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This study was aimed to develop and evaluate a killed divalent vaccine against 

Vibrio alginolyticus and Streptococcus iniae, delivered by intraperitoneal injection 

in Asian seabass. The fish were divided into three groups with 60 fish in triplicate: 

I) a control group injected with phosphate-buffered saline (PBS), II) a group 

vaccinated by divalent vaccine (V. alginolyticus + S. iniae) and III) a group 

vaccinated with the same divalent vaccine plus an oral booster. Immunological 

parameters and antibody titer were measured before and at three, five-, and eight-

week post-vaccination. The efficacy of the killed vaccine was assessed five weeks 

post-vaccination by challenging with each isolate separately as well. The 

vaccinated groups had higher survival rate than control group. The highest relative 

percentage survival rate, 73.91 and 73.07 ± 3.84% which was observed in group 

III after challenging with S. iniae and V. alginolyticus, respectively (P < 0.05). The 

vaccinated fish produced significantly higher antibody titers against these two 

isolates than the control group (P < 0.05). In the vaccinated groups non-specific 

immune parameters significantly enhanced, especially in group III, after 

vaccination, within five weeks was evident in comparison to the control. The 

results demonstrated that the administration of a killed divalent vaccine can 

effectively protect Asian seabass against V. alginolyticus, and S. iniae. 

 

Cite this article: Ahangarzadeh, M., Houshmand, H., Jalil Zorriehzahra, M., Sharifpour, I., Torfi Mozanzadeh, M., Nazemroaya, S., 

Mohseninejad, L., Oosooli, A.R., Mehrjooyan, Sh., Seyed Mortezaei, S.R. (2025). Protection of Asian sea bass  

(Lates calcarifer) against Vibrio alginolyticus and Streptococcus iniae with killed divalent vaccine. Journal of Fisheries, 

78 (1), 27-42. DOI: http//doi.org/10.22059/jfisheries.2025.379378.1436 

 

 

© The Author(s) Publisher: University of Tehran Press. 

DOI: http//doi.org/10.22059/jfisheries.2025.379378.1436 

 

mailto:falahatkar@guilan.ac.ir
mailto:minaahangarzadeh@gmail.com
mailto:houshmand.hossein@gmail.com
mailto:zorrieh@yahoo.com
mailto:isharifpour@yahoo.com
mailto:mansour.torfi@gmail.com
mailto:samira.nazemroaya@gmail.com
mailto:lmohseninejad@yahoo.com
mailto:rahimoosooli@gmail.com
mailto:shapoorkahkesh@yahoo.com
mailto:rmortezaei@yahoo.com
https://orcid.org/0000-0002-3589-9306
https://orcid.org/0000-0001-8589-7352
https://orcid.org/0000-0002-3223-0009
https://orcid.org/0000-0003-1878-6788
https://orcid.org/0000-0002-2011-799X
https://orcid.org/0000-0003-1144-8313
https://orcid.org/0009-0006-2961-5844
https://orcid.org/0009-0006-3261-1107
https://orcid.org/0009-0003-8132-1008
https://orcid.org/0000-0001-8490-0476


 
 دانشگاه تهران

 رانیا یعیمجله منابع طب لات،یش

 https://jfisheries.ut.ac.ir سایت نشریه: 
 4242-9087شاپا الكترونيكي: 

  یه( برعلLates calcarifer) یاییآس یاییباس در یمحافظت ماه

 ییتبا واکسن کشتة دو ظرف ینیاییو استرپتوکوکوس ا ینولیتیکوسآلج یبریوو
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 کلیدواژه:
  ی،اختصاص یرغ یمنیا

  یایی،آس یاییباس در
  بادی،یآنت یترت
 محافظت،  یزانم

 .یتیواکسن کشتة دو ظرف

 و کوسیتینولیآلج ویبریو یهشده علکشته یتیواکسن دو ظرف یابیمطالعه با هدف توسعه و ارز ینا
 (Lates calcarifer) یاییآس یاییباس در یدر ماه یداخل صفاق یقصورت تزرهب ینیاییاسترپتوکوکوس ا

ر شده با نمک باف یقشدند: گروه شاهد تزر یمدر سه تکرار تقس ییتا 61ها به سه گروه ی. ماهیدانجام گرد
 Vibrio alginolyticus + Streptococcus) یتیواکسن دو ظرف شده باینه(، گروه دوم واکسPBSفسفات )

iniaeیمنیا یهاشاخص شدند. ینهواکس یخوراک بوستر یکبه اضافه  یتی( و گروه سوم با واکسن دو ظرف 
 ینشد. همچن رییگاندازه یناسیونقبل و سه، پنج و هشت هفته پس از واکس یبادیآنت یترو ت یاختصاص یرغ

شد.  یابیارز طور جداگانهبه یهبا چالش با هر جدا یناسیونشده پنج هفته پس از واکسشتهواکسن ک یاثربخش
 91/73بقا،  یبدرصد نس ینداشتند. بالاتر یبالاتر یبقا یزاننسبت به گروه کنترل م شدهینهواکس یهاگروه

مشاهده  V. alginolyticusو  S. iniaeبعد از چالش با  ترتیب به سه گروه در که بود درصد 17/73±84/3و  
 یه،دو جدا ینا یهعل یبالاتر یبادیآنت یترت یطور قابل توجهشده به ینهواکس یهای(. ماهP<15/1شد )

شده  ینهواکس یهادر گروه یراختصاصیغ یمنیا یهاشاخص(. P<15/1کردند ) یدنسبت به گروه کنترل تول
. یافت یشفزاا دارییطور معننسبت به گروه کنترل به یناسیونبعد از واکس پنجم ةدر هفت سهگروه  یژهوبه
در  یاییآس باس یاز ماه یثرؤطور متواند بهیشده مکشته یتیواکسن دو ظرف یک یزنشان داد که تجو یجنتا

 محافظت کند. S. iniaeو  V. alginolyticusبرابر 

 

، یمعبدالرح؛ یاصول، لفته؛ نژادیمحسن، سمیرا؛ یاناظم رعا، منصور؛ زادهموزان یطرف، یسیع؛ پوریفشر، یممحمد ابراه یدس؛ زهرا یهذر یلجل، ینحس؛ هوشمند، ینام؛ آهنگرزاده استناد:

