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بررسی اثر ادجوانی نانوکیتوزان بر ایمنی زایی واکسن کشته آئروموناس هیدروفیلا 
)Cyprinus carpio( در ماهی کپور معمولی
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 چکیده  
زمینه مطالعه: اخیرا گزارشات متعددی از اثرات تحریک ایمنی و ادجوانی نانوکیتوزان در حیوانات مختلف گزارش شده است. هدف: در این 
مطالعه، اثر ادجوانی نانوکیتوزان تولید شده از کیتوزان حاصل از کیتوزان پوسته میگو بر ایمنی زایی واکسن کشته آئروموناس هیدروفیلا در ماهی 
کپور معمولی )Cyprinus carpio( مورد بررسی قرار گرفت. روش کار: تعداد 300 عدد ماهی کپور معمولی )با وزن متوسط g 5/6±51( به چهار 
گروه )هر گروه 75 ماهی و 25 ماهی در هر تکرار( تقسیم شدند. گروه 1، 2 و 3 با واکسن آئروموناس هیدروفیلا ایمن شدند. در گروه 1 واکسن بدون 
ادجوان، گروه 2، واکسن همراه ادجوان فروند و گروه 3 واکسن همراه ادجوان نانوکیتوزان استفاده شد. گروه 4 )شاهد( با سرم فیزیولوژی تزریق 
گردید. ماهی های هر گروه در روز صفر و 14 ایمن شدند و به مدت 6 هفته با شرایط مشابه نگهداری و تغذیه شدند. خونگیری در انتهای هفته 2، 
هفته 4 و هفته 6 تحقیق انجام گرفت. برخی شاخص های ایمنی مانند تعداد گلبول های سفید خونی، فعالیت لایزوزیم و قدرت ضدباکتریایی سرم، 
فعالیت کمپلمان، میزان احیای NBT ، پروتئین و گلوبولین تام و عیار آنتی بادی ضد آئروموناس هیدروفیلا بررسی شد. در انتهای دوره ماهی ها با 
غلظت LD50 باکتری زنده آئروموناس هیدروفیلا چالش داده شدند و میزان تلفات طی 10 روز ثبت شد. نتایج: نتایج نشان داد که تعداد گلبول های 
ســفید خونی، فعالیت لایزوزیم ســرم، میزان گلوبولین، میزان فعالیت NBT و عیار پادتن در دو تیمار فروند و نانوکیتوزان در مراحل نمونه گیری 
افزایش معنی داری نســبت به تیمار کنترل یافت )p>0.05(. در میزان فعالیت ضدباکتریایی و ســطح آلبومین سرم در تیمارهای مختلف تفاوت 
معنی داری مشاهده نگردید)p<0.05(. تلفات بعد از چالش نیز در هر دو تیمار نانوکیتوزان و فروند کاهش معنی داری نسبت به تیمار بدون ادجوان 
و کنترل نشان دادند)p>0.05(. نتیجه گیری نهایی: بر اساس نتایج این تحقیق نانوکیتوزان دارای خواص ادجوانی مناسب و قابل رقابت با ادجوان 

فروند بوده و گزینه خوبی برای جایگزینی ادجوان های رایج ماهی می باشد.

واژه های کلیدی: نانوکیتوزان، ادجوان، کپور معمولی، آئروموناس هیدروفیلا

مقدمه
استفاده از محرک های سیستم ایمنی و ادجوان ها در ماهی نقش مؤثرتری 

در مقایســه با موجودات خونگرم دارند )26(، از طرفی اخیرا استفاده از مواد 

بیولوژیک به جای مواد شــیمیایی آســیب رســان در آبزی پروری و بویژه 

بهداشــت آبزیان جایــگاه ویژه ای یافته اســت.)23(. بســیاری از ترکیبات 

پلیمریک)ترکیبات حاوی واحدهای تکرار شوند( و پلی ساکاریدی به دلیل 

حفاظت از آنتی ژن ها و انکپســوله نمودن آن ها  ، از تخریب و تغییر آنتی 

ژن کاســته و هماننــد یک ادجــوان عمل می نمایند به همیــن دلیل اخیراً 

روش های انکپســوله نمــودن آنتی ژن هــای میکروبی در میکــروذرات و 

نانوذرات پلیمریک و پلی ســاکاریدی، در حال رشــد و توســعه است. یکی 

از این ذرات پلی ســاکاریدی کیتوزان بوده که از نظر ســاختار شیمیایی از 

جنس گلوکزآمین می باشد و از استیل زدایی کیتین به دست می آید. کیتین 

فراوانترین پلیمر طبیعی بعد از سلولز در طبیعت است)7( خاصیت تحریک 

رشد و تقویت سیستم ایمنی توسط این ترکیب در گونه های مختلف آبزیان 

نشان داده شده است )2،7(. استفاده از نانوکیتوزان به عنوان محافظت کننده 

مواد مغذی مثل ویتأمین C در شــرایط معده ماهی )4( محافظت و تشدید 

 DNAاثرات آنتی باکتریال در مواد غذایی )29( و محافظت از واکسن های

و پروتئین های نوترکیب در روش تجویز خوراکی )45( اخیراً رایج شده است. 

کوچک نمودن اندازه اجزای مواد بیولوژیک در حد نانو، توان زیستی آن ها   

را بصــورت فزاینده ای افزایش می دهــد که این اثر در مورد مواد بیولوژیک 

پلیمری مثل کیتین و کیتوزان قابل توجه است و در بعضی تحقیقات کاهش 

اندازه ذرات در حد نانو افزایش معنی دار اثر بیولوژیک آن ها  را باعث شــده 

است )9(. 

آئروموناس هیدروفیلا به عنوان یکی از باکتری های بیماریزای فرصت 

طلب در بســیاری از گونه های ماهی آب شــیرین و لب شور و به خصوص 

کپورماهیان در کشورهای آسیایی مورد توجه بوده و از طرفی رشد روزافزون 

پرورش آبزیان به صورت متراکم باعث شــیوع هرچه بیشــتر بیماری ها از 

جمله آلودگی به این باکتری گشته است )22(.

