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  چكيده

هاي تكثير و ترين عوامل محدود كننده فعاليتهاي ويروسي از مهمهاي ميگو بالاخص بيماريبروز بيماري
ها است كه موجب ترين اين بيماريباشد. بيماري ويروسي لكه سفيد يكي از مهلكپرورش ميگو در جهان مي

در استان  1383و  1381 هايالطي س  . در ايرانشوديم يدهخانواده پنائ يگوهايم يهدر كل ينيتلفات سنگ
در استان بوشهر اغلب استخرها و مزارع آلوده به بيماري لكه سفيد شده و كل صنعت  1384خوزستان و سال 

با توجه به آنكه پروتئين هاي سطحي ويروس در مراحل اوليه برخورد  .با خطر تعطيلي مواجه گرديد يگوپروش م
ل شناسايي سلول و نفوذ درآن) از نقش بسيار مهمي برخوردارند، معمولاً اين ويروس با سلول هاي ميزبان (مراح

محسوب مي شوند. از سوي ديگر  Recombinantيا  Subunitپروتئين ها بعنوان كانديدي براي ساخت واكسن هاي 
كيت هاي اين پروتئين ها مي توانند بعنوان آنتي ژن هاي مهم ويروس در تهيه آنتي بادي ويژه ويروس و تهيه 

در مطالعات متعدد استفاده از اين پروتئين ها بصورت تزريقي و يا درغالب  تشخيصي مورد استفاده قرار گيرند،
واكسن خوراكي نتايج اميدواركننده اي را نشان داده است. اين مطالعه به منظور دستيابي به اين پروتئين ها جهت 

دستيابي به  ژنوم ويروس لكه سفيد از ميگوهاي بيمار و  انجام ايمن سازي ميگو وانامي طراحي گرديد. براي
 صورت گرفت. DNA استخراجداراي علائم باليني مزارع پرورش ميگوي چوئبده آبادان نمونه برداري و 

سازي خالص  و تكثير پس از و   شدند انتخاب  VP19 و VP28هاي كد كننده پروتئين پرايمرهاي اختصاصي ژن
 باكتري حاوي پروتئين نوتركيبپليت هاي تجاري  توسط بيان پروتئين بررسي و  .نددكلون ش TG1در باكتري 

 پليت هايروز با  7سفيد غربي به مدت  يميگو 30پست لاروهاي مرحله  سپسغير فعال  شده پوشانده شد. 
س لكه نوتركيب با ويرو پليت هايپس از شروع تغذيه با  23و  9نوتركيب تغذيه شدند و دو بار در روزهاي 

نشان داد  نتايج آزمايش مواجهه اول (پايان روز هفتم پس از تغذيه ميگوها با پليت نوتركيب) سفيد چالش شدند.
برابر  VP28پس از مواجهه كمترين درصد تلفات در گروه هاي مختلف مربوط به گروه  14كه در پايان روز 

بود همچنين بالاترين و كمترين ميزان   %22/72±93/2برابر  TG1و بالاترين درصد مربوط به گروه  84/3±30%
   .) بود94/2 ± 41/4%( TG1) و VP28 )09/5 ± 29/60%بازماندگي نسبي  به ترتيب متعلق به گروه هاي 

با ساير  VP28گروه هاي مختلف مشخص گرديد كه بين گروه و ميزان بازماندگي نسبي  در مقايسه درصد تلفات

  با ساير گروه ها اختلاف معني داري وجود دارد در حالي كه بين  VP28+19گروه ها و همچنين گروه 

  .)P<0.05(اختلاف معني داري وجود نداشت  pMalو  VP19 ،TG1گروه هاي 

مشخص گرديد كه كمترين درصد ) پليت نوتركيببا  هيروز پس از اتمام تغذ 21(مواجهه دوم  شيدر آزما

و بالاترين درصد مربوط  %50±09/5برابر  VP28مربوط به گروه  تلفات  در اين مرحله نيز در گروه هاي مختلف

  بود همچنين بالاترين و كمترين ميزان بازماندگي نسبي به ترتيب متعلق به  %55/75±22/2برابر  TG1به گروه 

به عنوان يك نتيجه كلي مي توان اشاره نمود  .) بود98/2 ± 00/0%( TG1) و VP28  )83/6 ± 83/32%گروه هاي 