ا ب ینیاییو استرپتوکوکوس ا ینولیتیکوسآلج یبریوو یه( برعلLates calcarifer) یاییآس یاییباس در یمحافظت ماه(. 1414) یدرضاس؛ ییمرتضا یدس، شاپور؛ یانمهرجو

 DOI: http//doi.org/10.22059/jfisheries.2025.379378.1436 .27-42(، 1) 78،  رانیا یعیمجله منابع طب لات،یشنشریة  .یتیواکسن کشتة دو ظرف
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 92 و همکاران آهنگرزاده... / یه( برعلLates calcarifer) یاییآس یاییباس در یمحافظت ماه

 مقدمه. 1
پروری در دریا میلیارد دلار رسید که در این میان آبزی 411میلیون تن به ارزش  179به  2118در سال میزان تولید جهانی آبزیان 

پروری رشد سریعی های آبزیمیلیارد دلار نسبت به سایر بخش 5/116میلیون تن آبزی به ارزش  8/31های ساحلی با تولید و آب
 ماندن ثابت به توجه با و شودیم شامل دنیا در را پروریآبزی تولیدات کل سوم یک تقریباً دریایی پروریآبزی حاضر حال . درداشت
 .(FAO, 2020) است نموده جلب خودبه باکیفیت پروتئین تأمین در را زیادی توجه صنعت این آبزیان، جهانی صید میزان

خسارت اقتصادی در  نتیجه درها و و تلفات ناشی از آن باکتریایی هایبیماری خصوصاً هایماریهای فراوان، از بروز بگزارش
 Woo and) د بودنعنوان چالش بزرگ پیش روی این توسعه خواهها بهکه بیماری دهدی، نشان مپروری ماهیان دریاییآبزی

Gregory, 2014.) واند  طلبرصتف هاباکتری این. شودمی ایجاد ویبریوها توسط بیشتر دریایی، ماهیان در باکتریایی سمیسپتی 
 مختلف هایگونه از ناشی عفونت به دریایی ماهی گونه 51 از بیش موجود سوابق براساس. شوندمی زازا، بیماریاسترس شرایط در

 شودیمنامیده  ویبریوز هاباکتری این وسیلةبه شده ایجاد بیماری .(Woo and Gregory, 2014; Buller, 2014) حساسند ویبریو
مهم از جنس گونة (. هشت Chin et al., 2020شود )می دریایی پروریآبزی سیستم در زیادی اقتصادی ضرر و تلفات باعث که

رم معرفی های معتدل و گثیرگذار بر صنعت پرورش ماهی دریایی در آبأعنوان عامل بیماری و تبهویبریو و در خانواده ویبریبوناسه، 
 (.Bellos et al., 2015; Liu et al., 2018) است( V. alginolyticus)ویبریو آلجینولیتیکوس  ها،شده که یکی از این گونه

 Sparus) ای در ماهی سیم دریاییدر ماهیان دریایی، اولین بار در کشورهای مدیترانه ،باکتریاین موارد بیماری ویبریوز ناشی از 

aurata)  اس دریایی بو( اروپاییlabrax Dicentrarchus)  ویبریو موارد ویبریوز و تلفات ناشی از  بعداً وگزارش شد
رخ  ی شکمعفونت گوارشی و آب آوردگ دنبالکلی این تلفات بهطورهکه ب گزارش گردید از کشورهای آسیایی نیز آلجینولیتیکوس

 دو از بیش که عفونی هایبیماری ترینیکی دیگر از مهم (.Rameshkumar et al., 2017; Sharma et al., 2017)دهد می
ان ماهیاست.  استرپتوکوکوسی هایعفونت است شده پروریآبزی صنعت مسیر در فراوان اقتصادی خسارات بروز موجب دهه،

 در (.Lin et al., 2017پذیر ند )استرپتوکوکوزیس آسیب از ویبریوزیس و ناشی هر دو بیماری برابر در آسیایی باس مانند پرورشی
 وحشی ماهیان هایپاتوژن ترینجدی از یکی (Streptococcus iniae) اینیایی استرپتوکوکوس استرپتوکوکی، هایبیماری میان

 Van Khangشود )می پروریآبزی در گسترده میرومرگ باعث که است معتدل مناطق همة در شیرین هایآب و دریایی پرورشی و

et al., 2019) .کاهش تولید  درصد 15 تا 8 بین سالانه تواندمی کند،می آلوده را ماهی گونه 27 حداقل که مثبت گرم باکتری این
 Shoemakerیابد ) افزایش درصد 71 تا تواندمی رقم این های شدید،گیریهمه که در کند، ایجاد دریایی آسیایی باس ماهیدر 

et al., 2017) .اب مقایسه شود، درمی مشاهده مزرعه شرایط در اغلبکه  باکتری گونه حاوی چند چندگانه هایاز طرفی عفونت 
 آنتی از استفاده (.Ismail et al., 2017; Pasaribu et al., 2018) کنندمی ایجاد بیشتری بسیار ضرر منفرد، عفونی عامل یک

 هایفعالیت رد ویبریوزیس، و استرپتوکوکوزیس جمله از باکتریایی، عفونی هایبیماری درمان برای طورگستردهبهکه  هابیوتیک
 ا،هبیوتیکآنتی باقیماندة مانند زیادی منفی اثرات( Cao et al., 2018; Bahnasawy et al., 2019) شوندمی استفاده پروریآبزی

جدید  شرایط در ماندن زنده باکتری برای هایجهش گونه آبی و هایاکوسیستم روی سمی اثرات ،زیستی تجمع دارویی، مقاومت
ها، بیوتیکآنتی از استفاده کاهش منظوربه و راستا این در (.Cao et al., 2018; Mohamad et al., 2021دارد ) دنبالبه را

(. البته Toranzo et al., 2009)ند  مؤثر بسیارمدرن  پروریآبزی در مطلوب و جایگزینی پیشگیرانه اقدام یک عنوانها بهواکسن
(. Torres-Corral et al., 2021)آنهاست  از صحیح استفاده هم و مؤثر محصولات تولید مستلزم هم آمیزموفقیت واکسیناسیون

 برای مهمی عنوان ابزارهایبه 1هاادجوانتهمراه به چندظرفیتی محصولات روی واکسن توسعة هایبرنامه بیشتر اخیر، هایسال در
 یگیرپیش در هاروش ترینموفق از یکی نمایندة ویبریوزیس واکسن (.Bao et al., 2019) اندشده متمرکز واکسن قدرت افزایش