به منظور کنترل این بیماری امروزه به ســاخت واکسن توجه بیشتری 

شده است و به این منظور باکتری غیرفعال شده، به روش های مختلف مانند 

غوطه وری، تزریقی یا خوراکی به عنوان واکسن و با هدف ایجاد پاسخ قوی 

Email:  alishahim@scu.ac.ir   061-33360807 :نویسنده مسئول:  تلفن: 33330072-061  نمابر )*
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و طولانی مدت علیه آنتی ژن باکتریایی، مصرف می شود. برای رسیدن به 

این هدف یعنی تحریک ایمنی طولانی تر توسط واکسن ها، علاوه بر آنتی 

ژن کشــته شــده نیاز به افزودن یک ادجوان نیز در واکسن می باشد)3،7(. 

ادجوان ها مواد محرک ایمنی هســتند که همراه واکسن ها استفاده شده و 

علاوه بر عرضه تدریجــی آنتی ژن، اثرات تحریک ایمنی بویژه در عرضه 

آنتی ژن واکسنی با افزایش فعالیت سلول های T یاریگر)یاور( دارند. از جمله 

شــناخته شده ترین ادجوان ها در واکسن های انسانی و دامی ادجوان فروند 

می باشد که به شکل امولسیون آب در روغن است، در ماهی نیز استفاده از 

این نوع ادجوان در واکسن های تزریقی کاربرد دارد. از معایب این ادجوان ، 

تحریک بافتی، ایجاد چسبندگی و گرانولوما در محل تزریق  می باشد )7(.

  از آنجا که نانوکیتوزان به دلیل ویژگی تحریک ایمنی به ویژه افزایش 

جذب آنتی ژن از مخاطات و بدنبال آن افزایش عرضه آن توسط سلول های 

دندریتیک و همینطور قابلیت بالا در حفظ و نگهداری ذره آنتی ژنی توانایی 

استفاده به عنوان ادجوان در واکســن های ماهی را داراست)7،51(. لذا این 

تحقیق با هدف بررسی اثر تجویز داخل صفاقی )تزریقی( واکسن آئروموناس 

هیدروفیلا به همراه نانوکیتوزان )به عنوان یک ادجوان( در مقایسه با ادجوان 

فروند )به عنوان یک ادجوان تجاری شــناخته شده(، بر بازماندگی و تقویت 

سیستم ایمنی ماهی کپور انجام گرفت.

مواد و روش کار
ماهــی: تعداد 300 عدد ماهی کپور معمولی )با وزن متوســط 51±5/6 

گرم( و ســن کمتر از یک ســال از یکــی از مراکز پــرورش ماهی گرمابی 

)شوشتر، خوزستان، ایران( تهیه شد. پس از انتقال به سالن آکواریوم بخش 

بهداشت و بیماری های آبزیان دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید چمران 

اهواز، بــه مدت دو هفته در دو مخزن 300 لیتــری فایبرگلاس نگهداری 

شــدند تا با شرایط آزمایشگاه ســازش یابند. ماهی ها قبل از انجام تحقیق 

از نظر بهداشتی و عدم ابتلا به بیماری های انگلی و باکتریایی کاملًا مورد 

ارزیابی قرار گرفتند

غذای مورد استفاده، خوراک مخصوص بچه ماهی کپور ساخت شرکت 

بیضای شــیراز با میزان پروتئین 32٪بود. میــزان خوراک روزانه حدود 3 ٪ 

وزن توده زنده)Biomass ( در دو الی سه وعده مجزا در نظر گرفته شد.

آماده ســازی و تزریق واکســن: پس از کشــت باکتــری آئروموناس 

هیدروفیلا  )AH04 که با روش PCR جنس و گونه آن اثبات شده بود( در 

محیط TSB ، باکتری در مجاورت غلظت های متوالی فرمالین )از 0/1 تا 5 

٪( به مدت 24 ســاعت در oC 4  قرار داده شــد و کمترین غلظتی که تمام 

باکتری ها را کشته بود )0/25٪( مشخص گردید که باکتری ها با این غلظت 

غیر فعال شدند. سپس باکتری ها با سرم فیزیولوژی سه بار شستشو شدند. 

بــه منظور حصول اطمینان از غیرفعال شــدن کامل باکتری ها، از باکتری 

غیر فعال شده کشت مجدد تهیه شد )35،38(. در انتهای کار، باکتری های 

غیرفعال شده در سرم فیزیولوژی استریل به صورت سوسپانسیون در آمدند 

و با استفاده از روش مک فارلند و نیز روش کدورت سنجی غلظت واکسن 

در حد 1010 تنظیم گردید )46(.

تهیه ادجوان نانوکیتوزان: در این تحقیق از کیتوزان استحصال شده از 

پوسته میگو به روش توصیه شده توسط Abdou و همکاران در سال 2008 

استفاده شد)2(. درصد د استیلاسیون کیتوزان تهیه شده با استفاده از دستگاه 

آنالیز عناصر )Elemental analyzer( مشخص گردید. همچنین جهت 

تعیین وزن مولکولی کیتوزان از ارتباط بین ویسکوزیته ذاتی محلول کیتوزان 

و وزن مولکولی استفاده گردید.

تبدیــل کیتــوزان به نانوکیتــوزان بــه روش ژلاســیون یونوتروپیک 

)Ionotropic gelation( انجام گردید. بدین منظورml 4 محلول سدیم  

تری پلــی فســفات )Sodium tripolyphosphate( 2٪ به تدریج  به

ml 100 محلول کیتوزان که بر روی همزن مغناطیســی در حال هم زدن 

بود، افزوده شــد و عمل هم زدن به مدت دو ساعت ادامه یافت )13(. اندازه 

نانوذرات تولید شــده و میزان پتانســیل زتای نانوذرات به وســیله دستگاه 

 Malvern ,90-Zetasizer, Nano-ZS( پارتیکل ســایزر و  زتاســایزر

Instruments ( اندازه گیری گردید. 

برای کاهش pH نانوکیتوزان تولید شده دو بار در 10 هزار دور در دقیقه 

به مدت 30 دقیقه و دمایoC 4 ســانتریفوژ گردید و در هر مرحله اسید جدا 

شده از نانوکیتوزان از فاز بالایی جداسازی و با PBS استریل جایگزین شد و 

نهایتا pH نانوکیتوزان به بالای 5 رسید)5(.

در مرحلــه بعد باکتری غیر فعال شــده با نانوکیتوزان به نســبت 1:1 

مخلوط شده و با انجام ورتکس و عبور با فشار از سوزن سرنگ با حجم 60 

ســی سی کاملاًً یکنواخت شد. در نتیجه غلظت نهایی باکترین آماده شده 

برابر با 109×5 گردید )21(.