  به هر شكلي در اختيار ميگوها قرار گيرد قابليت ايجاد محافظت در برابر ويروس  VP28پروتئين نوتركيب  كه

داراي اين قابليت در اين تحقيق نبود. همچنين ميزان  VP19لكه سفيد را دارد و برعكس پروتئين نوتركيب 

  غذايي دارد. بازماندگي ارتباط مستقيم با مدت زمان  حضور پروتئين نوتركيب در جيره
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  مقدمه -1

و  Inouye( ويروس لكه سفيد عامل مسبب بيماري با انتشار جهاني همراه با تلفات بالا در ميگوهاي پرورشي است

روز بروز بيماري در مزارع پرورش ميگو شده و  10در بين  %100). اين ويروس باعث تلفاتي تا 1993همكاران، 

). خسارات اقتصادي وارد شده در آسيا Lightner ،1996( وارد كردخسارات عظيمي را به صنعت پرورش ميگو 

، Lightner( برآورد شد 2001تا  1992هاي ميليارد دلار و بيش از يك ميليارد دلار در آمريكا طي سال 4-6تقريباً 

ترل راهبردهاي مرسوم كن ).2007و همكاران،  Rout( ) و در حال حاضر اين بيماري گستردگي جهاني دارد2003

سازي پست لاروهاي عاري از بيماري و افزايش مقاومت به بيماري با بيماري از قبيل بهبود شرايط محيطي، ذخيره

؛ Lightner ،2003( هاي ايمني خوراكي در عفونت هاي لكه سفيد به كار گرفته شده استاستفاده از محرك

Citarasu  ،س و محدوده گسترده ميزباني آن شامل ). اگرچه كه واگيري خيلي بالاي ويرو2006و همكاران

؛ 1996و همكاران،  Lo( بسياري از سخت پوستان، كنترل انتقال و پيشگيري از بيماري را مشكل ساخته است

Flegel ،1997 ؛Chang  ،با توجه به اهميت اقتصادي و اجتماعي جهاني پرورش ميگو، توسعه 1998و همكاران .(

وع بيماري لكه سفيد به امري اجتناب ناپذير بدل گشته است. واكسيناسيون اقدامات كنترلي جديد در برابر وق

هاي ويروسي باشد. مفهوم واكسيناسيون ميگو به شدت تواند يكي از راهبردهاي بالقوه براي غلبه بر بيماريمي

 شودمي هاي ويروسي شرح داده شده است پشتيبانيها محافظت در برابر بيماريتوسط مطالعات اخير كه در آن

)Namikoshi  ،؛ 2004و همكارانWitteveldt  ،؛ 2004و همكارانJha  ،؛ 2006و همكارانLi  ،2005و همكاران .(

مهرگان به طور كامل به سيستم ايمني ذاتي متكي دهد كه بر خلاف تصور گذشته كه بياين گزارشات نشان مي

رسد در بعضي از موارد) و پاسخ (به نظر مي ندگيهاي ايمني خاص مانند، توانايي القاكنهستند برخي از جنبه

 هاي ويروسي نوتركيب تحريك شودتواند با استفاده از پروتئينايمني ويژه و محافظت در ميگوي مونودون مي

)Loker  ،؛ 2004و همكارانKurtz  ،هاي ي اين واكسنوسيله). با اين حال محافظت ايجاد شده به2003و همكاران

تواند راهبرد ژن از طريق ايمن سازي ژنتيكي مياثر بوده است، بنابراين بيان طولاني مدت آنتي نوتركيب كوتاه

). واكسيناسيون با استفاده از پلاسميدهاي 2007و همكاران،  Rout( هاي ويروسي باشدمفيدي در برابر بيماري

زا در سياري از عوامل بيماريايجاد مصونيت در برابر ب Promotor (CMV( رانهاي تحت كنترل پيشحامل ژن

). به همين نحو مطالعات بر روي ماهيان نشان داد 2000اران، كو هم van Drunen( حيوانات پرورشي نموده است

 salmonid( هاي رابدوويروس آزادماهيانتوانند ايمني محافظتي در برابر ويروسواكسن ها مي  DNAكه 

rhabdoviruses( دهنده )، ويروس سپتي سمي خونريزيviral haemorrhagic septicemia virus ويروس نكروز ،(

 infectious( ) و ويروس نكروز عفوني پانكراسinfectious hematopoietic necrosis virus( عفوني بافت خونساز

pancreatic necrosis virusايجاد نمايند ( )Takano  ،؛ 2004و همكارانLorenzen  ،؛ 2001و همكارانBoudinot  و