 تولید برای هاتلاش اولین .(Gudding and Van Muiswinkel, 2013) شودمی محسوب مدرن پروریآبزی در هابیماری از
 1998 سال در آنگوئیلاروملیستونلا  برای واکسن فرمولاسیون گردد و اولینبرمی 1991 سال به ماهی ویبریوزیس برابر در واکسن

هستند  کشته کامل سلول صورتهب بیشتر ویبریوزیس، برای استفاده مورد هایواکسن .(et al., Miccoli 2019) تهیه شد

                                                           
1Adjuvant 
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(2018 et al.,Angosto .) Cao  ویبریو آلجینولیتیکوس هایواکسن گزارش کردند که در شرایط آزمایشگاهی، (2118)و همکاران 
است از  دهش گزارش ماهی واکسیناسیون مورد در متعددی مطالعات امروزه .هستند فرمالدئید با شدهکشته هایواکسن شامل اًعمدت
میزان محافظتی تواند می که، ویبریو پاراهمولیتیکوسو  ویبریو آلجینولیتیکوسوالان غیرفعال شده با فرمالین شامل واکسن پلی جمله

 (.Aly et al., 2021ایجاد نماید )سیم دریایی زا در ماهی های بیماریاز چالش با باکتری را بعددرصد  75و درصد  7/91معادل 
 111، درصد بقای آلجینولیتیکوس ویبریو که واکسن نوترکیب مشخص گردید (2117همکاران )و  Nehlahمطالعة در  همچنین

 Epinephelus fuscoguttatus ×Epinephelus) هامور درصدی را بعد از عفونت تجربی با این باکتری در هیبرید

Lanceolatus )می آئروموناسی سخوراکی نیز بر علیه ویبریوزیس، استرپتوکوکوزیس و سپتیکشتة والان واکسن پلیدهد. نشان می
( نشان 2117و همکاران ) Spinosهمچنین  تهیه شد. (2121)اران کو هم Mohammadتوسط آسیایی در ماهی باس دریایی 

پیشگیری سیایی آ دریایی در ماهی باس ویبریوزیس و بیماری فوتوباکتریوزیس تواند ازوالان به روش تزریقی میدادند که واکسن دی
استرپتوکوکوس  و ویبریو جنساز مختلف  هایگونه مانند باکتریایی عوامل از ناشی هایبیماریبالایی از  شیوع اخیر هایسال درکند. 

)  کندیم آشکارتر رابومی  کارآمد هایواکسن ساخت به نیاز که است شده ثبت ایران در آسیایی دریایی باس در ماهی اینیایی
2021 et al.,Houshmand  )آمیزقیتموف نتایج برای مهم بسیار جنبة یک ها،بهداشتی بیماری مدیریت و که پیشگیری از آنجا 
صورت تزریق داخل صفاقی جهت جلوگیری همزمان هدو ظرفیتی ب واکسن اثربخشی است، این مطالعه با هدف ارزیابی پروریآبزی

 از ویبریوزیس و استرپتوکوکوزیس در ماهی باس دریایی آسیایی انجام گردید.

 

 شناسی پژوهشروش. 2

 های باکتریاییسویه .1 -2

هانی= ج ژن بانک در شده ثبت شناسةبا ) ویبریو آلجینولیتیکوسزای بیماری بومی هایسویه، از واکسن بذر تهیة برای
MW654505 با شناسه استرپتوکوکوس اینیایی( و( جهانی =  ژن بانک در شده ثبتMW892415)  دریایی پرورشی  ماهیان ازکه

ا استفاده از بمولکولی شناسایی و  و بیوشیمیایی و به روش جداسازی ایران جنوبی سواحل از سمی باکتریاییدارای علائم سپتی
 استفاده گردید. (  et al.,Houshmand 2021)  ،تعیین حدت شدند، 50LDهای حدت و ردیابی ژن

 واکسن دوظرفیتی کشتهتهیة . 2-2

 گذاریگرمخانه شیکردار، انکوباتور در گرادسانتی درجة 31 دمای در شب یک مدتبه TSB کشت محیط در نظر مورد هایجدایه
 وشوتشس فیزیولوژی سرم با بار سه لوله ته رسوب و شده سانتریفیوژ 3511 دور در دقیقه 11 مدتبه کشت محیط ازآنپس. گردید

 611 موج طول در نوری جذب میزان گیریاندازه از استفاده با و PBS با یافته رسوب هایباکتری مراحل، این از پس. شد داده
 باکتری 10CFU/ml 10 حدود آن از لیترمیلی هر در که شد تنظیم طوری های باکتریایی، سوسپانسیوننانومتر و شمارش کلونی

 مساوی حجم سازی انجام شد و سپسفعالغیر  درصد1 ابتدا با استفاده از فرمالین ظرفیتیدو واکسن تهیة برای. باشد داشته وجود
(.  20et al., 2005; Silva et alArigo ,.14) گردید ترکیب هم با( باکتری 10CFU/ml 10 حاوی) باکتری هر سوسپانسیون از

انجام  واکسن( sterility testو استریل بودن ) (safety testsایمن بودن )های جهت اطمینان از سلامت واکسن تهیه شده، تست
 (.Bahnasawy et al., 2019; Chin et al., 2020) گرفت

 یناسیونواکس یو استراتژ یماربندیت. 2-3

 مدت دوو بهشد تهیه  ( گرمSD ±)میانگین  55±43/6 متوسط وزن با آسیایی دریایی باس ماهیبچه قطعه 181 کار این انجام برای
 اتیلنپلی مخزن نهشامل تکرار  سه گروه با سهدر  تصادفی طوربه. سپس ماهیان شدند  سازگار با شرایط آزمایش شروع از قبل هفته
 عبوری جریان سیستم در( کلرppm 11) استریل جاری دریای آب از تحقیق این در. شدند ذخیره( تکرار هر در ماهی 21) لیتری 311

 درصد 42) تجاری شده پلت جیرة با( 15:11 و 12:11 ،19:11) روز در بار سه ماهیان. شد استفاده( روزانه آب تبادلدرصد  111)



 04 و همکاران آهنگرزاده... / یه( برعلLates calcarifer) یاییآس یاییباس در یمحافظت ماه

 28±2 شرح: دما به آب فیزیکوشیمیایی هایشاخص. شدند تغذیه( ایران شیراز، بیضا، 21 متر،میلی 3 قطر چربی، درصد 15 پروتئین،