تیماربندی و ایمن سازی ماهی ها: برای انجام این مطالعه ماهی ها به 

4 گروه )تیمار( تقســیم گردیدند. هر گروه دارای 3 تکرار و هر تکرار حاوی 

25عدد ماهی، در آکواریوم های شیشه ای 120 لیتری مجزا با شرایط یکسان 

تقسیم شدند. گروه ها به شرح زیر ایمن گردیدند:

1- واکسن آئروموناس هیدروفیلا بدون ادجوان

2- واکسن آئروموناس هیدروفیلا + ادجوان فروند 

3- واکسن آئروموناس هیدروفیلا + ادجوان نانوکیتوزان

4- شــاهد )دریافت حجم مساوی از سرم فیزیولوژی استریل به جای 

واکسن( 

ایمن سازی در روز صفر و روز چهاردهم انجام شد. ایمن سازی به روش 

تزریقی انجام شد. روش ایمن سازی برای همه ماهی-ها به صورت داخل 

 mg/l صفاقی و به میزان 0/5٪ وزن بدن بود )17(. ماهی ها قبل از تزریق با

100 ماده بیهوشی MS222 بیهوش شدند. 

نمونه گیــری: نمونه گیری در روز صفر، هفتــه 2 ، هفته 4 و هفته 6 از  
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ماهی های هر تکرار به عمل آمد و آزمایشات زیر روی نمونه ها انجام شد. 

فعالیت لایزوزیم سرم: فعالیت لایزوزیم سرم به روش توربیدومتری با 

استفاده از روش توصیه شده توسط Ellis و همکاران در سال 1990 با کمی 

 μl 10 از سرم نمونه با μl تغییرات اندازه گیری شد)15(. در این روش ابتدا

200 از سوسپانسیون mg/ml 0/2 باکتری میکروکوکوس لیزودایکتیکوس 

)سیگما( در بافر فسفات ســدیم 0/05 مولار )pH=6/2( در گوده های پلیت 

الایزا مخلوط شد و جذب نوری در دمای oC 25 در زمان های 1 و 6 دقیقه 

بعد از مخلوط ســازی در طول موج nm 530 اندازه گیری شــد ]دســتگاه 

قرائت کننده الایزا )Dynatech MR 5000( ساخت کشور هلند[. فعالیت 

لایزوزیــم باعث تخریب باکتری و کاهش جذب نوری می گردد. یک واحد 

فعالیت لایزوزیم با میزان کاهش جذب نوری به میزان 0/001 در دقیقه در 

هر میلی لیتر سرم مشخص گردید.

بررسی قدرت باکتری کشی ســرم: برای اندازه گیری قدرت باکتری 

کشی سرم از روش توصیه شــده توسط Kajita و همکاران در سال1990  

با کمی تغییرات اســتفاده گردید)27(. بطور خلاصــه در این روش باکتری 

آئروموناس هیدروفیلا بعد از رقیق سازی در بافر، به سرم ماهی اضافه شده 

و بعد از 90 دقیقه مجاورت سرم و باکتری، از مخلوط باکتری و سرم کشت 

تهیه شده و باکتری های رشد یافته در محیط کشت شمارش شدند، کاهش 

تعداد باکتری شمارش شده در تیمارها نسبت به تیمار کنترل نشان دهنده 

اثرات ضدباکتریایی سرم می باشد.

بررسی فعالیت نیتروبلو تترازولیومNBT: از روش توصیه شده توسط 

Sahoo و همکاران در سال 2005 به این منظور استفاده گردید)39(. بطور 

خلاصه ماده نیتروبلو تترازولیوم )مرک( 0/2 ٪ به لوله های حاوی خون تازه 

اضافه شــده و بعد از انکوباســیون در دمای oC 25، این مخلوط به نسبت 

1 به 20 به محلول دی متیل فرمامید )ســیگما( اضافه شــد. بعد از 5 دقیقه 

انکوباسیون، لوله در g 3000 سانتریفیوژ گردید، سپس میزان جذب نوری 

مایع رویی در طول موج nm 540 در دستگاه اسپکتروفوتومتر ثبت گردید. 

افزایش جذب نوری نشان دهنده افزایش احیای نیتروبلو تترازولیوم می باشد.

اندازه گیری میزان پروتئین های ســرم: از روش توصیه شــده توسط  

Swain و همــکاران در ســال 2007  بــرای اندازه گیری گلوبولین ســرم 

اســتفاده شد، ابتدا میزان پروتئین کل ســرم با روش Lowry اندازه گیری 

شد)47(. سپس μl 50  محلول سولفات آمونیوم اشباع بصورت قطره قطره 

 g 50 سرم  اضافه شد. بعد از هم زدن ملایم، نمونه سانتریفیوژ در دورlµ به

8000 به مدت 5 دقیقه انجام شده و سپس  μl 20 از این نمونه با μl 80 بافر 

بیکربنات-کربنات )pH=9/3( مخلوط شده و میزان پروتئین با کیت تخمین 

پروتئین استاندارد تعیین گردید. میزان گلوبولین سرم حاصل تفریق پروتئین 

مرحله دوم از پروتئین تام اولیه می باشــد. میزان آلبومین سرم با استفاده از 

کیت پارس شیمی )ایران( اندازه گیری شد.

روش اندازه گیری میزان فعالیت کمپلمان سرم: فعالیت ACP مطابق 

با روش توصیه شــده  توســط Selvaraj  و همکاران در سال 2005 اندازه 

گیری گردید)41(. بطور خلاصه، μl 500  سرم کپور در بافر EGTA ژلاتین 

ورونال منیزیم دار بطور متوالی رقیق گردید. μl 200  سوسپانسیون گلبول 

قرمز گوسفندی )cell/ml 106×2( به هر لوله اضافه گردید. لوله ها به مدت 

90 دقیقــه در oC  15 انکوبــه گردید. فعالیت همولیــز با اضافه نمودن بافر 

mM EDTA 10 ورونال بافر ژلاتین دار متوقف گردید. بعد از سانتریفوژ، 

  414 nmمیــزان همولیز از روی میزان جذب نوری مایع بالایی هر لوله در

اندازه گیری گردید.

