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 چکیده

دلیل   iکه ب  ای روشن و امیدبخش برای تامین و تضمین امنیت غذای انسان تبدیل شده دارای آینده   ،های پایدارپروری به یکی از بخش آبزی  
 بزیان را مستعدآ  تواندمیکه این موضوع  است  قرار گرفته    بالافزایش تولید این غذای سلامتی، پرورش متراکمآبزیان  مورد استق   نیاز به

آلای  ماهی قزل   ناپذیری به تولید کنندگانخسارات جبران     VHS  ویروسی   بیماریگذشته    هایسال  در  .کند   خصوص انواع ویروسیه بیماری ب
و کاهش هدر   مراحل اولیه بیماری، برای کنترل موثر شیوع بیماری  تشخیص سریع بیماری وحذف سریع ماهیان آلوده در کشور وارد نمود . 

ساخته   بادیها بر پایه آنتی این کیت  .خواهند داشت  کاربرد   در این خصوص های تشخیص سریع کیت که  ها امری ضروری است رفت هزینه 
که  می پروژهشوند  این  آنتی  در  پلی تولید  ویروس  IgGکلونال  بادی  نیوزلند  VHSعلیه  خرگوش  حیوانی  مدل  )در   Oryctolagusی 

cuniculus  ).گرفت قرار  بررسی  و  تحقیق  ویروس  د ب  مورد  استوک  از  منظور،  ژنی    DK-5151سویه     VHSV-Iaین  بانک  کد  با 
(GenBank Accession No: AF345859  تهیه شده از )ژن جهت تحریک  عنوان آنتی ه  بسازی  پس از آماده س اروپا  نآزمایشگاه رفر

با    دو،  سی ویروس کامل، تیمارسی   1با غلظت    یک،کنترل منفی آب مقطر، تیمار  شامل  یمار  ت  4در  سیستم ایمنی با آدجوانت کامل فروند  
صدم آدجوانت، تیمار چهار با غلظت    25صدم  ویروس و    75با غلظت    سه،سی آدجوانت فروند، تیمار  سی  5/0سی ویروس و  سی  5/0غلظت   

های نیوزلندی تزریق، خرگوشگروه سه تایی    5 به  IMبه مدت چهار ماه، هر ماه یکبار به صورت    ،صدم آدجوانت   75صدم  ویروس و   25
بار خونگیری    4گیری گردید که در طول  ( اندازهOD)  بادیجذب نوری آنتی   واقدام    کناری گوش    گیری از وریدروز، نسبت خون   15بعد از  

نوری   جذب  بین    IgG  بادیآنتی میزان  معنی   هاگروه در  داد  (P<.0/05)  داریتفاوت  آنتی   .نشان  تخلیص  ستون  سپس  طریق  از  بادی 
Nano 200- های تخلیص شده با دستگاه  بادیآنتی   ODانجام و    (4B ®Sepharose (سفارز فعال شده    Gوتئین  ر پکروماتوگرافی جذبی  

Ver1.0     12/0  و  82/1  ±   15/0  ترتیب بهبادی  و غلظت آنتی   2/ 38و تیمار سوم    60/2ترتیب در تیمار دوم  نانومتر به  280در طول موج ±  
 استفاده گردد. این بیماری  ص سریع یبادی در کیت تشخنتی آقرار است از این  محاسبه گردید.  لیترمیلی گرم در میلی  1/ 67

 کلونال، کیت تشخیص سریع بادی پلی سمی خونریزی دهنده، آنتی، ویروس سپتیی رنگین کمانلاآقزل :کلیدی لغات
نویسنده مسئول*
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 مقدمه 

بخشآبزی  از  یکی  به  پایدارپروری  آینده  ،های  ای  دارای 
روشن و امیدبخش برای تامین و تضمین امنیت غذای انسان  

،  سالم ذای  دلیل نیاز به افزایش تولید این غه  که ب  تبدیل شده
آبزیان  متراکم  استق  پرورش  که است  قرار گرفته    بالمورد 

خصوص انواع هب ها بیماری این موضوع باعث بروز بسیاری از 
است.     ویروسی   بیماریگذشته    هایسال  درویروسی شده 

VHS   جبران کنندگانخسارات  تولید  به  ماهی    ناپذیری 
 .ی کشور وارد نمودآلاقزل

قزل رنگینماهی  مهمآلای  از  یکی  گونکمان    هایهترین 
است   شرقی منطقه اقیانوس آرام  خانواده آزادماهیان شمال

تا  که   دارداز مکزیك  پراکنش  پنسیلوانیا  این .  کامچاتکای 
اروپا،   ژاپن،  جمله  از  جهان  کشورهای  از  بسیاری  به  گونه 
آفریقا، آسیای جنوب شرقی، استرالیا و نیوزیلند معرفی شده  

به دلیل قابلیت زیاد سازگاری با    کمانرنگینی  آلاقزل.  است
جهانی   وسیع  گسترش  این  به  خود  اطراف  محیط  شرایط 

ه است و در بسیاری از کشورهای جهان پرورش  دست یافت
   .Fornshell, 2002))  شودداده می

پرورش   ایران،  در   1339از سال    کمانرنگینی  آلاقزل در 
)آذری   آغاز شد.  تن    120  ظرفیتبا    سرای کرج  کارگاه ماهی 

ماهی    .(1363  تاکامی،  این  امروزه  تمام    تقریباًاما  در 
با توجه به اقتصادی بودن یابد و  های کشور پرورش میاستان 

زایی مستقیم و غیر مستقیم بالایی  از قابلیت اشتغالتولید،  
در ایران ی رنگین کمان  آلاقزلولید ماهی   .  برخوردار است
سال   افق  پیش  402حدود    1404در  تن  شده  هزار  بینی 

کشورهای و   سایر  است. واردات تخم چشم زده این ماهی از
انتقال بدون ضابطه بچه ماهی و تخم چشم زده از استانی  

از   انتقال ناخواسته برخی    ها بیماری به استان دیگر موجب 
سمی ، سپتیIPN)1(نظیر بیماری نکروز عفونی لوزالمعده  

خونریزی  بافت    VHS)2(دهنده  ویروسی  عفونی  نکروز  و 
ه پرورش ك  های مهلو نیز بروز خسارت   IPN)3 (خونساز

همکاران،  و  زهرا  )ذریه  است  شده  کشور  در  دهندگان 
1399.) 