). 1999و همكاران،  Sulaiman؛ 2004و همكاران،  Mikalsen؛ 1996و همكاران،  Anderson؛ 1998همكاران، 

ها مانند تحريك ايمني ذاتي و اكتسابي بدون بروز عوارض جانبي، پايداري و واكسن DNAهاي مطلوب ويژگي
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ساخته است. با اين حال قبل از استفاده  آلها را براي كاربردهاي گسترده ايدهسهولت توليد و خالص سازي، آن

پلاسميدهاي باكتريايي در DNAشناسي مرتبط با استفاده از شناسي و آسيبتجاري، بايستي پيشامدهاي ايمني

(در  هاواكسن DNAها و مصرف كنندگان براي جلوگيري از عوارض جانبي نامطلوب يا پيش بيني نشده دام

از در  زاد بتاگالاكتوزيد). بيان ژن برون2000و همكاران،  van Drunen( مد نظر قرار گيرد صورت وجود)

ي پلاسميد قبلاً نشان داده DNAبر پايه ساختار  CMVهاي ميگو به دنبال تزريق داخل عضلاني پروموتور بافت

يد رمز پلاسم DNA). اين نظر محققين را به احتمال واكسيناسيون ميگو با 1999و همكاران،  Sulaiman( شده است

  هاي ويروسي تشويق كرد. گذاري كننده ژن

يك ويروس جديد در مزارع پرورش ميگو در شمال تايوان بروز كرد كه سبب بيماري و تلفات  1992در سال 

اولين بار عامل ويروسي بيماري از بيماري در ژاپن  1993). در اواخر سال 1995و همكاران،  Chou( عظيمي شد

در خلال چندين سال اين گونه بيماري زاي جديد در كشورهاي  ).1994همكاران، و  Inouye( جداسازي شد

). در ابتدا تصور مي شد كه Anonymous ،2003و  Flegel ،1997( مختلف داراي پرورش ميگو منتشر گرديد

عوامل ويروسي مختلفي همزمان در نواحي متفاوت بروز كرده و به هر بيماري يك نام خاص دادند: 

)، سومين باكيلوويروس غير 1996و همكاران،  Durandروس نكروز دهنده بافت خونساز و زيرجلدي (باكيلووي

)، ويروس ميله اي شكل 1997و همكاران،  Karunasa garو 1995و همكاران،  Wangمحدود ميگوي مونودون (

و  Venegas( ويروس ميله اي شكل پنائيده DNA)، 1996و  1994و همكاران  Inouyeهسته ميگوي ژاپني (

و همكاران،  Wongteerasupaya)، باكيلوويروس اكتودرمي و مزودرمي سيستماتيك (2000همكاران، 

  ).Lightner ،1995؛ 1996، و همكاران Chou) يا باكيلوويروس لكه سفيد (1998همكاران، و  Sahul-Hameed؛1995

جام بر اساس يك موافقت غير مشخص شد كه يك عامل ويروسي مسئول اين گزارشات است و سرانها بعد

رسمي ويروس با نام ويروس سندرم لكه سفيد نامگذاري شد.اين عامل بيماري زا هم اكنون به عنوان يك عامل 

  ميگو در جدول آمده است. سراسر جهان شناخته مي شود. گزارشات مربوط به تلفات مزارعمهم بيماري زاي ميگو در 
  ماري لكه سفيد كشورها و تاريخ وقوع بي -1 -1جدول 
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) و در 1998و همكاران،  Zhan( ميگوي پرورشي مربوط به بيماري لكه سفيد بود %80در چين خسارات توليد 

). گسترش ويروس لكه سفيد FAO ،2006( اكوادور اثر ويروس لكه سفيد بر مزارع پرورش ميگو فاجعه آميز بود

و همكاران،  Claydon( ي ميگو را تهديد مي كندبه ديگر كشورهاي پرورش دهنده ميگو توسعه آبزي پرور

2004.(  

  