اندازه گیری عیار آنتی بادی ضد آئروموناس  هیدروفیلا: عیار آنتی بادی 

به روش میکروآگلوتیناسیون باکتریایی یا MAT با استفاده از روش توصیه 

شده توسط Shen و همکاران در سال 1999 اندازه گیری شد)42(.

بــه طور خلاصه ابتدا ســرم ها در میکروپلیت های ته گرد بر مبنای دو 

بــا PBS )Micro Agglutination Test( اســتریل بــا pH=7/2 رقیق 

گردیدند. سپس هم حجم سرم رقیق شده، باکتری آئروموناس هیدروفیلای 

غیر فعال شــده با فرمالین، که با بافر فســفات کاملًا شستشــو شده بود، با 

غلظت Cell/ml 108 به هر گوده اضافه گردید. نمونه ها به مدت یک شب 

در دمای اطاق انکوبه گردیده و عیار آنتی بادی ضد آئروموناس هیدروفیلا بر 

اساس آخرین غلظت ایجاد کننده آگلوتیناسیون باکتریایی، گزارش گردید. 

از ســرم ماهی فوق ایمن  به عنوان کنترل مثبت اســتفاده گردید. نتایج به 

صورت لگاریتم عیار آنتی بادی بر مبنای دو گزارش شد)47(.

شمارش کلی گلبول های سفید )TWBC(: شمارش کلی گلبول های 

سفید به روش مســتقیم )هماسیتومتر( و همانند شمارش کلی گلبول های 

سفید پرندگان با رقیق کردن خون به نسبت 1 به 200 با محلول رقیق کننده 

نات-هریک صورت گرفت. برای این کار و پس از انتقال نمونه رقیق شده 

به لام هماســیتومتر تعداد کل گلبول های سفید خون در میلی متر مکعب 

خون تعیین گردید )40(. 

چالش با باکتری آئروموناس هیدروفیلا: در انتهای هفته ششم تعداد 10 

عدد ماهی در هر تکرار با غلظت LD50 باکتری زنده آئروموناس هیدروفیلا 

)cfu ml-1 108×5( به روش تزریق داخل صفاقی به میزان μl 100 به ازای 

هر ماهی چالش داده شدند )33(. یک گروه از ماهی های گروه کنترل فقط 

با PBS )فاقد باکترین( به عنوان کنترل منفی تزریق شدند. تلفات ماهی ها 

در گروه های مختلف تا 10 روز ثبت شــد و کارایی هر واکســن محاسبه و 

مقایسه گردید.

آزمون آماری: برای آنالیز اطلاعات تحقیق از نرم افزار SPSS ویرایش 

 Leven statistic( 18 استفاده گردید. ابتدا از آزمون لون استاتیستیک تست

test( برای بررســی هموژن بودن انحراف معیار اطلاعات اســتفاده گردید. 

 One( پس از اطمینان از همگن بودن انحراف معیارها، از آنوای یک طرفه

way ANOVA( برای بررســی تفاوت میانگین فاکتورهای مورد بررسی 

در تیمارها استفاده گردید. برای بررسی معنی دار بودن تفاوت میانگین ها از 

اثر نانوکیتوزان بر کارایی واکسن آئروموناس هیدروفیلا در کپور
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تست تکمیلی دانکن در سطح معنی داری 0/05 استفاده شد.

نتایج
میزان فعالیت لایزوزیم ســرم: میزان فعالیت لایزوزیم ســرم ماهیان 

در تیمارهای مختلف نشــان داد که در هر ســه مرحله نمونه گیری افزایش 

معنی دار فعالیت لایزوزیم در تیمار واکسینه شده با واکسن حاوی نانوکیتوزان 

نسبت به گروه کنترل مشاهده شد)p>0.05(، در سایر تیمارهای و مراحل 

نمونه گیری علیرغم افزایش نسبی فعالیت لایزوزیم سرم، این  افزایش از 

نظر آماری معنی دار نبود)p<0.05()نمودار 1(.

میزان قدرت باکتری کشــی ســرم: میزان فعالیت باکتری کشی سرم 

تحت تأثیر ایمن ســازی ماهی با واکســن آئروموناس هیدروفیلا به همراه 

ادجوان فروند و نانوکیتوزان و قرار نگرفت.

تعداد گلبول های ســفید خونی: تعداد گلبول های سفید خونی ماهیان 

در تیمارهای مختلف نشــان داد که در هر ســه مرحله نمونه گیری افزایش 

معنی دار تعداد گلبول های ســفید خونی، در تیمار واکســینه شده با واکسن 

حاوی نانوکیتوزان نسبت به گروه کنترل مشاهده شد)p>0.05(، در تیمار 

فروند نیز افزایش تعداد گلبول های سفید خونی در روز 14 و 28 نیز مشاهده 

گردید، هرچنــد افزایش تعداد گلبول ها در تیمار باکتریــن فقط در روز 14 

نسبت به کنترل معنی دار بود)p>0.05()نمودار 2(. 

میزان فعالیت کمپلمان ســرم: افزایش فعالیــت کمپلمان در ماهیان 

ایمن شــده با واکســن همراه ادجوان نانوکیتوزان و فروند در هر سه مرحله 

نمونه گیری نسبت به گروه کنترل مشاهده شد)p>0.05(، هرچند فعالیت 

کمپلمان در تیمار ایمن شــده با باکترین فاقــد ادجوان افزایش معنی داری 

نسبت به کنترل نداشت)p<0.05()نمودار 3(.