 
1 Infectious Pancreatic Necrosis 
2 Virous Hemorrhagic Septicemia 

VHSیك نووی    ،  جنس  از  خانواده  )ویروس  رابدوویروس 
سپتی کننده  ایجاد  عامل  و  سمی  رابدوویریده( 

. این  ی رنگین کمان استآلا قزلدر ماهی  دهنده  خونریزی 
 Tordoسروتیپ است ) 3ژنوتیپ اصلی و  4ویروس دارای 

et al., 2005)  .  ویروسVHS  ترین بیماری ماهیان  جدی
از اوایل    .(Wolf, 1988)  باشد میی پرورشی در اروپا  آلاقزل

است،  به   1900دهه   شده  شناخته  سال    VHSخوبی  تا 
بیماری    1988 یك  عنوان  رنگین آلاقزل به    مختصبه  ی 

اروپا در  مطرح   (Meyers and Winton, 1995 )   کمان 
های نظارتی منظم، دامنه بود. از آن به بعد از طریق برنامه

ای گسترش یافته است و به طور گسترده  VHSVمیزبانی  
سالمونیده   شامل مانند  ماهی  خانواده    چندین 

(Salmonidaeاردک ماهیان ،)  (Esocidaeشگ ماهیان ،) 

(Clupidaeکفشك ماهیان ،) (Pleuronectidae  و روغن )
( میGadidiaeماهیان  دامنه  (  OIE, 2021)  باشد (  و 

استمیزبان وسیع  بسیار  ویروس  این  برای  بیماری    .ی  این 
سازمان بهداشت جهانی دام  شده  فهرستی  هابیماری و  جز

ی رنگین  آلاقزلنوعی بیماری اول صنعت پرورش  بوده و به
به  کمان دنیا  میدر  آنتیشمار  بیشتر  های  بادیرود. 

تایپ    کلونالپلی مستقیم     VHSویروس    1علیه  در تست 
های این ویروس  فلوئورسنت و الایزا با همه سویه   بادیآنتی

   VHSواکنش متقاطع دارند. در تست خنثی سازی، ویروس  
خنثی  الگوهای  به  توجه  برابر  با  در  بادی  آنتی   4سازی 

زیر گروه تقسیم    3به    کلونالپلیبادی  آنتی  1مونوکلونال و  
بنابراینمی آنتیتوپاپی  VHSویروس    ،شوند.  ژنی  های 

می اشتراک  به  را  گرزیادی  اگرچه  با  گذارد  سروتیپی  وه 
تحلیل  و  تجزیه  از  استفاده  با  ژنوتیپ های شناسایی شده 

این    سازمان دامپزشکی   توالی اسید نوکلئیك ارتباط ندارد.
بار در کشور در سال  را  بیماری   با شروع    1383نخستین 

و در    نمودی پرورشی شناسایی  آلاقزلهای  پایش و مراقبت
به طور رسمی به سازمان جهانی بهداشت دام    1385سال  

های بیماری با اقدامات کنترلی، معدوم  گزارش شد. طغیان
سال مشاهده    7سازی و ضد عفونی کردن کاهش یافت و تا  

  60حدود    درمجدداًوقوع بیماری    1392اما در سال    ،نشد

3 Infectious Hematopoietic Necrosis 
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استان گزارش  درصد  کشور  همکاران،    شدهای  و  )بکایی 
رتبه نخست در تولید دارای  توجه به اینکه ایران  با    (.1396
نیز میزبان ویروس عامل بیماری  این  و    بوده   آلاقزلماهی  
VHS  زیان  بوده و  خسارات   به  توجه  با  بالای  و  های  

 ،وارد کرده است  آلاقزلاقتصادی که به مزارع پرورش ماهی  
آنتی تهیه  با  تا  آن شدیم  پلیبر  علیه  بادی  ویروس کلونال 

VHS   در راستای تولید کیت تشخیص سریع این بیماری
ها هستند  پروتئین ها، گروهی ازگلیکوبادیعمل کنیم. آنتی

پلاسما،   جمله  از  حیوانات  بدن  مایعات  از  بسیاری  در  که 
اشك، ترشحات دستگاه تنفس، بزاق، ترشحات روده، ادرار و  

می یافت  در  ،;شوندشیر  غلظت  بیشترین  پلاسماست.  اما 
بهایمونوگلوبولین  پلاسماسلها  )پلاسموسیتوسیله  ها(  ها 

نیز حاصل از تمایز سلول   هاسلول شوند و خود این  تولید می
B  آنتی با  برخورد  اصلی    ژن( هستند.)متعاقب  پنج کلاس 

کلاسبادیآنتی این  که  میها  نیز  ایزوتایپ  را    ، نامند ها 
باشند. از میان  می   IgMو     IgG   ،IgE   ،IgD،  IgAشامل
آنتیمهم  IgGکلاس،    5این   کلاس  محسوب ترین  بادی 
سیستممی در  از  شود.  عموماً  ایمنی  سنجش  های 

میG  (IgGایمنوگلوبولین   استفاده  این  (  شود. 
و  آگلوتیناسیون  اپسونیزاسیون،  بر  علاوه  ایمونوگلوبولین 

توکسینی نیز دارد. ها، خاصیت آنتیژنپرسیپیتاسیون آنتی 
IgG  آنتیمهم علیه  ترین  بر  ثانویه  ایمنی  پاسخ  در  بادی 
اگر    ،عبارت دیگره  . بباشدمی  های وابسته به تیموسژن آنتی

آنتی نوع  شوند،  ژناین  بدن  وارد  دوم  بار  برای    IgGها 
  IgGشود.  بادی اصلی است که بر علیه آنها ساخته میآنتی

است  خون  ایمونوگلوبولین  بیشترین  و  مونومر  شکل  به 
(Roitt, 1994  .)  این مولکولY   شکل بوده که در دو انتهای

ژن وجود دارد.  اتصال به آنتی  1های بالایی آن دوجایگاه شاخه 
آنتی تمامی  برای  بسیار مهم  و  اساسی  ویژگی  ها  ادیبیك 

های خاص  ژناین است که قادرند به صورت اختصاصی آنتی
این ویژگی مهم نمایند.  از  را شناسایی  استفاده  ترین دلیل 

سیستمبادیآنتی در  است.  ها  سریع  سنجش  های 
باشند.  می  کلونال یا مونوکلونالها به دو شکل پلیبادیآنتی

هاست  بادیبندی براساس شیوه تولید این آنتیاساس طبقه 

 
1.light chain 

(Brown, 2009.)    تولید بررسی  تحقیق  این  از  هدف 
در پاسخ به تزریق ویروس کشته    IgGکلونال پلی  بادیآنتی

سپتی خونریزی شده  ماهیان    ( VHSv)دهنده  سمی 
کمانقزل رنگین    ( Oncorhyncus mykiss)آلای 