  هاي ويروسيبيماري - 1-1

پرورش ميگو در سطح وسيع همراه با مديريت ضعيف به سرعت منجر به آلودگي شديد در استخرهاي ميگو شد 

نوع  20هاي باكتريايي و ويروسي فراهم گرديد. از بيش از و در نتيجه محيط مناسبي براي گسترش بيماري

ها ترين آنويروس لكه سفيد مهم ي عامل بيماري در ميگو كه سبب كاهش توليد مي شوندويروس شناخته شده

روز  10تا  7بين  %100). ويروس لكه سفيد سبب تلفاتي تا OIE ،a2003و به دنبال آن ويروس عامل بيماري تورا(

هاي اقتصادي بزرگي به صنعت پرورش ميگو نشود و در نتيجه سبب وارد كردن زيادر مزارع متراكم ميگو مي

). به دليل حساسيت بالاي ميگوي ببري غول پيكر به بيماري لكه سفيد و سرزرد در Lightner ،1996د (شومي

؛ FAO ،2006؛ 2004و همكاران،  Briggsد (جنوب شرق آسيا ميگوي سفيد هندي يا چيني جايگزين ش

Rosenberry ،2004.( باشد و معمولاً همراه با ويبريوزيس يار كشنده و مرتبط با استرس ميويروس لكه سفيد بس

  ).2009و همكاران،  Phuocد (كنشود كه در اثر باكتري جنس ويبريو بروز ميديده مي

  

  مورفولوژي ويروس لكه سفيد -2-1

و  Wang؛ 1995و همكاران،  Chou( ويروس لكه سفيد يك ويروس غشاءدار غيراكوله باسيلي شكل است

 210-380 ويريون هاي غشاءدار سالم محدوده اي بين  ).1995و همكاران،  Wongteerasupaya؛ 1995همكاران، 

و  Par k؛ AldaySanz ،1998و  Flegel؛ 1996و همكاران،  Changد (نانومتر پهنا دارن 70-167نانومتر در طول و 

وس برخي اوقات در ميكروگراف هاي ). يك زائده دم مانند در يك انتهاي ويريون وير1999همكاران، 

). غشاء 1996و همكاران،  Durand؛ 1995و همكاران،  Wongteerasupayaالكتروني نگاتيو ديده مي شود (

لايه شفاف الكتروني با يك  2لايه است كه  3نانومتر ضخامت داشته و داراي ساختاري ليپيدي  6-7ويروسي 

و  Nadala؛ 1997و همكاران،  Durand؛ 1995و همكاران،  Wongteerasupaya( لايه مات الكتروني جدا شده است

). نوكلئوكپسيد درون غشاء قرار گرفته و يك ساختار حلقوي متراكم شامل زيرواحدهاي 1998همكاران، 

نانومتر در محور  22رديف عمودي مرتب شده است كه در هر  14-15نانومتري در  10پروتئيني كروي با قطر 

و  Nadala؛ 1997و همكاران،  Durand( ته است كه ظاهري شبيه تخم مرغ شكسته داده استطولي قرار گرف

). زماني كه نوكلئوكپسيد از غشاء آزاد مي شود طول آن افزايش مي يابد كه نشان دهنده بسته 1998همكاران، 

مي باشد و محدوده  بندي محكم آن داخل ويريون است. اندازه نوكلئوكپسيد از يك جدايه تا جدايه ديگر متغير
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و  Kasornchandraد (نانومتر ضخامت ديواره خارجي دار 6نانومتر پهنا با  54-85نانومتر طول و  180-420اي بين 

  ).1998و همكاران،  SahulHameed؛ 1999وهمكاران،  Rajendran؛1998همكاران، 

  

  پروتئين هاي ساختاري -3-1

برخي پروتئين هاي غير ساختاري  )2جدول شماره ت (ي شده اسپروتئين ويروس لكه سفيد شناساي 40بيش از 

  DNA)و يا تنظيم رونويسي WSV021( )، تكثير ويروسVP9( شايد در ارتباط با تنظيم رونوشت برداري

)WSV477( است )Han  ،؛ 2007و همكارانLiu  ،؛2006و همكاران Zhu  ،پروتئين  38). حداقل 2007و همكاران

پروتئين در  10پروتئين در غشاء،  21ويروس جانمايي شده است. از اين پروتئين ها ساختاري در ويريون 