 تزریق و واکسیناسیون : گروه شاهد بدونیک گروه شامل: ثبت گردید. سه گروه آزمایشیگرم در لیتر  43±2 شوری و گرادسانتی درجة
همراه یقی بهوالان تزردیینه با واکسن : واکسگروه سهوالان تزریقی، شده با واکسن دیواکسینه: دو، گروه نمک بافر فسفاتشده با 

  طراحی گردید. 1 مطابق جدولدر گرم غذا  CFU 11 9میزان بهروز(  هفتبه مدت بوستر خوراکی )

 چگونگی تیماربندی گروه های آزمایش -1 جدول

 تعداد ماهی سازیایمن نام گروه

 تکرار( 3در قطعه ) PBS 21تزریق  (شاهدیک )گروه 

 تکرار( 3در قطعه ) 21 کشته( V. alginolyticus + S. iniae)والان تزریق واکسن دی دو ماریت

 تکرار( 3قطعه )در  21 خوراکی بوستر+ کشته ( V. alginolyticus + S. iniaeوالان )دیتزریق واکسن  سه ماریت

 

 هایگروه در. شدند بیهوش( ppm 111 میزانبه اتانول، فنوکسی-2) کنندهحسمادة بی یک با هاماهی واکسیناسیون، از قبل
 .شدند تزریق صفاقی داخل صورتبه باکتری کشته 10CFU/ml 10 از واکسن حاوی میکرولیتری 111 دوز با هاماهی شدهواکسینه

 سوم تةهف از و شد اسپری پلیت غذا روی واکسن راستا، این در. شد انجام سه گروه در خوراکی بوستر شد، ذکر بالا در طورکههمان
 هفته هشت مدتبه( کنترل و واکسینه گروه) آزمایش هایگروه تمامی. شد عرضه ماهی به روز هفت مدتبه واکسیناسیون از پس

 .شدند نگهداری

 بررسی کارایی واکسن. 2-4

 تزریق ااولیه ب سازیایمن شروع از بعد هفتهپنج ) خوراکی بوستر دوز از بعد هفته دو چالش آزمایش واکسن، کارایی ارزیابی جهت
و  (CFU/ml 66/3 ×811) آلجینولیتیکوس ویبریوروش داخل صفاقی با ماهیان بهمنظور انجام شد. بدین( صفاقی داخل

 .( et al.,; Mohamad 2018 .,et alHalimi 2021) مواجه شدند جداگانه طوربه( CFU/ml 3× 711) اینیایی استرپتوکوکوس
 با استفاده از فرمول زیر محاسبه شد. نسبی میرومرگ درصد و ثبت گردید هفته دو مدتبه تجمعی تلفات چالش، از پس

 111 × [(درصد تلفات گروه شاهد / درصد تلفات گروههای واکسیناسیون) -1] = 1درصد بقای نسبی 

 غیرایمن و هشدایمن هایگروه در شده تلف ماهیان کلیة از شده تزریق باکتری از ناشی تلفات ییدأت رای ،چالش آزمون پایان در
 Li et al., 2015; Nehlah et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Bahnasawy) شد تهیه باکتریایی کشت استریل شرایط در

et al., 2019.)  

 شناسیایمنیهای شاخص گیریزهاندا جهت گیرینمونه. 2-5

از ورید  گیریسازی خونهای سه، پنج و هشت پس از ایمنهفتهسازی، مرحله شامل: روز صفر قبل از ایمناز ماهیان در چهار 
و  هدا شدسانتریفیوژ ج شناسی، با استفاده ازهای ایمنیدست آمده جهت بررسیه. سرم خون بعمل آمدهببعد از بیهوشی ساقه دمی 

 گردید.نگهداری  گراددرجة سانتی -81تا زمان انجام آزمایش در فریزر 

 ماهیانایمنی سرم  هایشاخص ارزیابی . 2-6

 کمپلمان فعالیت (، میزانEllis et al., 1990) لیزوزیم فعالیت برای استاندارد هایروش براساس ،سرمشناسی ایمنی هایشاخص
(Barta et al., 1993)، پروتئین ( کلLowry et al., 1951و ) ایمونوگلوبولین ( کلSiwicki and Anderson, 1993مورد ) 

 .گرفت قرار ارزیابی

                                                           
1 Relative percent survival (RPS) 
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 آسیایی ماهی باس دریایی ایمونوگلوبولین ضد خرگوشی سرمآنتی تهیة. 2-7

 11 قدارم به این روش که. شد اشباع استفاده آمونیوم از سولفات آسیایی دریایی باس در ایمونوگلوبولین سازیخالصمنظور به
 ادجوانت با سسپ و فروند کامل ادجوانت با ابتدا هفته دو فاصلة به نوبت دو در ماهی از آمدهدستبه هایایمونوگلوبولین از گرممیلی

 از وم،د تزریق از پس هفته گردید دو تزریق بیماری هرگونه از عاری بالغ نر خرگوش عدد دو به عضلانی صورتبه فروند ناقص
 گردید جدا ود،ب آسیایی دریایی باس ماهی ایمونوگلوبولین ضد بادیآنتی حاوی که خون، سرم و شد گیریخون گوش لبة سیاهرگ

(Ahangarzadeh et al., 2023.) 

 بادیگیری تیتر آنتیالایزا برای اندازه آزمایش انجام. 2-8

 یاخانه 96 هایپلیت(. Firdaus-Nawi et al., 2013) شد انجام جداگانه طوربه بررسی مورد باکتری هر علیه بادیآنتی سطح
(Nunc، دانمارک )کربنات با بی-با بافر کربنات) 1:41 و 1:61 با رقت( لیتر در میکروگرم 111) سونیکه ژنآنتی میکرولیتر 111 با

 ساعت 18 مدتبه اهپلیت. شدکوت  جداگانه طوربه اینیایی استرپتوکوکوسو  جینولیتیکوسلیبریوآترتیب برای و( به6/9اسیدیته 
 )محلول شستشو( توئین حاوی 1نمک بافر فسفاتبا  بار سهسپس  وشدند  داده قرار گرادسانتی درجة با دمای چهار یخچال در