فعالیت NBT: میزان فعالیت NBT ماهیان در تیمارهای مختلف نشان 

داد کــه در روز 14 و 28 تحقیــق افزایش معنــی دار فعالیت NBT در تیمار 

واکســینه شده با واکسن حاوی نانوکیتوزان نسبت به گروه کنترل مشاهده 

شــد)p>0.05(، در تیمار ادجوان فروند فقط در روز 28 افزایش نســبت به 

کنترل مشــاهده شــد. )نمودار 1(. در تیمار باکترین علیرغم افزایش نسبی 

.)p<0.05( این افزایش از نظر آماری معنی دار نبود NBT فعالیت

عیار آنتی بادی ضد باکتری آئروموناس هیدروفیلا: عیار آنتی بادی ضد 

آئروموناس هیدروفیلا در هر سه مرحله نمونه گیری در هر سه تیمار نسبت 

به کنتــرل افزایش معنی داری نشــان داد )p>0.05(. در روز 28 تیتر آنتی 

بــادی در دو تیمار نانوکیتوزان و فروند افزایش معنی داری نســبت به تیمار  

باکترین داشــت)p>0.05(. ولــی در بقیه مراحل تفاوتی بین تیتر پادتن در 

.)p<0.05(تیمارهای ایمن شده مشاهده نگردید

میزان پروتئین تام و گلوبولین ســرم: میزان پروتئین تام و گلوبولین 

سرم در تیمار نانو کیتوزان و فروند در روز 14 و 28 افزایش معنی داری نسبت 

به تیمار شاهد نشان داد. در صورتی که در سایر مراحل نمونه گیری و سایر 

.)p<0.05(تیمارها تفاوت معنی داری با تیمار شاهد مشاهده نگردید

تلفــات پس از چالش: تزریق واکســن آئروموناس هیدروفیلا به 

همراه ادجوان نانوکیتوزان و فروند باعث کاهش معنی دار تلفات پس 

از چالــش در ماهی ها شــد)p>0.05(. تلفات در گــروه باکترین فاقد 

ادجوان بالاتر از تیمار نانوکیتوزان و فروند بود، ولی تلفات نســبت به 

 .)p>0.05( گروه کنترل کاهش معنی داری داشت

جدول1. مقایســه برخی شــاخص های ایمنی بین تیمارهای مورد بررســی در مراحل مختلف نمونه گیری، نتایج براســاس )Mean±SD( آورده شده است و حروف کوچک لاتین غیر 
همنام در هر مرحله نمونه گیری نشان دهنده تفاوت معنی دار در سطح 0/05 می باشد.

گلوبولین )g/dl(آلبومین )g/dl(پروتئین تام )g/dl(قدرت باکتری کشی سرم )تعداد باکتری(میانگین

a3/84±0/68 a2/84±0/51 a1/74±0/34 a 14/95±61/57غیر ایمنروز صفر

a 3/86±0/67 a 2/87±0/53 a 1/67±0/32 a 15/68±65/57 فروند

a3/68±0/66 a 2/68±0/48 a 1/75±0/31 a 16/17±63/38 نانوکیتوزان

a 3/51±0/61 a 2/51±0/48 a 1/7±0/35 a 9/89±64/5 باکترین

a 3/98±0/86 a 2/76±0/57 a 1/6±0/20 b 12/77±65/14 غیر ایمنروز 14

a 4/4±0/95 a 2/23±0/62 a 1/79±0/29 b 18/4±59/38 فروند

a 4/56±0/58 a 2/26±0/54 a2/04±0/51 a 6/11±53/43 نانوکیتوزان

a 4/01±0/66 a2/33±0/51 a 1/81±0/35 b 18/11±59/05 باکترین

a 3/84±0/57 b 2/16±0/46 a 1/68±0/36 b 18/22±62/25 غیر ایمنروز 28

a 4/31±0/87 ba 2/67±0/73 a 1/95±0/59 ba 15/12±59/5 فروند

a 4/7±0/75 a 2/54±0/66 a 2/16±0/57 a 14/46±53/18 نانوکیتوزان

a4/15b±0/79 b 2/41±0/57 a 1/81±0/35 b 14/24±59/1باکترین

a 3/97±0/73 a 2/43±0/53 a 1/51±0/31 a 13/64±65/14 غیر ایمنروز 42

a 4/05±0/63 a 2/24±0/53 a 1/97±0/43 a 14/32±61/14 فروند

a 4/3±0/66 a 2/39±0/49 a 1/94±0/34 a 9/82±59/1 نانوکیتوزان

a 4/15±0/63 a2/71±0/51 a1/76±0/39 a 15/1±62/57 باکترین
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بحث
کنترل بیماری ناشــی از آئروموناس هیدروفیلا توسط آنتی بیوتیک ها  

همیشــه موفقیت آمیز نبوده و ممکن است باعث ایجاد مقاومت باکتریایی 

شــود از این رو توســعه واکســن علیه بیمــاری در ماهی ضــروری به نظر 

می رســد )28(. از سال های گذشــته به موازات تلاش برای ساخت واکسن 

 )Adjuvant( علیه بیماری های مختلف، استفاده از مواد معروف به ادجوان

در جهت بهبود تأثیر و عملکرد واکســن ها مورد توجه و استفاده قرار گرفته 

است )7(. در بخش آبزی پروری نیز، تولید واکسن های حاوی ادجوان های 

مختلف سنتتیک و طبیعی جهت ایمن سازی هرچه بهتر در مقابل بیماری ها 

حائز اهمیت است)10(.

در ایــن مطالعــه نانوکیتــوزان بــه عنوان ادجــوان همراه با واکســن 

آئرومونــاس هیدروفیلا دارای اثراتی قابل رقابت با ادجوان فروند داشــته و 

ماهی کپور ایمن شده با واکسن همراه ادجوان فروند و نانوکیتوزان تحریک  

ایمنی بیشتری نسبت به تجویز واکسن بدون ادجوان بر شاخص های ایمنی 

نشــان داد. بطوریکه عیار آنتی بادی ضد آئروموناس هیدروفیلا در هر سه 

مرحله نمونه گیری در هر ســه تیمار نســبت به کنترل افزایش معنی داری 

نشــان داده است )p>0.05(. پاســخ هومورال)تولید آنتی بادی( ایجاد شده 

در روز 28 توســط واکســن حاوی ادجوان نانوکیتوزان مشابه با پاسخ ایجاد 

شده توسط واکسن حاوی ادجوان فروند بوده و افزایش معنی داری نسبت به 

تیمار  واکسینه به تنهایی داشت )p>0.05(. در مطالعات متعدد از نانوذرات 

مختلف جهت انکپسوله نمودن آنتی ژن های میکروبی استفاده شده است 

که در اغلب این تحقیقات نقش نانوذره در تحریک بیشتر سیستم ایمنی به 

ویژه ایمنی هومورال به اثبات رسیده است. 

اثر نانوکیتوزان بر کارایی واکسن آئروموناس هیدروفیلا در کپور

نمــودار 1. مقایســه فعالیــت لایزوزیــم ســرم بین تیمارهــای مورد بررســی در مراحل 
مختلف نمونه گیری، نتایج براساس )Mean±SD( آورده شده است و حروف کوچک 
لاتیــن غیــر همنــام در هر مرحله نمونه گیری نشــان دهنده تفاوت معنی دار در ســطح 

0/05 می باشد.