(يك ساختار مابين غشاء و نوكلئوكپسيد) وجود دارد. حدس زده مي شود  پروتئين در پوشش 5نوكلئوكپسيد و 

و  VP664د و پروتئين هاي نوكلئوكپسي VP36Aو پروتئين پوشش   VP281و  VP31 ،VP110كه پروتئين هاي غشاء 

VP136A در ورود ويروس به سلول ميزبان نقش داشته باشند )Huang  ،و همكارانa2002؛ Leu  ،و همكاران

، VP28). ديگر پروتئين ها شامل 2006و همكاران،  Xie؛ 2004و همكاران،  Tsai؛ a 2005 و همكاران، Li؛  2005

VP39B ،VP41A، VP41B،VP124  ،VP150 ،VP68 ،VP51B ،VP51A،VP281 ،VP187  وVP292  و پروتئين شبه

 van؛ a 2006و همكاران، Li؛ 2004و همكاران،  Li؛ a2002و همكاران،   Huangكلاژن در غشاء جاي دارند (

Hulten  ،و همكارانa2001 ؛van Hulten  ،و همكارانb2001  ؛van Hulten  ،؛ 2002و همكارانWu  ،و همكاران

). در 2006و همكاران،  Zhu؛ 2005و همكاران،  Zhu؛ 2004و همكاران،  Zhang؛ 2006و همكاران،  Xie؛ 2005

درون نوكلئوكپسيد قرار گرفته اند و شايد  VP76و  VP35 ،VP466 ،VP15 ،VP51همين حال پروتئين هاي 

و  van Hulten؛b2002و همكاران،  Huang؛ a2002و همكاران،  Chenد (عملكردهاي متفاوتي داشته باشن

و  Yang؛ 2006و همكاران،  Xiao؛ 2006و همكاران،  Wu؛ 2002و همكاران،  van Hulten؛ a2001 همكاران،

با استفاده از آنتي بادي ها در برابر پروتئين هاي  In vivo). بررسي هاي خنثي سازي در شرايط 2001همكاران، 

آن است كه پروتئين هايي  ساختاري متفاوت تأخير معني داري را در تلفات ميگو نشان داد كه مشخص كننده

؛ b2001و همكاران،  van Hultenد (ممكن است نقش مهمي در نفوذ ويروس  داشته باشنVP24و حتي  VP28مثل 

Wu  ،؛ 2005و همكارانYi  ،؛ 2004و همكارانXie  ،2006و همكاران.(  

دورشته اي غير مرتبط از  RNA، پروتئين كيناز و VP281و  VP28دو رشته اي بلند مطابق با  RNAدر ميگوي چيني 

پروتئين فلورسنت سبز سبب بازماندگي بالاتري در چالش ميگوها با ويروس شده است. بالاترين بازماندگي در 

  دريافت كرده بودند مشاهده شد Kو پروتئين كيناز  VP28دورشته اي از  RNAميگوهايي كه 

)Kim  ،تزريق پياپي از  3گو با ). مهار كامل بيماري لكه سفيد در مي2007و همكارانRNA   كوتاه مزاحم در برابر

VP28 د (در ميگوي ژاپني بدست آمXu  ،2007و همكاران.(  
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  ژنوم و طبقه بندي ويروس -4-1

اندازه ژنوم بسته به جدايه متغير است (جدايه تايلند:  .دورشته اي است DNAژنوم ويروس حلقوي با يك مولكول 

و همكاران،  Chen ( كيلوجفت باز) 307كيلوجفت باز و جدايه تايوان:  305: كيلوجفت باز، جدايه چين 293

b2002 ؛van Hulten  ،و همكارانa2001 ؛Yang  ،اين ژنوم ويروسي يكي از بزرگترين 2001و همكاران .(

هاي ويروسي است كه تا به حال تعيين توالي شده است. بررسي توالي ويروس نشان داد كه ژنوم ويروس ژنوم

تا  181باشد. از اين تعداد رمزگردان، مي ATGباشد كه با كدون شروع ) ميORFs( رمزگردان 684تا  531اراي د

اسيدآمينه را  6077تا  51اي بين كنند كه اندازههاي عملكردي را رمزگذاري ميرمزگردان احتمالاً پروتئين 184

  ).2001اران، و همك Yang؛ b2001و همكاران،  van Hulten( باشنددارا مي

  