. شد مسدود( گرادسانتی درجة 25 ساعت، دو چربی، بدون شیردرصد  PBST، 5) کننده مسدود بافر با واکنش و گردید شستشو
 توئین(نمک بافر فسفات  حاوی درصد 5 گرفته چربی )شیر کننده بلوک از میکرولیتر 111 ها، میزانچاهک کردن بلوک برای سپس
 مورد یهاسرم همچنین و منفی و مثبت شاهد هایسرم بعد،مرحلة در  .شدند شسته ،شستشو محلول با بار سه اًمجدد. شد اضافه

 چاهک هر به و گردید سازیرقیق درصد 1/1 گرفته چربی شیر همراهبه توئین حاوینمک بافر فسفات کنندة رقیق با آزمایش،
 شدهتخلیه پلیت محتویات آزمایشگاه، دمای در انکوباسیون ساعت یک از پس. گردید اضافه شدهرقیق سرم میکرولیتر 111 میزان

 میزان به شدهرقیق( آسیایی دریایی باس ماهی پادتن ضد سرمآنتی) خرگوش سرم .شسته شدند ،با محلول شستشو مرتبه چهار و
 انکوباسیون، زمان طی از بعد. گردید انکوبه آزمایشگاه دمای در ساعت یک مدتبه پلیت و شد اضافه چاهک هر به میکرولیتر 111

 96 به شدهرقیق خرگوشی G ایمونوگلوبولین ضد کونژوگه شد. شستشو مرتبه چهار قبل مرحلة مانند و شدهتخلیه پلیت محتویات
 تراسوبس–کروموژن محلول پس از شستشوی پلیت،. شد انکوبه آزمایشگاه دمای در ساعت 1 مدتبه گردید و اضافه پلیت چاهک

 میکرولیتر 51 کردن اضافه با دقیقه 15 از بعد واکنش و شدهاضافه هاچاهک تمامی به( اکسیژنهآب+ بنزیدین تترامتیل)
ة کنندقرائت تگاهدس از استفاده با پلیتجذب نوری محتویات  .گردید متوقف کننده،متوقف عنوانبه نرمال 2 اسیدسولفوریک

نسب جذب نوری نمونه به جذب نوری کنترل مثبت  براساس نوری جذب مقادیرشد.  خوانش نانومتر 451 موجطول در میکروپلیت
 :(Mohamad et al., 2021; Jung et al., 2020; El-Jakee et al., 2008) زیر گزارش گردیدرابطة مطابق 

  111 ×جذب نوری کنترل منفی(  –جذب نوری کنترل منفی/ جذب نوری کنترل مثبت  –= )جذب نوری نمونه  2نمونه به کنترل مثبتدرصد 

 هاداده آماری تحلیلوتجزیه. 2-9

 دارمعنی بررسی برای. شد فادهاست 23 نسخة SPPS افزارنرم و طرفهیک واریانس تجزیه روش از هاداده تحلیل و تجزیه جهت
 همچنین. شد گرفته نظر در >15/1P هاآزمون دارمعنی سطح هابررسی تمام در. شد استفاده دانکن آزمون از هامیانگین تفاوت بودن

 تمامی میانگین ها همراه با خطای استاندارد بیان شده است. .گرفت انجام Excel افزارنرم فضای در نیز نمودارها ترسیم

 

 های پژوهشیافته. 3

 بودن واکسنو بی خطر  بودن استریل. 3-1

 همچنین .نشد مشاهده گذاریخانهگرم ساعت 48 از کلونی باکتریایی بعد گونهرشد هیچ واکسن، از شدهداده کشت هایپلیت در

                                                           
1PBS 

4SP% 



 00 و همکاران آهنگرزاده... / یه( برعلLates calcarifer) یاییآس یاییباس در یمحافظت ماه

 ماهی هایاماند از کشت نشد و واکسن مشاهده تزریق متعاقب بیماری ایجاد یا و عفونت از ناشی جانبی هیچ گونه تلفات و عوارض
 .نداد نشان را رشدی گونههیچ کشت محیط در شدهتزریق

 واکسن زاییایمنی و کنندگیمحافظت. 3-2

 اثرشد و داده  لشچا اینیایی استرپتوکوکوسو  جینولیتیکوسلآ یبریوهای حاد وجدایه با هاماهی واکسیناسیون، از پس هفته پنج
درصد تلفات تجمعی و میزان بازماندگی در تیمارهای مورد آزمایش در جدول  .گرفت قرار ارزیابی مورد ظرفیتی دو واکسن حفاظتی

 نشان داده شده است.  1و شکل  2

 

 استرپتوکوکوس اینیاییو  ویبریو آلجینولیتیکوسزای های بیماریجدایهپس از مواجه با  واکسینهتلفات تجمعی ماهیان واکسینه و غیرنمودار  -1شکل 

 

 در تیمارهای مختلف درصد بازماندگی و آزمایش طراحی جزئیات -2جدول 

 تعداد تيمار

 واکسيناسيون اوليه

 -داخل صفاقي -)روز صفر

 (1/8ليتر/ماهي ميلي

 دوز بوستر

 40تا  41)روز 

 )خوراکي

 گروه چالش شده

 تكرار( 2ماهي در هر تانک در  18)

 ±درصد تلفات

 خطای استاندارد

 ±درصد بقای نسبي

 خطای استاندارد

 - PBS 08 کنترل
 22/2 ± 00/00 02/2 ± 44/42 (V.alg +کنترل )

 22/2 ± 00/90 (S.inia +کنترل ) 22/12 ± 22/2

 واکسينه

 )بدون بوستر(
08 1-CFU mL 1010 - 

 22/2 ± 00/40 02/2 ± 44/07 (V.alg +واکسينه )

 00/0 ± 00/40 94/0 ± 49/06 (S.inia +واکسينه )

 واکسينه

 )با بوستر(
08 1-CFU mL 1010 109 CFU g-1 غذا 

 22/2 ± 22/42 02/2 ± 89/92 (V.alg +واکسينه )

 48 71/92 (S.inia +واکسينه )

 

همراه بوستر نه بههای واکسیو بیشترین درصد بازماندگی در گروهبیشترین درصد تلفات تجمعی در گروه کنترل نتایج نشان داد 

ینه های واکسی را در میزان تلفات و درصد بازماندگی بین گروه کنترل و گروهداریمعنآماری اختلاف  هایبررسی(. P<15/1) دبو