تولید  (Oryctolagus cuniculus) درخرگوش منظور  به 
 باشد.  می کیت تشخیص سریع

  بادی آنتیبرای تولید    تواندمیداری  تئوری، هر گونه مهره در
اما در عمل گونه های حیوانی پست استفاده    ، استفاده شود

شود. اغلب از حیوانات آزمایشگاهی مانند موش، رت یا  نمی
امکان   و  دسترس  قابل  که  شود  می  استفاده  خرگوش 

دارند.     ،باید توجه داشتنگهداری و رشد و تکثیر مناسب 
در آن تهیه می شود با منبع   بادیآنتیهرچه حیوانی که  

ژن است(  آنتی  شده  تهیه  ازآن  ژن  آنتی  که   ، )حیوانی 
  بادی آنتیتر باشد، پاسخ ایمنی در حیوان تولید کننده  بیگانه

با   بزرگ جثه  شدیدتر خواهد بود. در این تحقیق به حیوانی
  کلونال پلی  بادیآنتی هیه  حجم خونی بالا جهت اخذ خون و ت 

مناسب   مقدار  میبه  حیوانات   باشد نیاز  بین  در  که 
خون   حجم  با  خرگوش  بر    لیترمیلی  45-70آزمایشگاهی 

 دهد. برایکیلوگرم مقدار مناسبی سرم در اختیار قرار می 

ژن    ضد  بر کلونال بادیآنتی تولید   15از    VHSآنتی 
نژاد     Oryctulagus cuniculus))  نیوزلندیخرگوش 

در  خرگوش  .استفاده شد را  گروه  4ها  هر  در  که    3  گروه 
دارد  تیمارخرگوش   شد،  وجود  برای   . تقسیم  همچنین 

استفاده   کنترل  گروه  یك  از  کار  نهایی  نتیجه  از  اطمینان 
جهت تزریقات  گروه خرگوش    5  ،و در مجموع  استفاده شد

 مراقبت قرار گرفت.مقادیر مختلف آنتی ژن و آدجوانت مورد  
های ویروس در این تحقیق برای بررسی انواع حالات غلظت

تغییر   را  ادجوانت  مناسب  داده و  نهایت  در  از  تا  دوز  ترین 
  . یافت گرددویروس و ادجوانت را با بیشترین پاسخ ایمنی  

اساس   بر  روش  فولادسازاین  با  1378)  روش  حداقل  ( 
 ویرایش صورت انجام گرفت. 
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 روش ها مواد و 

 ویروس تهیه و آماده سازی  

آماده و  ویروستهیه  آزمایشگاه  در  ویروس  شناسی  سازی 
پروری آبهای داخلی بندر انزلی انجام گرفته  پژوهشکده آبزی

ویروس    است. استوک  از  -DKسویه     VHSV-Iaابتدا 

5151  ( ژنی  بانك  کد   :GenBank Accession Noبا 

AF345859 تهیه شده از آزمایشگاه رفرانس اروپا کشور )
  6/9شناسی ابتدا  دانمارک استفاده شد. در آزمایشگاه ویروس

 Eagle ‘s minimum essentialگرم پودر محیط کشت  

medium)   (EMEM     حاویL-Glutamine   دهیدراته
شرکت   همراه    Gibcoساخت   Fetal bovineبه 

albumin)  )10%  FBS  همراه  IU/ml100 به 
پنی سیلین    لیترمیلیمیلی گرم بر    1/0استروپتومایسین و

 CHEM Labمیکرومتر ساخت شرکت    2/0فیلتر    باتهیه و  
فیلتر گردید و  در زیر هود میکروبیولوژی استریل و پس از  

از   تهیه کشت سلولی تك لایه    pHاطمینان  خنثی جهت 
ی  هافلاسكمورد استفاده قرار گرفت. سپس این مواد  به  

لایه  ر تك  سلولی  پیشنهادی    EPCده  سلولی  تیره  که  
( به منظور تکثیر و  OIEسازمان جهانی بهداشت حیوانات )

)  VHSVتیتراسیون   گردید  اضافه  (.  OIE, 2021است، 
مدت    هافلاسكسپس   دمای    24به  در  درجه   28ساعت 
گذاری گردیده و پس از این مدت جهت  گرم خانه  گرادسانتی

و تشکیل تك لایه، زیر میکروسکوپ   هاسلول بررسی رشد  
( مورد بررسی قرار گرفتند. پس از کسب Invertمعکوس )

به    EMEM، محیط کشت  هاسلول اطمینان از رشد مناسب  
از    FBSهمراه مجدداً  هافلاسك را  و  کرده  محیط   خارج 

فلاسك  FBSفاقد     EMEMکشت   رده    به  حاوی 
درجه   15در دمای    ها فلاسكافزوده و همه    EPCسلولی ٍ
نگهداری گردیدند. در مرحله بعد پس از افزودن   گرادسانتی

عمل   VHSآب مقطر استریل به استوک لیوفیلیزه ویروس  
سرسرنگی   فیلترهای  از   استفاده  با    45/0فیلتراسیون 

به   ویروس  و سپس   گرفت    یهافلاسكمیکرومتر صورت 
  ها فلاسكتلقیح و این    EPC+EMEMحاوی رده سلولی  

( مورد  CPEروز جهت بررسی آثار آسیب سلولی )  7به مدت  

 
1 Supernatant 

و پس از مشاهده آثار آسیب سلولی و    بررسی قرار گرفتند
شدن   حاوی    ها سلولجدا  کشت  محیط  فلاسك،  کف  از 

حالت   این  )در  گردید  ذوب  و  منجمد  مرتبه  سه  ویروس 
روس بدون تغییر باقی ماند( تا در اثر  زایی ویقدرت عفونت

مکانیکی   محیط کشت  ها سلولتخریب  درون  به  ویروس   ،
مدت   به  کشت  محیط  سپس  شوند.  در   10آزاد  و  دقیقه 

در دقیقه سانتریفوژ  دور  200با    گرادسانتیدرجه    4دمای  
رویی  محلول  و  ویروس  1گردید  حاوی  جداسازی  که  های 

میکرومتر سرسرنگی فیلتر    45/0فیلتر  شده بود با استفاده از  
دمای   در  شد   - 80گردید.  نگهداری  گراد  سانتی    درجه 

(Haenen and Davidse, 1993). 
خانه، پس از    96ی کشت سلولی  هاپلیتجهت آماده سازی 

سازی   ، 2cm25ی  هافلاسكدر    EPCی  هاسلولآماده 
های  با استفاده از پیپت  هافلاسكمحیط کشت موجود در  