نمــودار 3. مقایســه فعالیــت کمپلمان ســرم بیــن تیمارهای مورد بررســی در مراحل 
مختلف نمونه گیری. نتایج براساس )Mean±SD( آورده شده است و حروف کوچک 
لاتیــن غیــر همنــام در هر مرحله نمونه گیری نشــان دهنده تفاوت معنی دار در ســطح 

0/05 می باشد.

نمــودار 2. مقایســه تعــداد گلبول های ســفید خونی  بین تیمارهای مورد بررســی در 
مراحل مختلف نمونه گیری، نتایج براساس )Mean±SD( آورده شده است و حروف 
کوچــک لاتیــن غیر همنام در هر مرحله نمونه گیری نشــان دهنده تفاوت معنی دار در 

سطح 0/05 می باشد.

نمودار 4. مقایســه فعالیت NBT  گلبول های ســفید بین تیمارهای مورد بررســی در 
مراحل مختلف نمونه گیری. نتایج براساس )Mean±SD( آورده شده است و حروف 
کوچــک لاتیــن غیر همنام در هر مرحله نمونه گیری نشــان دهنده تفاوت معنی دار در 

سطح 0/05 می باشد.
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 در مطالعــه Zheng و همکاران در ســال 2006، افزایش عیار آنتی 

بادی ضد ویروس بیماری ویروســی لیمفوســیتیس در ماهی فلاندر ژاپنی 

بعد از تجویز نانوذرات کیتوزان حاوی آنتی ژن ویروسی گزارش گردید)51(. 

همچنیــن Behera و همــکاران در ســال 2010 تجویــز ریــز ذرات پلی 

لاکتیک کوگلیکولیک اسید حاوی پروتئین نوترکیب غشای خارجی باکتری 

آئرومونــاس هیدروفیلا را باعــث  افزایش عیار آنتی بادی ضد این باکتری 

در ماهی روهو دانست)11(. در مطالعه Tian و همکاران در سال 2008 نیز 

تجویز نانوذرات آلژینات حاوی DNA قســمتی از پروتئین کپسید ویروس 

لیمفوسیســتیس، باعــث افزایش عیــار آنتی بادی ضد ویــروس در ماهی 

فلاندر گردید)49(. همچنین تزریق واکسن حاوی LPS باکتری آئروموناس 

سالمونیسیدا میکروانکپسوله شده درون ذرات لیپوزوم باعث تحریک تولید 

آنتی بادی بیشــتر نســبت به گروه کنترل گردید)34(. در مطالعه ای مشابه 

تجویز نانوذرات و ریز ذرات پلی لاکتیک کو گلیکولیک اســید حاوی آنتی 

ژن، بهبود پاســخ پادتنــی در برابر آنتی ژن را در ماهــی آزاد اطلس باعث 

گردید)18(. 

مشــاهده شده است که DNA واکسن های ماهی به دلیل شارژ مثبت 

مولکول کیتوزان به سهولت درون این ذرات انکپسوله می شوند و از تخریب 

توســط DNase و نیروهای برشــی حفظ می شــوند )49( و به میزان قابل 

توجه و با حداقل سیتوتوکسیسیتی به سلول های ماهی منتقل می شوند)7(. 

در مطالعات انســانی نیــز Sonia و همکاران در ســال 2011 تأثیر مثبت 

نانوذرات کیتوزان در جذب آنتی ژن، عرضه آنتی ژن توســط لکوسیت ها و 

بلوغ سلول های دندریتیک در روش تزریقی را گزارش نمودند)45(. همچنین 

Fujimura و همکاران در ســال 2006 نشــان دادند کــه ذرات آنتی ژنی 

انکپسوله شده با نانوذرات کیتوزان که دارای پتانسیل زتای مثبت می باشند، 

بازده جذب آنتی ژن توسط لکوسیت های انسانی را بالا می برد)19(. به همین 

صورت از نانوکیتوزان برای تجویز آنتی ژن  ویروس آنفلوانزا به روش داخل 

بینی، و واکســن اسهال ویروســی به روش خوراکی در انسان استفاده شده 

است )24،29(.  به علاوه ثابت شده است که کیتوزان ویژگی هایی ادجوانی 

مشابه با ادجوان فروند و حتی از نظر محفاظتی برتر از هیدروکسیدآلومینیوم 

در واکسن های پستاندارن می باشد)7(. 

بررســی جمعیت لکوسیتی ماهیان ایمن شــده در تیمارهای مختلف 

نشــان داد که در هر سه مرحله نمونه گیری تعداد گلبول های سفید خونی، 

در تیمار واکســینه شده با واکسن حاوی نانوکیتوزان نسبت به گروه کنترل 

افزایش معنی داری داشته است)p>0.05(، در تیمار فروند نیز افزایش تعداد 

گلبول های سفید خونی در روز 14 و 28 نیز مشاهده گردید)p>0.05(. این 

افزایش جمعیت می تواند نشــان دهنده واکنش بیشتر سلول های سیستم 

ایمنی ذاتی و اکتسابی با آنتی ژن های واکسن در ماهیان تیمار نانوکیتوزان و 

فروند باشد که منجر به تحریک و تمایز و افزایش بیشتر جمعیت سلول های 

سفید خون در این گروه ها می گردد. در واقع افزایش تعداد گلبول های سفید 

خونی ناشی از تحریک بافت های هماتوپوئتیک مرتبط ایمنی، همانند کلیه 

قدامی و طحال می باشــد که بصورت مســتقیم یا غیر مستقیم تحت تأثیر 

نانوکیتوزان قرار گرفته است.  به علاوه افزایش جمعیت لکوسیتی می تواند 

افزایش عیار آنتی بادی در خون را توجیه نماید چراکه تولید آنتی بادی بیشتر 

زمانی میســر خواهد بود که سلول های تولید کننده آن ها  در گردش خون 

افزایش یابد. افزایش شــمار لکوسیت ها در خون در مطالعه Maqsood و 

همکاران در سال 2010 در سال و Lin و همکاران در سال 2011 نیز  پس 

از تجویز خوراکی کیتوزان در ماهی کپور مشاهده شده است )31،32(. 