بود  تربوسهای واکسینه بدون بالاتر از گروه بوستر خوراکیهمراه های واکسینه بهدرصد بازماندگی در گروه(. P<15/1) نشان داد
نشان  نیاییاسترپتوکوکوس ایو  آلجینولیتیکوس ویبریو هر دو باکتری با سازیمواجهه نتایج داری مشاهده نشد.ولی اختلاف معنی

درصد  91/73و  17/73±84/3ترتیب با بهگروه واکسینه با بوستر  ویژهبههای واکسینه، داد که بیشترین درصد بازماندگی در گروه
 (.2بود )شکل 
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 زای ه با دو عامل بیماریتیمارهای مختلف پس از مواج استاندارد خطای±بازماندگی درصد میانگین ستونی نمودار -2شکل 

 استرپتوکوکوس اینیاییو  آلجینولیتیکوس ویبریو

 

 بادیآنتیپاسخ . 3-3

(. P<15/1)نداشت  وجود درمان از قبل مختلف هایگروه بین بادیآنتی پاسخ در داریمعنی اختلاف، هیچ داد نشان آماری بررسی
روه کنترل داری بالاتر از گطور معنیههر دو گروه واکسینه چه همراه با بوستر خوراکی و چه بدون بوستر خوراکی ب بادی درتیتر آنتی

 .(3یافت )شکل  افزایش های واکسینهگروه همةواکسیناسیون، در  از پس هفته پنج در سرم بادیآنتی تیتر(. P<15/1) بود

 
 ( SE±)میانگین اینیایی استرپتوکوکوسو  آلجینولیتیکوس ویبریو علیه بر (S/P%) دریایی آسیایی ماهی باس سرم بادیآنتی تیتر مقایسةنمودار  -3 شکل

 ویبریوبادی علیه بین تیتر آنتی(. P<15/1)دارتفاوت معنی بیانگرواکسیناسیون. حروف لاتین کوچک هر ستون  از پسهفته  8 و 5 ،3 در مختلف تیمارهای در

 .است اینیایی استرپتوکوکوسبادی علیه بین تیتر آنتی(. P<15/1)دار تفاوت معنی بیانگربالای هر ستون  بزرگو حروف لاتین  آلجینولیتیکوس

پنجم پس هفتة در  نوالاو دی بوسترهمراه والان بهدر تیمار دی ترتیببه آلجینولیتیکوس ویبریوبادی علیه بالاترین تیتر آنتی

همچنین بالاترین (. P<15/1) نشان دادند هشتم سوم وهفتة این تیمارها در داری با شد که اختلاف معنیمشاهده از واکسیناسیون 
ولی این افزایش تیتر  ،پنجم گزارش گردیدهفتة همراه بوستر در والان بهدر تیمار دی اینیایی استرپتوکوکوسبادی بر علیه تیتر آنتی

 (.P>15/1)پس از واکسیناسیون نداشت  سه و پنجهای واکسینه و در هفته هایگروهداری با سایر اختلاف معنی
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 ایمنی غیراختصاصی سرم هایشاخص. 3-4

 هایگروه در ام،ت ایمونوگلوبولین سطح و تام پروتئین سرم، لیزوزیم جمله از شده، ارزیابی غیراختصاصی ایمنی هایشاخص از بسیاری
 شاهد گروه با مقایسه بعد از واکسیناسیون در 5هفتة همراه بوستر در بهوالان واکسینه با واکسن دی گروه در ویژهبه شده،واکسینه

 آزمایشی هایگروهدر  تأثیر تحت مکمل فعالیت سطح(. 6 و 5 ،4 هایشکل)( P<15/1) افزایش یافته استداری یمعن طوربه
 (. 7 شکل)ی را با تیمار شاهد نشان نداد داریمعنهای مختلف اختلاف زمان یا مختلف

 
  شده ایمن آسیایی دریایی ماهی باس سرم لیزوزیم فعالیتنمودار  -4شکل 

  (P<15/1) (دهدمی نشان را یداریمعن تفاوت هاستون بالای )حروف
 

 
  در تیمارهای مختلف سرم میزان پروتئین کلنمودار  -5 شکل

 (P<15/1) دهدمی نشان را یداریمعن تفاوت هاستون بالای )حروف
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  در تیمارهای مختلف سرم گلوبولین کلنمودار  -6 شکل

 (P<15/1) دهدمی نشان را یداریمعن تفاوت هاستون بالای )حروف
 

 
  در تیمارهای مختلف سرم کمپلمان فعالیتنمودار  -7 شکل

 (P<15/1) دهدمی نشان را یداریمعن تفاوت هاستون بالای )حروف

 

 نهایی یریگیجهنتو بحث . 4
 در بالا میرومرگ دلیلبه عفونی هایبیماری شیوع و بروز از ناشی اقتصادی تلفات پروریآبزیصنعت  برای عمده تهدیدات از یکی

 باکتریایی، هایپاتوژندرصد  9/54 که دهندمی نشان مختلف مقالات. است تجاری پروریآبزی هایسیستم و پرورشی هایماهی
 ماهی پرورش در بیماری ایدوره شیوع مسئول انگلی عواملدرصد  4/19 و قارچی عواملدرصد  1/3 ها،ویروسدرصد  6/22

 نایتع و با دریایی ماهیان در سمیسپتی ایجاد در باکتریایی زایبیماری عوامل اهمیت به توجه با .(Dhar et al., 2014) هستند
 بیماری املع دقیق تشخیص مطالعات مستلزم ،عفونی هایبیماری بروز از پیشگیری و کنترلی راهکارهای ارائه که موضوع این به

 ورتص دریایی ماهیان در بومی زایبیماری هایجدایه کنندگیمحافظت بررسی جهت ایران در بار اولین برای حاضر پژوهش است،
 ماهی هاآن بین از که اندشده معرفی پرورش کاندیدای عنوانبه دریایی ماهیان از مختلفی هایگونه ایران در حاضر حال در. گرفت
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 قفس در شورک جنوبی هایاستان در دارد پرورش در که بهتری هایویژگی علتبه غیربومی گونة یک عنوانبه آسیایی دریایی باس
 از پیشگیری در مناسب راهکار دارد جا کشور، جنوب در ماهی این پرورش توسعة به توجه با. شودمی داده پرورش خاکی استخر و

 هایواکسن تمامی متأسفانه. گیرد قرار بررسی مورد ماهی این در تلفات علت مهمترین عنوانبه باکتریایی هایسمیسپتی بروز
 قمناط هایسویه برابر در و شدهساخته خاصی کشورهای و جغرافیایی مناطق در رایج هایسویه برابر در بازار، در موجود تجاری