سپس  ا گردید.  خارج  مصرف  یکبار    لیترمیلی  5ستریل 
از کف فلاسك، به هر    هاسلولتریپسین به منظور جداسازی  

از  تریپسین  دقیقه  چند  از  پس  و  شد  اضافه  فلاسك 
  لیترمیلی  50خارج گردید. در مرحله بعد حدود    ها فلاسك

کشت   فلاسك  EMEMمحیط  به  تریس  بافر  ها  حاوی 
ندین بار مخلوط کردن محیط کشت با  افزوده شد. پس از چ

  96ی  هاپلیتبه    هافلاسكبه کمك پیپت، محتوی    ها سلول 
خانه   96ی  هاپلیتهای  خانه انتقال یافت. به هر یك از خانه

افزوده    EPCی  هاسلول میکرولیتر محیط کشت حاوی    150
درب   بستن  از  پس  تمامی  هاپلیتشد.  یك    هاپلیت،  در 

قر مرطوب  دمای  محفظه  در  و  شده  داده  درجه   28ار 
مدت     گرادسانتی به  داده    24و  قرار  خانه  گرم  در  ساعت 

  ها سلولاز لحاظ نحوه رشد    هاپلیتشدند. پس از این مدت  
به   ویروس  تلقیح  مراحل  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد 

با رعایت اصول امنیت زیستی و در زیر هود    EPCی  هاسلول 
 (. OIE, 2021میکروبیولوژی کلاس دو انجام پذیرفت )

به منظور تیتراسیون ویروس محلول حاوی ویروس به روش  
  96منظور در یك پلیت    سازی گردید. به این سریالی رقیق

 EMEMخانه خالی، محلول ویروسی با استفاده از محیط  
 الی  10-1از رقت     1/0به صورت سریالی و با ضریب رقت  
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های رقیق شده در شش  سازی شد. سپس نمونهرقیق  810
خانه    96میکرولیتر به هر خانه از پیلت    20تکرار و به میزان

های  خانه  ،تلقیح شدند. در ضمن  EPCحاوی تیره سلولی  
تلقیح نشده نیز در هر رقت به عنوان کنترل منفی در نظر  
گرفته شدند. پلیت تیتراسیون پس از تلقیح در یك محفظه 

دمای به  و  شده  داده  قرار    گراد سانتیدرجه    15  مرطوب 
های تلقیح شده به مدت هفت روز  انتقال یافت. تمامی خانه

بررسی و به صورت روزانه از نظر بروز آثار آسیب سلولی مورد  
روز هفتم    گرفتندقرار   پایان  در  ثبت گردید.  آنان  نتایج  و 

پیشنهادی روش  طبق  ویروس  و   Reed تیتراسیون 
Muenech  (1938تی و  پذیرفت  انجام  به  (  ویروسی  تر 

تعریف،    TCID50/mlصورت   طبق  گردید.  بیان 
TCID50/ml    ویروس از  ایجاد اسغلظتی  به  ت که منجر 

از خانه های پلیت کشت   %50آثار آسیب سلولی در حداقل 
 سلولی گردد. 

تعیین   آسیب    TCID50/mlجهت  آثار  بروز  موارد  تعداد 
خانه    96ی  هاپلیتسلولی در هر یك از رفتهای ویروسی در  

بعد از تغلیظ    .بررسی شده و به صورت درصد بیان گردید
سرسرنگی   فیلتر  کمك  با  و   صدم  45ویروس  میکرومتر 

آمیکون   با ستون  پزشکی    3KDسانتریفیوژ  آزمایشگاه  در 
ن غلظت پروتئین آن  دانشگاه تربیت مدرس نسبت به تعیی

زمان  طور همه  اقدام گردید. بradfordB  (1976  )به روش  
-SDSدر الکتروفورز    SDS-PAGEباندهای پروتئین با ژل  

PAGE  ،( مشاهده گردید.  1384 )مصطفایی 
استوک ویروس   از  با    DK-5151سویه     VHSV-Iaابتدا 

( ژنی  بانك   :GenBank Accession Noکد 

AF345859  از آزمایشگاه رفرانس اروپا استفاده  ( تهیه شده
صدم میکرومتر عبور داده شد، سپس   45فیلتر    که در ابتدا از

اضافه و در دمای    EPC1ی  هاسلولی حاوی  هافلاسكبه  
مدت    گرادسانتیدرجه    15 آثار    7به  مشاهده  جهت  روز 

( نگهداری گردید. از تریپسین برای CPE2آسیب ویروسی )
انجماد و ذوب متوالی،  استفاده و با فرآیند    ها سلول جداسازی  

عفونت اثر  قدرت  در  و  ماند  باقی  تغییر  بدون  ویروس  زایی 
مکانیکی   ب  ها سلولتخریب  کشت    درونه  ویروس  محیط 

 
1 Epitheliumo Papiolosum Cyprini 
2 Cytopathic effect 

EMEM    سانتریفیوژ فرآیند  با  سپس  گردید.   2000آزاد 
دمای   در  دقیقه  تیتراسیون    گرادسانتیدرجه    4دوردر 

شد انجام   .(Haenen and Dacidse, 1993)   ویروس 
پیشنهادی روش  طبق  ویروس  و    Reedتیتراسیون 

Muench  (1938 انجام پذیرفت و تیتر ویروسی به صورت )
TCID50/ml    ،تعریف طبق  گردید.    TCID50/mlبیان 

غلظتی از ویروس ست که منجر به ایجاد آثار آسیب سلولی  
 از خانه های پلیت کشت سلولی گردد.  %50در حداقل 

تا میزان غلظت   داده شد  پاساژ  بار  این ویروس چندین  از 
حداقل   سلولی،    50تخریب  آنها  TCID503درصد  در    ،

تعیین گردد. بعد از تغلیظ ویروس با کمك فیلتر سرسرنگی  
و    45 آزمایشگاه  صدم  در  آمیکون  ستون  با  سانتیرفیوژ 

غلظت   تعیین  به  نسبت  مدرس  تربیت  دانشگاه  پزشکی 
ه  . بگردیداقدام  Bradford  (1976  )پروتئین آن به روش  

هم ژل    ،زمانطور  با  پروتئین  در    SDS-PAGEباندهای 
روش    SDS-PAGEالکتروفورز   (  1384)مصطفایی،به 

 . (Haenen and Dacidse, 1993) مشاهده گردید 
 

 ، تزریق و خونگیری هاآماده سازی خرگوش

خرگوش نر نژاد نیوزلندی   15برای انجام این آزمون تعداد  
)  Oryctolagus cuniculus  )  میانگین با 

اختصاصی  پلت  گرم و مقدار لازم غذای    1500± 25/0وزن
سرم  موسسه  خریداری  از  رازی  کلینیك   وسازی  پلی  در 

