی 

سطح ایمونولوژیک، پادتن مونوکلونال ضد 

قادر به تشخیص  M ایمونوگلوبولین

گزارش . بنابراین، با وجود نبود Tایمونوگلوبولین 

های کلیه قدامی، بیان بالاتر این ژن در سلول

در تیمارهای باکترین  داریمعنی عیارافزایش 

 د.شخوراکی مشاهده ن

Raida  وBuchmann (2008)  بعد از

با کمان آلای رنگینقزلسازی ماهی ایمن

به  Yersinia ruckeriشده باکترین کشته 
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 IL-6و  IgMهای ژنافزایش بیان  ،روش حمام

را نشان دادند که با شاهد در مقایسه با گروه 

 و Racine مطابقت دارد.مطالعه حاضر نتایج 

Winslow (2009 ) افزایش بیان ژنIgM  را در

باکتری غیرفعال شده  به کارگیری

Aeromonas hydrophila  دند.کرگزارش 

Deshmukh ( نیز 2013) همکاران و

را بعد از تجویز واکسن  IgMافزایش بیان ژن 

 Aquaو  Aqua Vac ERMدوگانه تجاری 

Vac RELERA  بر ضد بیماری یرسینیوزیز در

 دند. کرگزارش کمان آلای رنگینلقزماهی 

به  IgMافزایش بیان ژن مطالعه حاضر در 

به روش شده در گروه واکسینه  طور آشکار

تزریقی افزایش یافت که با محافظت ایجاد شده 

با های خوراکی هر چند در واکسن. متناسب بود

کارایی بالای باکترین و افزایش بیان ژن  وجود

IgM  پادتن مشاهده  عیاردر داری معنیافزایش

  د.شن

و  Bهای سلول بر فعالیت IL-6زیر خانواده 

در ماهی  IL-6. ژن است ماکروفاژها تاثیرگذار

به کلون و  (Epinephelus coioidesهامور )

 ,.Chen et alاست ) خوبی شناسایی شده

داران (. شکل کلی این ژن در بین مهره2012

در پروسه فاز  IL-6است. نقش محافظت شده

حاد التهاب شناخته شده است و در واقع یک 

سیتوکین چندکاره است که اثرات زیستی 

 این ژن در (.Hirano, 1998متعددی دارد )

به  داشته، سیستم ایمنی ذاتی و اختصاصی نقش

التهابی شناخته  شده عنوان یک سیتوکین پیش

و نیز تمایز پادتن در تحریک تولید  و است

د کننقش موثری ایفا می Tهای لسلو

(Cronstein, 2007.) Lovoll  و همکاران

باکترین  ای نشان دادند که( در مطالعه2007)

باکتری  LPS باکمان آلای رنگینلقزماهی 

Aeromonas salmonicida  موجب کاهش

در ، بالاخلاف یافته  ده است. برش IL-6بیان ژن 

آلای ماکروفاژهای تحریک شده ماهی قزل

کمان واکسینه شده در برابر رنگین

افزایش  IL-6استرپتوکوکوزیس، میزان بیان 

 Wang and) داری پیدا کردمعنی

Secombes, 2009 در ماهی هامور تزریق .)

تمایز  ،IL-6باکترین موجب افزایش بیان ژن 

کلیه  در IgM و افزایش بیان T هایبیشتر سلول

 (. Chen et al., 2012د )شقدامی 

-ILو  IgMبا توجه به بیان بالای هر دو ژن 

در کلیه قدامی ماهیان واکسینه شده به هر  6

سه روش و عدم گزارش عیار پادتن در روش 

تر کارایی پایین همچنینو وری غوطهخوراکی و 

توان این دو روش نسبت به روش تزریقی، می

وری غوطهاحتمال داد که واکسیناسیون به روش 



 1399(، 1)8وژی و بیوتکنولوژی آبزیان: علیشاهی و همکاران                                                                    فیزیول [140]

 

تحریک ایمنی در سطح  وجود باو خوراکی 

کارایی در  دفاعی، هایسلولی و مولکولی در بافت

 بنابراین،. ردو عیار پادتن تاثیر مستقیمی ندا

ضمن تایید وجود مشکلات معمول ایمنی 

مخاطی همچون تحمل ایمنی خوراکی، تخریب 

در  IgTنقش  دستگاه گوارش،ژن در آنتی

 ووری غوطهمخاط، بعد از واکسیناسیون 

خوراکی نیز در ایجاد تفاوت در کارایی 

 وری محتمل است.های خوراکی و غوطهواکسن

 

 قدردانی و تشکر

این مطالعه با حمایت مالی قطب علمی 

انجام های ماهیان گرمابی به بهداشت و بیماری

رسید
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Abstract  

In this study the effect of streptococosis/lactococosis bacterin administrated via oral, bath 

and intraperitoneal routes on the expression of two immune related genes (IgM and IL-6) was 

investigated. 600 fish (14±2.1g) were randomly divided into 4 groups in triplicates. Group 1 

was vaccinated via oral route using 108CFU bacterial cell (Streptococcus iniae and 

Lactococcus garvieae) in each gram of food. Group 2 was injected with 0.1mL of 109CFU/mL 

bacterin. Group 3 was vaccinated via immersion route for 2 minutes in 109CFU/mL. Group 4 

was none immunized group without vaccination. Fish were reared for two months in a similar 

situation. At days of 0, 20, 40 and 60, antibody titer against both bacteria was performed by 

ELISA method and expression of IL-6 and IgM genes were evaluated through qRT-PCR 

method. Then fishes were exposed to S. iniae and L. garvieae separately at the end of the 

experiment and the rate of mortality was compared among the groups. The results showed that 

the rate of mortality in exposed fish to S. iniae in injection, oral, immersion and unvaccinated 

routs were 20±10,  56.3±10, 50±5.67 and 90±3.67 whereas in exposed fish to L. garvieae were 

26.67±5.77, 57.7±10, 43.33±5.67 and 90± 4.63 respectively. The antibody titer in the vaccine 

injection group was increased compared to the control (P<0.05). Expression of IL-6 and IgM 

in vaccinated groups was significantly increased compared to control group (P<0.05) with the 

highest rate in the injection group. It can be concluded that although injection route causes the 

best protection, antibody titer and expression of immune genes, oral and immersion routes 

could also induce relative protection and immunogenicity in rainbow trout and each route 

possesses some priority over other routes then further research on efficacy improvement of 

each route can be recommended. 

Key words: Streptococosis/Lactococosis Bactrin, Administration Routes, Vaccine Efficacy, 

IL-6, IgM, Rainbow Trout. 
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