 یوعش به توجه با .شود ساخته بومی هایجدایه از هاییواکسن منطقه هر در است لازم بنابراین ندارند، مناسبی کارایی دیگر
 کنترل و پیشگیری برای جدید هایاستراتژی توسعة شوند،می دریایی ماهیان در سمیسپتی باعث که باکتریایی هایپاتوژن
 اگرچه اند،گرفته قرار توجه مورد بالقوه حلراه یک عنوانبه چندظرفیتی هایواکسن راستا، این در. است ضروری عفونی هایبیماری
 پایداری دلیلبه فرمالین با شدهکشته هایواکسن (.Abu-Elala et al., 2019) است شده مطرح هاآن اثربخشی مورد در هایینگرانی

 که است شده داده نشان ( وMayo et al., 2017) هستند محبوب ماهی پروریآبزی در بودن، صرفه به مقرون و ایمنی بالا،
 (.Colquhoun et al., 2014) دارند جهان سراسر در ماهی مختلف هایگونه در ویبریوز برابر در اًخصوص کارآمدی محافظت

 دباش صرفهبه مقرون تواندمی هستند، واحد دوز یک در ژنآنتی چندین حاوی که دو یا چندظرفیتی، هایواکسن از استفاده
(Shoemaker et al., 2012.) میزان  در این مطالعه .هاستواکسن کارایی ارزیابی برای مهم شاخص میزان بازماندگی یک

مار ی بالاتر از گروه کنترل بود ولی با اینکه از نظر عددی بالاتر از تیداریمعنطور ههمراه بوستر بکنندگی تیمار واکسینه بهمحافظت
شده برعلیه تهیهوالان . همچنین میزان محافظت واکسن دیی را نشان ندادداریمعنبدون بوستر خوراکی بود، ولی اختلاف واکسینة 

 این به( 2115) همکاران و Chettri( و 2111)همکاران  و Ismail بود.درصد  71و بیش از یکسان  اًزا، تقریبهر دو عامل بیماری
مطالعة براساس نتایج  کند که ایجاد محافظت درصد 71 الی 61 از بیش بتواند که است واکسنی خوب واکسن که رسیدند نتیجه

ن چه همراه والادی واکسن با سازیایمن دنبالبه قبولی قابل شده، محافظتتهیهوالان توان نتیجه گرفت که واکسن دیحاضر می
 .است شده ایجاد زاهای بیماریباکتری با تجربی عفونت برابر در با بوستر خوراکی و چه بدون بوستر خوراکی،

 توانندمی خوراکی واکسن هایژنآنتی که رسدمی نظرولی به نداشت، وجود واکسیناسیون روش دو بین داریمعنی تفاوت اگرچه
 خلفی نقشرودة  (.Ismail et al., 2016) کنند القا را سیستمیک و موضعی ایمنی هایپاسخ خلفی، رودة از انتقال و جذب طریق از

 دکنمی شرکت اپیتلیال داخل ماکروفاژهای به روده مجرای از هاژنآنتی انتقال در زیرا ،دارد خوراکی واکسیناسیون در مهمی
(Firdaus-Nawi et al., 2013 .)کند محافظتایجاد  تزریقی روش خوبیبه تواندنمی خوراکی واکسیناسیون روش اگرچه 
(Colquhoun et al., 2014 ،)اما Li سیم ماهی از محافظت برای خوراکی واکسیناسیون کردند که، گزارش ،( 2115همکاران ) و 

 برای وراکی،خ واکسیناسیون .رسدمی نظربه مؤثر ویبریو آلجینولیتیکوسی زابیماریعامل  برابر در (Silver Sea Bream) اینقره
هرچند د. هستن استفاده بسیار قابل بزرگ و کوچک هایماهی برای استخرها یا هاقفس در رشد دورة طول در واکسیناسیون افزایش

 عنوانبه که زمانی اما ندارد، زابیماری عوامل برابر در مناسبی حفاظت غیرفعال، کامل سلول واکسن ویژهبه اولیه هایواکسن عنوانبه
 هدد گسترش یا داده افزایش را پاتوژن برابر در حفاظت تواندمی گذرا، اثر رغمعلی شود،می استفاده کنندهتقویت واکسن

(Ballesteros et al., 2014; Mutoloki et al., 2015.) Ahangarzadeh ( به2123و همکاران ) دنبال واکسیناسیون ماهیان
در توافق با  .همراه بوستر خوراکی، میزان محافظت خوب و قابل قبولی را گزارش کردندوالان بهبا واکسن پلی باس دریایی آسیایی

برعلیه بیماری ویبریوزیز،  والانپلی کشتة واکسن کارایی بررسی در( 2121) همکاران و Mohamadحاضر، مطالعة نتایج 
 والانپلی واکسن محافظت میزان که دادند نشان آسیایی،دریایی  باس ماهی در های متحرکاسترپتوکوکوزیس و آئروموناس

 واکسن با (S. aurataسیم دریایی )  ماهیان سازیایمن در( 2121) همکاران و Aly. همچنین بود درصد 75 حدود شدهتهیه
 آنالیز .دادند شانبسیار خوبی را ن محافظت میزان پاراهمولیتیکوس ویبریو و آلجینولیتیکوس ویبریو باکتری دو از شدهتهیه والاندی

 تریهر دو باک با مواجه در خوراکی بوستر با همراه و بوستر بدون والاندی واکسن با واکسینه تیمارهای بازماندگی درصد آماری
 همسو. دادندن نشان را یداریمعن اختلاف همدیگر با واکسینه تیمارهای ولی ،دارند یداریمعن اختلاف کنترل تیمار با که داد نشان

 به هک سیم دریایی ماهی در آلجینولیتیکوس ویبریو واکسن کارایی میزان بررسی در ،(2115) همکاران و Li حاضر، مطالعة با
 استفاده باکتری، سازیفعال غیر برای روش بهترین که داد نشان ،(کلروفرم فنل، حرارت، فرماین،) شدهفعال غیر مختلف هایروش
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 و است فنل و رارتح کلروفرم، با شدهفعال غیر باکترین از بهتر خیلی فرمالینه باکترین از ناشی محافظت نتایج و است فرمالین از
 ایمطالعه در( 2111) همکاران و Klesius. آورد دستهب ماهیان واکسیناسیون از پس هفته 3 در را درصد 81 معادل محافظتی