دانشگاه و  دامپزشکی  علوم  واحد  تحقیقات   آزاداسلامی 
تهران استان  شهریار،  منطقه  در  واقع  درون    تهران، 

های مجزا ) هر سه خرگوش در یك  قفس( نگهداری  قفس
مدت   به  در    10و  سازش  روند  درجه    25دمای  روز 

گردید.    گرادسانتی وعده  خرگوشانجام  یك  روزانه  ها 
بدن(    3سب  )برح وزن  خرگوش درصد  مخصوص  پلت    با 

برای تزریق تا    قرار گرفتآنها    غذادهی و آب کافی در اختیار
شدند. آماده  جهت   اول  ژن  آنتی  بعنوان  ویروس  سپس 

)با   فروند  کامل  آدجوانت  با  ایمنی  سیستم  تحریك 
های مختلف تیمار کنترل منفی آب مقطر، تیمار یك  نسبت 

 5/0با غلظت     دوسی ویروس کامل، تیمار  سی  1با غلظت  

3  Median Tissue Infectious Dose 
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سی آدجوانت فروند، تیمار سه با  سی  5/0سی ویروس و  سی
صدم آدجوانت، تیمار چهار    25صدم  ویروس و    75غلظت  

صدم آدجوانت( به مدت    75صدم  ویروس و    25با غلظت   
گروه سه تایی    5  به  IMاه یکبار به صورت  چهار ماه، هر م

های نیوزلندی دارای تاییدیه بهداشتی تهیه شده از  خرگوش 
  15سازی رازی کرج  تزریق، بعد از  موسسه واکسن و سرم 

و سپس  اقدام  ،  کناری گوشگیری از ورید  روز، نسبت خون
)مجابی    دور در دقیقه سرم جدا گردید  3000با سانتریفوژ  

 . (1389 همکاران،و 

 
  سرمی به روش الایزا و الکتروفورز  بادی آنتیسنجش  
PAGE  SDS-    بادیآنتیو تخلیص  IgG 

مدرس  تربیت  دانشگاه  پزشکی  با  تهران  درآزمایشگاه   ،
به روش   (ELISA reader) الایزا    خوانش  دستگاه ده  از  ااستف

Waritani, 2017))  جذب نوری آنتی(بادیOD )  استفاده    با
ژن تزریقی به آنها انجام از سرم حیوانات ایمن شده و آنتی

ایمنی  سپس  .  شد پتانسیل  بررسی  منظور  جهت به  زایی 
آنتی ویروسی  تولید  پروتئین  علیه  از      VHSVبادی  ابتدا 

سرم خرگوش هایی که بالاترین جذب نوری را در خونگیری  
با داشتند  پروتئین    چهارم  جذبی  کروماتوگرافی    Gستون 

شده فعال  تخلیص    4Bسفارز  عمل  بروماید  سیانوژن  با 
گرفت   IgG  بادیآنتی  صورت 

(www.gelifesciences.com/protein-

purification2009.)    موج طول    با  نانومتر  280در 
میزان جذب نوری، حجم  و    Nano 200- Ver1.0 دستگاه  

آنتی قرائت گردید بادیغلظت   تست    ها  نهایت  در   الایزاو 
بادی تخلیص شده به همراه ویروس  نهایی جهت بررسی آنتی

VHS  .بادی  تایید آنتی  برای    همچنین    انجام گردیدIgG  
ویروس   استفاده    SDS-PAGE  الکتروفورز  از  VHSعلیه 

 . (1384 )مصطفایی، گردید
تولیدی و    بادی آنتیهای  به منظور تجزیه و تحلیل بررسی

  SPSSاز نرم افزار    VHSخونی علیه آنتی ژن    عوامل سایر  
استفاده گردید. جهت این مطلب از بررسی های    20ویرایش  
استفاده    نیکطرفه و تست تحلیلی دانک  ANOVAآماری  

ی آماری  اگردید. حداقل سطح معنادار در تمامی این آنالیزه
 در نظر گرفته شده است.  05/0سطح معناداری زیر 

 نتایج 

پروتئین  بر   غلظت  فرمول محاسبه  روش   VHSاساس  در 
radfordB  (1976  ،)OD    مطابق آن  غلظت  و  ویروس 

  274باشد. غلظت نهایی ویروس پس از تغلیظ  می    1  جدول
الکتروفورز    باشد می  لیترمیلی  ماکروگرم/ انجام  جهت  که 

SDS-PAGE   و شکل    2)جدول    نیز مورد بررسی واقع شد
1). 

 

تعیین غلظت سوپ سلولی آلوده به ویروس به روش  : 1جدول 

 برادفورد 
Table 1: Determination of virus-infected cell soup 

concentration by Bradford method 

 نمونه 

 مقادیر 

Optical 

density 

(OD) 

غلظت 

گرم/میلی یکرو)م

 لیتر(

سوپ سلولی آلوده به  

 ویروس بدون تغلیظ 
207/0 137 

رویی فیلتر آمیکون  مایع 

 )ویروس تغلیظ شده( 
331/0 274 

مایع زیرین فیلتر  

 آمیکون
0567/0 29 

 

 : وزن مولکولی پروتئین های تشکیل دهنده ویروس 2جدول  

VHS (بر حسب کیلودالتونNishizawa et al., 1991 ) 

Table 2: The molecular weight of VHS virus 

constituent proteins in kilodaltons 

VHSV protein 
156 L 

5/68 G 

5/43 N 

8/24 1M 

- M 

6/20 2M 
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 SDS-PAGEایجاد شده در  الکتروفورز : باندهای 1 شکل

(Nishizawa et al.1991 ) 

Figure 1: Bands generated in SDS-PAGE 

electrophoresis 
 
 

در نمونه بعد    ،گردد مشاهده می  2در شکل    کهی طورهمان
اما    ،کیلودالتون تشکیل شده  66از تغلیظ باند قوی در ناحیه  

واقع باندی تشکیل نشده است. در    ،در نمونه زیرین فیلتر 
ویروس است که   Gکیلودالتونی مربوط به پروتئین    66باند  

پروتئین ساختاری و سطحی   از   باشدمییك  این دسته  و 
ی میزبان دخالت  هال سلوها جهت اتصال ویروس به  پروتئین

در  دارند. عدد  سپتی  G  پروتئین  دامنه  این  سمی  ویروس 
نوع    VHS  6  ویروس  قرار دارد.  آلاقزلدهنده ماهی  ی خونریز

فراوان  پروتئین که  نوع  دارد    Gپروتئین،  پروتئینترین 
 Nishizawa)  که در الکتروفورز قابل مشاهده است  باشدمی

et al.,1991)  (3)جدول.  
 