مطالعه ســنجش میزان لیزوزیم ســرم در تیمارهای مختلف  نشــان 

می دهد که در مقایسه با گروه کنترل بیشترین میزان لیزوزیم توسط گروه 

واکسینه شده با واکســن حاوی نانوکیتوزان ایجاد شده است. این افزایش 

قابل توجه میزان لیزوزیم در 2 هفته اول پس از ایمن سازی  را می توان به 

نقش و دخالت سیستم ایمنی غیر اختصاصی ماهی علیه این باکتری نسبت 

داد. از آنجایی که منبع اصلی لیزوزیم سرم سلول های مونوسیت/ماکروفاژ 

 نمودار 5. مقایسه عیار پادتن ضد آئروموناس هیدروفیلا بین تیمارهای مورد بررسی 
در مراحل مختلف نمونه گیری )عیار آنتی بادی بر اساس عکس لگاریتم بر مبنای دو 
آورده شــده اســت( نتایج براساس )Mean±SD( آورده شده است و حروف کوچک 
لاتیــن غیــر همنــام در هر مرحله نمونه گیری نشــان دهنده تفاوت معنی دار در ســطح 

0/05 می باشد.

نمودار 6. درصد تلفات متعاقب چالش با باکتری زنده آئروموناس هیدروفیلا.
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و نوتروفیل ها می باشــند، افزایش در ســطوح لایزوزیم سرم در تیمارهای 

واکســینه می تواند بدلیل افزایــش تعداد و درصد ســلول های تولیدکننده 

لایزوزیم از جمله هتروفیل ها و مونوســیت ها در خون باشــد )44( که نتایج 

حاصل از شمارش جمعیت لکوسیتی موید این مطلب است.  افزایش فعالیت 

لیزوزیم به دنبال تحریک ایمنی ماهی در تحقیقات مختلف گزارش شــده 

اســت. در مطالعــه Aathi و همکاران در ســال 2013 و Tafi و همکاران 

 Labeo( در ســال 1392 تجویــز خوراکی کیتوزان  به کپور ماهــی هندی

rohita( و  قــزل آلای رنگین کمان  باعــث افزایش قابل توجه در فعالیت 

لیزوزیم ســرم شده اســت )1،48(. نتایج مشابهی از تزریق لوامیزول )25( و 

گلوکان)16( در ماهی قزل آلای رنگین کمان حاصل شده است. 

پروتئین های کمپلمــان نیز یکی از فاکتورهای ایمنی غیر اختصاصی 

هستند که سنجش میزان آن ها  یکی از راه های ارزیابی کارایی واکسن ها و 

محرک های ایمنی محسوب می شود)16(. مطالعات نشان می دهد که مسیر 

فرعی کمپلمان در پاســخ های ایمنی غیر اختصاصی در ماهیان استخوانی 

بسیار حائز اهمیت است)7(. سنجش میزان فعالیت کمپلمان در این مطالعه 

نشان داد که فعالیت کمپلمان در ماهیان ایمن شده با واکسن همراه ادجوان 

نانوکیتوزان و فروند در هر ســه مرحله نمونه گیری نســبت به گروه کنترل 

افزایش قابل توجهی داشته است)p>0.05(. این افزایش فعالیت را می توان 

به افزایش میزان و نیز فعالیت اجزای کمپلمان نسبت داد. فعالیت گلبول های 

سفید خونی و افزایش تولید سایتوکین های مختلف بویژه اینترلوکین هایی 

کــه در مراحل تولید پروتئین های دخیــل در ایمنی، بویژه اجزای کمپلمان 

نقــش دارند تحت تأثیر آنتی ژن و نیز ادجوانت قرار می گیرند. حضور آنتی 

ژن واکسنی )بویژه LPS باکتری آئروموناس هیدروفیلا( نیز در فعال سازی 

کمپلمان از مسیر آلترناتیو نقش دارد. LPS موجود در دیواره باکتری های گرم 

منفی به نوبه خود، تولید فاکتور C5a کمپلمان که یک کموکاین قدرتمند 

برای سلول های نوتروفیل و ماکروفاژ می باشد را تحریک می کند و بخشی 

از افزایش کارایی واکســن را می توان به این عامل نســبت داد. گزارشــات 

متعددی از افزایش فعالیت کمپلمان بدنبال استفاده از واکسن و محرک های 

ایمنی وجود دارد که از این نظر با تحقیق حاضر همخوانی دارد)7،16(.