 در عضلانی و یصفاق داخل روش به ترکیبی و تکی جدایة از استفاده با اینیایی استرپتوکوکوس واکسن اثربخشی» عنوان تحت
 در واکسیناسیون از پس 31 روز در اینیایی استرپتوکوس حاد باکتری با چالش از بعد بازماندگی درصد که دادند نشان «تیلاپیا ماهی
 استرپتوکوس هترولوگ ترکیبی جدایة دو با که گروهی در و 45% معادل اینیایی استرپتوکوس همولوگ جدایة یک با واکسینه گروه

ظرفیتی شامل دنبال استفاده از واکسن دو( به2112)و همکاران  Shoemaker. بود 94% معادل شدند، واکسینه اینیایی
 آمدهدستبه نتایج .را گزارش کردند درصدی111تا  69در ماهی تیلاپیا محافظتی بین ویبریو ولنیفیکوس و  استرپتوکوکوس اینیایی

 و کوسآلجینولیتی ویبریو ضد اختصاصی بادیآنتی مقداری دارای هم سازیایمن از قبل ماهیان که کرد مشخص حاضر مطالعة از
 تایجن با این موضوع. باشد آبزی هایمحیط در باکتری دائم حضور دلیلبه احتمالاً که هستند اینیایی استرپتوکوکوس

Ahangarzadeh ( 2122و همکاران) زایییمنیا و بقا بر باکتریایی شدةکشته چندظرفیتی هایواکسن تأثیرروی  ای کهدر مطالعه 
 و تیکوسآلجینولی ویبریو علیه اختصاصی بادیآنتی عیار میانگین بالاترین. همخوانی داردآسیایی انجام دادند،  دریایی باس

 Nguyenی است. سازایمن از پس هفته پنج در خوراکی بوستر با واکسینه گروه به مربوط حاضرمطالعة در  اینیایی استرپتوکوکوس
 کشتة واکسن ةوسیلبه( Epinephelus coioides) نارنجی خال هامور سازیایمن روی بر که ایمطالعه ( در2117و همکاران )

 از پس 12 و 6 ،2 هایهفته در واکسینه هایگروه در سرم بادیآنتی تیتر که کردند، مشخص گردید، انجام هارویی ویبریو فرمالینه
 واکسیناسیون از سپ ششمهفتة  در بادیآنتی تیتر بیشترین میزان همچنین و بود کنترل گروه از بالاتر داریمعنی طورهب سازی،ایمن

  گزارش شد.
ی داریمعنطور هواکسینه بهای اختصاصی در گروهورهای ایمنی غیر جز میزان فعالیت کمپلمان سرم، سایر فاکتدر این مطالعه به

 ایمنی هایپاسخ اکثر در توجهی قابل افزایش (2121) همکاران و Dezfuly حاضر، مطالعة نتایج مشابه بالاتر از گروه کنترل بود.
 کیتوسان-آلژینات نانوذرات/میکرو شده باپوشانده  یرسینیا راکری ساکاریدلیپوپلی با شدهواکسینه کمانرنگین آلایقزل در هومورال

 تورهایفاک یداریمعن افزایش کهطوریبه بوده،مؤثر  غیراختصاصی ایمنی عوامل بر که زمان کردندهمچنین عنوان  .دادند نشان
 ریاییدظرفیتی علیه بیماری ویبریوزیز و آئروموناس در ماهی باس که از واکسن چندای در مطالعه .شد مشاهده امسی روز در مذکور
و همچنین یافت  هبودب توجهی قابل طوربه ششمهفتة  خوراکی تا واکسیناسیون روز هفت از لیزوزیم پس استفاده شد، فعالیت آسیایی

 گرددمی قویتت زابیماری هایباکتری برابر در را ماهی ایمنی با استفاده از واکسن چندظرفیتی، هومورال ایمنی پارامترهای تحریک با
(Mohamad et al., 2021) .ایمنی پارامترهای تحریک با والاندی واکسن که داد نشان حاضر مطالعة هاییافته طورکلی،به 

 تقویت ینیاییا استرپتوکوکوس و آلجینولیتیکوس ویبریوزای بیماری هایباکتری برابر در را ماهی ایمنی سیستم تواندمی هومورال
 .دهد افزایش آنها با چالش از پس را ماهیان بقای میزان نتیجه در و کند

 هایتریباک با مواجهه از پس بازماندگی درصد افزایش تجمعی، ومیرمرگ میزان کاهش تحقیق این از حاصل نتایج به توجه با
 عملکرد شافزای و بهبود همچنین. است مشهود کاملاً  کنترل گروه با مقایسه در واکسینه هایگروه در بادیآنتی تیتر و زابیماری
 .دارد انماهی ذاتی ایمنی خوب عملکرد از نشان شاهد گروه با مقایسه در واکسن ةکننددریافت هایگروه در ذاتی ایمنی هایشاخص

 باعث ییاینیا کوساسترپتوکو و کوسیتینولیآلج ویبریو شامل ظرفیتی دو واکسن تجویز که داد نشان حاضر مطالعة نتایج در نهایت،
 آسیایی اییدری باس ماهی در این واکسن در کنندهشرکت باکتریایی هایپاتوژن هر دو برابر در محافظتی ایمنی هایپاسخ تحریک

 پروریآبزی ریعس رشد به توجه با و دریایی ماهیان در استرپتوکوکوس و ویبریوها اًخصوص هاباکتری پررنگ نقش به توجه با. شودمی
 اتاقدام سازیپیاده پرورش، شرایط بالقوة هایاسترس وجود و قفس در پرورش سیستم خصوصبه کشور، در دریایی ماهیان

 اکنونهم که هاییشرکت تحقیق و توسعه واحدهای کار دستور در تواندمی واکسن این از استفاده و گرددمی توصیه بسیار پیشگیرانه
 بر غلبه رایب واکسیناسیون طریق از میزبان ایمنی تأمین طورکلیهب. گیرد قرار اند،نموده قفس سیستم در ماهی پرورش به مبادرت
 اب سازگار پروریآبزی صنعت به دستیابی برای. بود خواهد صرفهبه مقرون و ایمن امیدوارکننده، روشی ماهی، هایبیماری
 .هستند شده توصیه بسیار هایاستراتژی غیرفعال هایواکسن انسان، سلامت مورد در نگرانی بدون زیستمحیط
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