 

 Mg/ml  274با غلظت  VHSی ویروس نیئحضور تک باند پروت: 2 شکل

Figure 2: The presence of a single protein band of VHS virus with a concentration of 274 mg/ml 

 

 آنتی بادی ها بعد از تخلیص :  میزان جذب نوری، حجم و غلظت مشخص شده از 3 جدول

Table 3: The amount of optical absorption, the volume, and the specified concentration of the antibodies after 

purification 

Serum group OD of antibody IgG Volume of antibody IgG Concentration of antibody IgG 

T2-1 60/2 10 لیتر  گرم بر میلیمیلی 82/1 ± 15/0 لیترمیلی 

T3-1 38/2 5/8 لیتر  گرم بر میلیمیلی 67/1 ±12/0 لیترمیلی 
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الایزا و  الکتروفورز  آزمون  نهایی  برای  که  نتیآاز  ی  بادی 
 استفاده،  (T2-1 antobody)  بود  ODبیشترین  دارای  
دارای دو زنجیره سبك و   IgG  کلونالبادی پلیآنتی  گردید

می بر  سنگین  زنجیره  دو  این  تشکیلی  باندهای  که  باشد 
شکل   مطابق  الکتروفورز  آزمون   باشد.می  3اساس  برای 

بیشترین  دارای  بادی که  نتیآاز  ی نهایی  الکتروفورز و الایزا
OD بود (T2-1 antobody)، بادی آنتی گردید استفاده

  باشد میدارای دو زنجیره سبك و سنگین    IgG  کلونالپلی
زنجیره   دو  این  تشکیلی  باندهای  الکتروفورز  که  اساس  بر 

   4و    3ه از اشکال  کی طورهمان  .باشدمی  3مطابق شکل  
رفرنس قرار   دامنه   تولیدی در  بادیآنتی،  مشاهده می شود

تولید   تایید  از  نشان  که    باشد می  IgG  بادی آنتیدارد 
(Muramatsu et.al., 2014.) 
 

 

 SDS-PAGE(Muramatsu et.al., 2014 )در الکتروفورز IgGهای سبک و سنگین زنجیره از شدهمشاهده باندهای تشکیل: 3 شکل

Figure 3: Observing the bands composed of IgG light and heavy chains in SDS-PAGE electrophoresis 

 

 ladderبا تولید شده در سرم خرگوش  و تطبیق آن  IgGمشاهده دو باند آنتی بادیجهت  SDS-PAGE: انجام الکتروفورز 4 شکل

Figure 4: Performing SDS-PAGE electrophoresis to observe two IgG antibody bands produced in rabbit serum and 

matching it with ladder 

در اولین    یتولید  بادیآنتی  OD  میزان،  4بر اساس جدول  
اختلاف  ی تعریف شده  هاگروهدر سطح  گیری  مرحله خون 

ندادمعنی نشان    بادی آنتی  ODمیزان    (.P>0.05)  داری 

گروه  یتولید سطح  در  خونگیری  مرحله  دومین  های  در 
معنی اختلاف  دادتعریف شده  نشان  در  P<0.05)  داری   .)

  ی تولید  بادیآنتی  ODهمین راستا حداقل و حداکثر میزان  
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برداری   نمونه  دوم  روز  و   49/0±03/0  ترتیببهدر 
ویروس بوده    %75با    3های شاهد و  در گروه  2/ 01/0±41

در سومین     یبادی تولیدآنتی   OD(. میزانP<0.05)  است
سطح   در  خونگیری  شده  هاگروهمرحله  تعریف  مختلف  ی 

 (. حداقل و حداکثرP<0.05)  داری نشان داداختلاف معنی
برداری در مرحله سوم نمونه   یتولید  بادیآنتی  ODمیزان  

به    3دار با گروه  )با اختلاف معنی  18/2±0/0و    0/0±71/0
  2ی شاهد و گروه  هاگروهدر    ترتیببه   (79/1  ±03/0مقدار

در خونگیری چهارم بر اساس نتایج      (.P<0.05)  بوده است
که    3و  2ی  هاگروهتنها    ،ا ههبه منظور کاهش هزینحاصله و  

به همراه گروه شاهد مورد    ، بودند  ODبیشترین مقدار  دارای  
در روز    یبادی تولیدآنتی  ODبیشینه    بررسی قرار گرفت.

خونگیری   معنی  21/2±00/0چهارم  اختلاف  دار  با 
(P<0.05)     73/0±02/0به مقادیر    3ی شاهد و  هاگروهبا  
 بوده است. 78/1 ±03/0و
 

 
 در تیمارهای مختلف چهار مرحله خون گیری   OD: میزان 4جدول 

Table 4: The amount of OD in different treatments of four stages of blood sampling 

تعداد مراحل  

 خونگیری 

شاخص مورد  

 ارزیابی

 4تیمار 3تیمار 2تیمار 1تیمار شاهد

 OD a0/0 ± 02/59 a0/0 ± 03/52 a0/0 ± 00/59 a0/0 ± 01/59 a0/0  ± 00/56 مرحله اول  

 OD* a0/0± 03/49 bd0/1 ± 49/46 cd 0/2 ± 27/20 c 0/2   ± 01/41 ab0/1 ± 00/70 مرحله دوم  

 OD* a0/0 ± 00/71 a0/0 ± 19/71 b 0/2  ± 00/18 b0/1 ± 03/79 c0/1 ± 07/28 مرحله  سوم  

  OD* a0/0 ± 02/73  b 0/2   ± 00/21 c0/1 ± 03/78 مرحله چهارم 

 بحث

های ایمونوشیمی نقش بسیار مهم و  تکنیك ، در حال حاضر
های کیفی و کمی ترکیبات مایعات بدن  ای در سنجشارزنده

اولین گام  ها،  علیه ایمونوژن   بادیآنتیو تهیه    کنندء میایفا
پژوهش حاضر به  باشد.  های ایمونوشیمی میدر تهیه کیت

کلونال علیه ویروس سپتی سمی  بادی پلیمنظور تولید آنتی
قزلخونریزی  ماهی  خرگوش دهنده  حیوانی  مدل  در  آلا 

توانایی سیستم ایمنی برای پاسخ به یك    باشد.نیوزلندی می
ژن بستگی  رجی( به اندازه مولکول آنتیایمنوژن )مولکول خا

 10000زیادی دارد و معمولاً موادی با وزن مولکولی کمتر از  
نیستند )فولادساز و همکاران،   آنتی ژن  ( و  1378دالتون، 

برای تزریق نیاز به یك حامل جهت باند شدن و برانگیختگی  
سمی   سپتی  ویروس  میان  این  در  دارند.  ایمنی  سیستم 

کمان با وزن مولکولی  آلای رنگینماهی قزل  دهندهخونریزی 
، به تنهایی قادر به  Kyle et al., 2013)کیلودالتون )  26

بروز  و  خرگوش  حیوانی  مدل  در  ایمنی  سیستم  تحریك 
آنتی تولید  و  ایمنی  پلیپاسخ  این    IgGکلونال  بادی  در 

 حیوان است. 