آزمایــش احیای NBT یک آزمایش ســریع برای تشــخیص توانایی 

ســلول های بیگانه خوار خــون ماهی در تولید رادیکال های آزاد اکســیژن 

در روند انفجار تنفســی می باشــد)10(. در این تحقیق با انجام این آزمایش 

مشــخص گردید که میزان فعالیت NBT خون ماهیان، در تیمار واکســن 

حاوی نانوکیتوزان در روز 14 و 28 و در تیمار واکســن حاوی ادجوان فروند 

 )p>0.05(در روز 28 افزایش معنی داری نسبت به گروه کنترل داشته است

که این افزایش می تواند به دلیل افزایش تعداد و فعالیت سلول های بیگانه 

خوار سیســتم دفاعی ماهی باشــد. این افزایش بیگانه خــواری یا به دلیل 

اثرات اپسونین پروتئین های ایمنی، بویژه لایزوزیم، اجزای کمپلمان و نیز 

پادتن ها ایجاد شــده و یا بــه دلیل تأثیر بر روند بیگانــه خواری و تحریک 

 Oxygen dependent( " فرایند "کشتن داخل سلولی وابسته به اکسیژن

Intracellular killing( در ســلول های بیگانــه خوار می باشــد. لذا در 

تحقیــق جاری هم آنتی ژن باکتریایی و هم ادجــوان نانوکیتوزان و فروند 

بهبــود بیگانــه خواری از دو مســیر فوق را باعث شــده اند کــه نتیجه آن 

افزایش رادیکال های آزاد اکســیژن در لکوســیت ها و نهایتاً احیای بیشتر 

نیتروبلوتترازولیوم و افزایش جذب نوری بوده است. در تحقیقات مشابه تأثیر 

کیتوزان خوراکی بر میزان انفجار تنفســی لکوسیت ها در ماهی قزل آلای 

رنگین کمان )34( و ماهی کپور معمولی )20،30،31( گزارش شده است که 

با نتایج تحقیق جاری مطابقت دارند. همچنین افزایش قدرت انفجار تنفسی 

لکوسیت ها بدنبال تجویز سایر محرک های ایمنی نیز گزارش گردیده است 

 .)25(

مهمترین شــاخص کیفیت واکســن، میزان محافظت ایجاد شده در 

برابر عامل بیماریزا می باشد. تأثیر ادجوان ها در کارایی واکسن در تحقیقات 

مختلف گزارش شــده است)3(. در تحقیق جاری نیز تلفات بعد از چالش با 

باکتــری Aeromonas hydrophila در پایان هفته ششــم  نیز حاکی 

از افزایــش معنی دار میزان بازماندگی در تیمار نانوکیتوزان و فروند نســبت 

به تیمار کنترل بود )p>0.05(. با توجه به بهبود شــاخص های ایمنی غیر 

اختصاصــی و همچنین افزایش عیار ضد آئروموناس هیدروفیلا در ماهیان 

ایمن شــده با واکســن به همراه نانوکیتوزان، می تــوان افزایش محافظت 

واکســن و کاهش تلفات بعد از چالش را به بهبود این شاخص های ایمنی 

نســبت داد، بطوریکه علاوه بر آزادســازی تدریجی آنتی ژن در این تیمار، 

عرضه بهتر آنتی ژن به سلول های دفاعی و افزایش سایتوکین های دخیل 

در مراحل تکوین پاسخ ایمنی مقاومت بیشتر ماهی در برابر عفونت تجربی 

را باعث شده است. در تحقیقی مشابه نانوکیتوزان به عنوان ادجوان واکسنی 

در واکسن  DNA  بیماری لمفوسیستیس باعث افزایش بازماندگی بدنبال 

چالش ویروسی در ماهی توربوت  شد )50(. همچنین تجویز کیتوزان باعث 

 Aeromonas افزایــش بازماندگی در ماهی کپور معمولی بعــد از تزریق

hydrophila شــده اســت)20،32( در موش ســوری نیز افزایش کارایی 

واکســن آنفلوآنزا  بدنبال استفاده از نانوکیتوزان به عنوان ادجوان واکسنی 

گــزارش شــده اســت)14(. نتایج مشــابهی از تأثیر کیتوزان بــر قزل آلای 

 Aeromonas  جویباری و قزل آلای رنگین کمان بعد از عفونت تجربی با

salmonisida بدست آمده است )6،43(.   

نتایج بدست آمده از اثر ادجوان فروند بر فاکتورهای ایمنی در ماهیان 

واکسینه شده نیز حاکی از تأثیر مثبت این ادجوان بر اغلب پارامترهای مورد 

مطالعه )عیار آنتی بادی، جمعیت لکوســیتی، فعالیت لیزوزیم، کمپلمان و 

احیای NBT( می باشد که از این نظر با نتایج حاصل از تحقیقات مشابه روی 

تأثیر ادجوان فروند بر کارایی واکسن آئروموناس سالمونیسیدا در ماهی آزاد 

مطابقت دارد )36،37(. 

بطور کلی به نظر می رسد کوچک نمودن ذرات کیتوزان در حد نانو نه 

اثر نانوکیتوزان بر کارایی واکسن آئروموناس هیدروفیلا در کپور
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تنها باعث جذب بهتر و اثرات تحریک ایمنی بیشتر کیتوزان می گردد، بلکه 

اثرات ادجوانی بهترآنرا باعث می گردد)7،8،12(. 

تشکر و قدردانی
این تحقیق با حمایت مالی معاونت پژوهشــی دانشگاه شهید چمران 

اهواز انجام گرفت، نگارندگان از جناب آقای دکتر زارعی به دلیل مشاوره و 

همکاری در تهیه نانوکیتوزان و ســرکار خانم دکتر زهرا طولابی دزفولی در 

مراحل انجام تحقیق کمال تشکر و قدردانی را دارند.
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Abstract:
BACKGROUND: Recently chitosan nanoparticles have been applied as an immunostim-

ulant and adjuvant in biomedical fields. OBJECTIVES: In this study the adjuvant effects of 
nanochitosan, derived from shrimp shell’s chithin, on immunogenicity of Aeromonas hy-
drophila vaccine in common carp were evaluated. METHODS: Totally 300 juvenile com-
mon carp (51±5.6 g, Mean ±SD) were randomly divided into four groups, each contained 
three subgroups with 25 fishes. Groups 1, 2 and 3 were immunized intraperitoneally with 
A. hydrophila vaccine. No adjuvant was used in group 1, but nanochitosan and freund 
adjuvant were used with vaccine in groups 2 and 3 respectively. Group 4 (Control) was 
injected with normal saline instead of vaccine. Fish were immunized at days zero and 14 
and fishes were reared in the same situation for 6 weeks. Serum samples were taken every 
other week and immunological parameters including WBC, serum lysozyme and bacteri-
cidal activity, serum complement activity, NBT reduction activity, total protein and globu-
lin levels and anti A.hydrophila  antibody titer were compared among the groups. At the 
end of experiment all groups were challenged with LD50 concentration of A. hydrophila 
and mortality was recorded for ten days. RESULTS:  WBC, serum lysozyme and comple-
ment activity, NBT activity, globulin level and anti A.hydrophila  antibody titer were in-
creased in nanochitosan and freund groups compared to control group (p<0.05). Serum 
bactericidal activity and serum albumin level showed no significant change among the 
groups (p>0.05). Challenge mortality decreased in immunized groups compared to con-
trol. CONCLUSIONS: Nonochitosan possess proper adjuvant effects which is comparable 
with freund adjuvant and can be a good candidate as an alternative to current adjuvant in 
fish vaccines.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Comparison of some immunological parameters among the experimental treatments in different sampling points. Data 
expressed as Mean±SD, different letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 1. Comparison of serum lysozyme activity among the experimental treatments in different sampling points. Data expressed 
as Mean±SD, different letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 2. Comparison of WBC among the experimental treatments in different sampling points. Data expressed as Mean±SD, dif-
ferent letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 3. Comparison of serum complement activity among the experimental treatments in different sampling points. Data expresed 
as Mean±SD, different letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 4. Comparison of NBT activity of WBC among the experimental treatments in different sampling points. Data expresed as 
Mean±SD, different letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 5. Comparison of anti A.hydrophila antibody titer among the experimental treatments in different sampling point. Data ex-
pressed as Mean±SD, different letters show significant difference (p<0.05) among groups.
Graph 6. Cumulative mortality following challenge with live Aeromonas hydrophila.