تست  در  کلی،  طور  آنتی به  تشخیص  با های  که  ژن 
میتوپاپی مطالعه  هدف  مختلف  بادی  آنتیباشد،  های 
  رایز  . کندیبادی مونوکلونال عمل م کلونال بهتر از آنتیپلی

 ی شتریاتصال ب  یهاتواند به مکانکلونال میبادی پلیآنتی
نت در  و  شود  نماید    جادیا  یبهتر  تیحساس  جهیمتصل 

Majidi et al., 2007)  .)رابدو   كی  ی حاو  روسیذره 
که    دینوکلئوکپس است.   كی  بااست  شده  احاطه  پوشش 

قرار   روسیسطح و  یاست که رو  ینیتنها پروتئ  G  نیپروتئ
آنت و  القا  ،ژنیدارد  کننده  یخنث  یهابادیآنتی  ء مسئول 

با تزریق    ،به همین ترتیب(.  Lorenzen et al. 1990است )
از whole virus)  ویروس کامل ( به خرگوش و خونگیری 

  IgG  بادیآنتیهای سرمی مقادیر  بادیآنتیآن و تخلیص  
 تولید شد.  VHSاختصاصی علیه ویروس 

ی مختلف نشان  هاگروه  بادیآنتینتایج حاصل از تیتراسیون  
  تر. اما با طولانیها ایمن نشدند که در تزریق اول خرگوش   داد

پاسخ ایمنی بهتری ایجاد گردید.    ،زاییشدن دوران ایمنی
راستا   این  اولین  در  ی  هاگروهدر    بادیآنتیتیتر    یادآور،با 

T2  وT3    وT4،   شدن ایمن  از  نشان  که  یافت  افزایش 
و فعال شدن پاسخ ایمنی نسبت به حضور عامل    هاخرگوش 
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خرگوش  بدن  در  و    Bهای  لنفوسیت  .باشدمی  ها خارجی 
باشند که به دلیل  می  بادیآنتیها مسئول تولید  پلاسماسل

نوری جدول   اعداد جذب  به  توجه  با  و  روند    5لنفوسیتوز 
دوم نیز به صورت افزایشی ادامه   یادآوردر    بادیآنتیتولید  
 1ODبا میانگین    T2-1در خونگیری دوم  خرگوش    .یافت

بیشترین  از     OD  3/2بامیانگین     T3-1و خرگوش     5/2
نوری   جذب  بودندمیزان  سوم   .برخوردار  خونگیری  در 

  0/2به    5/2از عدد     T2-1میانگین جذب نوری خرگوش  
  ODنیز به میانگین    T3-1همچنین خرگوش    . کاهش یافت

بین سایر    9/1 از  اما همچنان  میزان جذب   ها گروهرسید. 
مذکور دلایل  به  بنا  داشتند. سپس  بالاتری  از    ،نوری  تنها 

خونگیری چهارم جهت تخلیص   T3و    T2ی کنترل ،هاگروه
خونگیری  به  بادیآنتی این  در  آمد.    بادی آنتی  ODعمل 

  ، کاهش یافت  1/ 7به     OD  9/1از میانگین    T3-1خرگوش  
میانگین   میزان   T2-1خرگوش    ODولی  به  بالا  همچنان 

دری طورهمان  بود.  2/2 است   4جدول  که   ، مشخص 
در  طبه    t2و    t3ی  هاگروه کلی  خونگیری  4ور  تیتر     ،بار 
گروه    بادیآنتیبالاتری داشتند و از این بین تیتر  بادیآنتی
T2    دهد که تزریق بالاتر بود. این موضوع نشان می  سایریناز

0.50 CC     0.50ادجوانت فروند و CC   ویروس بیشترین
پایدارتری  را  بادی آنتیمقدار   صورت  تولید به  درخرگوش 

 کند. می
با استفاده از روش    T2-1و  T3-1های  سپس سرم خرگوش 
فعال   4Bسفارز    Gستون پروتئین  با    کروماتوگرافی جذبی

موج    شده طول  در  و   تخلیص  بروماید  سیانوژن    280با 
میزان جذب نوری    Nano 200- Ver1.0نانومتر با دستگاه  

 گرم/میلی  82/1و غلظت  قرائت گردید و به غلظت نهایی   
-T2در سرم خرگوش  60/2با میزان جذب نوری     یترلمیلی

گرم بر  میلی 67/1  با عدد   T3-1رسید که از غلظت نهایی    1
 دیتول  یاحتمال  لیدلبالاتر بود.    38/2و جذب نوری    لیترمیلی

آنت ها ممکن است در خرگوش   کنندهیخنث  یهایبادیکم 
اپ  نیا که  پروتئ  یسازیخنث  یهاتوپیباشد  بر    نیمهم 

VHSV G  ستمیسدر    ند.داریناپا خونگرم    واناتیدر بدن ح  
عوامل  سایر    ا یبدن    یبالا  یدما  نکهیخرگوش قبل از ا  یمنیا

 
1 Optic density 

شونده شود، شروع به پاسخ  یخنث  یهاتوپیاپ   بیباعث تخر
پروتئ به  زمانیم   VHSV G  نیدادن  تا  پاسخ    ی کند.  که 

ممکن است   G  نیشود، پروتئ  جادیدر خرگوش ا  بادیآنتی
حد اپ   بیتخر  یتا  و    ، مهم  یسازیخنث  یهاتوپیشود 

ب از  است  برا  نیممکن  ا  یبروند.  به    ن یروشن شدن  نکته 
هایی که با  دما در خرگوشاست.    ازین  یشتریب  یهاشیآزما

دمای   در  قبل  از  که  سانتی  37ویروسی  قرار درجه  گراد 
بر  گرفته است  ممکن  اپیایمنیاند،  های  توپزایی 
 (. Olesen et al., 1999کننده تاثیرگذار باشد )خنثی

( که از مدل 2019) Tesgera Hurisa  بر اساس نظریات  
آنتی اخذ  جهت  خرگوش  پلیحیوانی  علیه    کلونالبادی 

پس  کامل آبله بز و ویریون گوسفند استفاده شد،   ویروس  
 روس یو  ونیریاز کل و  تری لیلیبر م  گرمیلیم  0/ 5  قیاز تزر

محل، خون به فاصله   نیدر چند   یجلد  ریآبله به صورت ز
  ی انجام شد. آنت  یبادیآنت  ونی تراسیو ت  یآورروز جمع   14

الا  GTPV A27ژن   روش  از  و  شد  داده   یزایپوشش 
بادی استفاده شد، سپس  آنتی   ونیتراس یت  یبرا  میرمستقیغ 
منف  ج ینتا  یبرا  OD  ریمقاد  نیانگیم و   وسیلهبه  یمثبت 

در آخرین خونگیری شد.    زیاکسل آنال  کروسافت یما  7پنجره  
خرگوشی که دارای بالاترین جذب نوری بود، برای تخلیص 

استفاده شد.آنتی سولفات    ی دهبا روش رسوب   IgG  بادی 
شد  ومیآمون پروتئ  .خالص  روش    نیغلظت  به 

تع  280در طول موج    یسپکتروفتومترا و    نیینانومتر  شد 
بر   کروگرمیم  18/2و    تریکرولیبر م  کروگرمیم29/2ترتیب  به
و  تریکرولیم برابر  و  روسیدر  و  بز   sheeppox  روسیآبله 

باندها شد.   SDS PAGE  وسیلهبه  ینیپروتئ  یبرآورد 
  لویک  25دالتون و    لو یک  67  یشدند و وزن مولکول  یبررس

(. Tesgera Hurisa, 2019)  برآورد شد  IgG  یدالتون برا 
لحاظ استفاده از ویروس کامل و پروتکل الایزا   این تحقیق از
الکتروفورز   موج    بادیآنتیو  طول  در  شده    280تحلیص 

 داشت.  حاضرنانومتر بیشترین  شباهت را به تحقیق 

)  Olesenیق  تحقبراساس   همکاران  آ1999و  سرم    ینت( 
  ی روسیدهنده وی زیخونر  یسمیسپت  روسیو  هیخرگوش عل

(VHSVتول )یخنث  یبرا  یساز  منیدو روش ا  باشده    دی 
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همولوگ   یهاه یدر برابر سو  ییایمیمونوش یو خواص ا  یساز
مطالعه نشان    نیحاصل از ا  ج یشد. نتا  سهیو هترولوگ مقا

با  ( خرگوشIVمکرر )  یدیداخل ور  یهاق یداد که تزر ها 
و داخل   یجلدریز  یهاقینسبت به تزر  یروسیو  یهاژن یآنت

  یهاسرمی آنت دیتول یبرا  ی( با واسطه کمکSC/IP) یصفاق
. در تحقیق انجام گرفته از روش تزریق برتر بود  کنندهیخنث

ران   عضله  در  عضلانی  شد خرگوشداخل  گرفته  بهره    .ها 
می عضلانی  روش  انتخاب  واکنشعلت  کاهش  های  تواند 

ازدیاد حساسیت   احتمالی به صورت شوک و  ایمونولوژیك 
شدید با مقادیر متفاوت از ادجوانت و ویروس باشد. همچنین 

باشد  ها بسیار استرس زا میتزریق داخل رگی برای خرگوش
 (. 1395،و همکاران  )رهبری زاده

منجر به    آلاقزلخونریزی دهنده ماهی    سمیویروس سپتی 
ایجاد بیماری برای مدل حیوانی خرگوش نمی شود اما به  

ژن  آنتی  یك  تحریکات سیستم   تواند می  1عنوان  به  منجر 
 ,.Olesen et al) شود  MHC class1ایمنی و فعال سازی  

   .بادی شودآنتی( که در نهایت منجر به تولید 1999
ب نتایج  تحقیق میهاز  این  در  آمده  که  دست  دریافت  توان 

به    آلاقزلدهنده ماهی  سمی خونریزیتزریق ویروس سپتی 
تحریك  با  خرگوش  در  ادجوانت  مختلف  مقادیر  همراه 
به   ایمنی هومورال و تحریك پلاسماسل ها منجر  سیستم 

می شود که با توجه به در دوزهای متفاوت  دیباآنتیتولید 
ها  بادیکه  میزان جذب نوری و غلظت آنتی 4نتایج جدول 

توان نتیجه گرفت که دهد، میرا پس ار تخلیص نشان می
سی سی آدجوانت   5/0سی سی ویروس و    5/0تیمار دو با  

آنتی  تولید  از  میانگین  سایرین  نسبت  به  مجموع  بادی  در 
 ردار بود.بالاتری برخو
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Abstract 

Aquaculture has become one of the sustainable sectors with a bright and promising future to ensure the 

safety of human food. Due to the need to increase the production of this healthy food, intensive 

aquaculture has been welcomed, which causes many diseases, especially viral. In recent years, VHS 

virus has caused irreparable damage to the country's trout fish producers. Rapid diagnosis and 

elimination of infected fish in the early stages of the disease is essential to control the spread of the 

disease effectively and reduce cost wastage, and rapid diagnostic kits will be very useful. These kits are 

made out of  antibodies. In this research, the production of polyclonal IgG antibodies against VHS virus 

was investigated in a New Zealand rabbit animal model(Oractulagus cuniculus). In order to this ,  the 

stock of  VHS GenBank Accession No: AF345859) Prepared by European Reference Laboratory as  an 

antigen to stimulate the immune system with Freund's complete adjuvant in four treatments including 

negative control of distilled water, treatment one with a concentration of 1 cc virus Complete, treatment 

two with a concentration of 0.5cc virus and 0.5cc adjuvant Freund, treatment three with a concentration 

of 75% virus and 25% adjuvant, treatment four with a concentration of 25% virus and 75% adjuvant, 

for four months, once a month IM In 5 groups of New Zealand rabbits injected, after 15 days, the ratio 

of blood sampling from the peripheral vein and antibody absorption (OD) were measured. During 4 

blood samples, the amount of IgG antibody absorption was significantly different between the groups P 

<0.05) showed. Antibody purification was then activated by Sepharose Protein G adsorption 

chromatography column 4B (Sepharose® 4B)  ) and OD of antibodies purified by Nano-200-Ver1.0 at 

280 nm in the second treatment were 2.60 and the third treatment was 2.38 and the antibody 

concentrations were 1.82 and 1.67 mg, respectively. This antibody is going to be used in the rapid 

diagnosis kit of this disease. 

 

Keywords: Trout fish, Viral hemorrhagic septicemia, Polyclonal antibody, Rapid diagnosis 
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