  مورفوژنز -5-1

 مراحل مختلف مورفوژنز ويروس شناخته شده است و به طور مستقيم به توسعه ضايعات سلولي مرتبط است

)Durand  ،؛ 1997و همكارانTsai  ،؛ 2006و همكارانWang  ،و همكارانa1999.(  

دهند. هيپرتروفي خفيف را نشان ميهايي با علامت هاي عفوني هستهمرحله اوليه عفونت سلول. سلول: 1مرحله

هاي ويروسي ساخته شده و در شوند.پروتئينهاي ويروسي قبل از تشكيل ذرات ويروسي ظاهر مينوكلئوزوم

هاي آزاد فراواني يابند. در سيتوپلاسم شبكه اندوپلاسمي متسع شده و حاوي ريبوزومقطعات فيبريلار سازمان مي

  است.

اي ويروس پر شوند كه به زودي با مواد هستهريلار باعث تشكيل غشاهاي حلقوي مي: در هسته مواد فيب2مرحله

 Cowdry-Aهاي نوع شوند و اين شروع مراحل مونتاژ و سرهم شدن ويروس است. در اين مرحله گنجيدگيمي

يده شوند كه به صورت يك ناحيه مات بين بافت ويروس و كروماتين متراكم به حاشيه رانده شده دظاهر مي

  شود.شود. هسته سلول در اين مرحله هيپرتروفيك و گرد ميمي

شوند و تراكم پاييني دارند و به تدريج از يك انتها به : در هسته سلول آلوده، نوكلئوكپسيدها ظاهرمي3مرحله 

هاي درون سلولي مركزي پديدار شده كوچكتر از مرحله دوم هستند و به كنند. گنجيدگيسمت ديگر رشد مي

باشند. زماني كه كرماتين به حاشيه رانده شده ناپديد شد، تر ميليل وجود ذرات ويروسي فراوان بسيار متراكمد

هاي غيرطبيعي خورند. بيشتر اندامكغشاء هسته سلول تركيده و ناحيه شفاف با سيتوپلاسم با يكديگر جوش مي

  دهند.از هم پاشيده يا تشكيل ساختارهاي غشايي را مي

اند. هرنوكلئوكپسيد يك انتهاي گرد و يك انتهاي مربع شكل : در هسته، نوكلئوكپسيدها كامل شده4مرحله 

  شوند.دارد. نوكلئوكپسيدها به طور كامل با غشاء پوشانده مي
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شود. گيرند و بيرون زدگي دم شكل حاصل از غشاء مشاهده مي: ذرات ويروسي شكل بيضي به خود مي5مرحله 

تر تر و متراكمتر، ضخيمدم مانند از نوكلئوكپسيد مجزا هستند. سپس نوكلئوكپسيدها كوتاهمواد داخلي زائده 

  شوند.مي

شوند. برخي اوقات سرهم : مرحله آخر مورفوژنز.ويريون هاي بالغ بيضي شكل با غشاء صاف احاطه مي6مرحله 

شوند. در اين غشاء پوشانده ميشدن نوكلئوكپسيدها به طور كامل جداي از غشاء صورت گرفته و درنهايت با 

هاي متلاشي شده در بافت تركند. فضاهاي خالي به دليل سلولهاي آلوده شديداً آسيب ديده و ميمرحله سلول

  قابل مشاهده است.

  

  علايم باليني و آسيب شناسي -6-1

اط سفيد واضحي با قطر هاي پنائيده آسيايي و آمريكايي آلوده به ويروس نقدر شرايط پرورشي، بسياري از گونه

و همكاران،  Lo؛ 1998و همكاران،   Kasornchandraد (دهنمتر را در اسكلت خارجي نشان ميميلي 3تا  5/0

a1996 ؛Wu  ،مكانيسم واقعي تشكيل لكه هاي سفيد ناشناخته است. ممكن است كه عفونت2001و همكاران .(  

  دهد و جه تجمع نمك هاي كلسيم در كوتيكول رخ ميلكه سفيد سبب نقص عملكردي تگومنت شود كه در نتي 

). علايم ديگر شامل قرمزي بدن و ضمائم به دليل a1999و همكاران، Wang( شوندلكه هاي سفيد ظاهر مي

و  Chou( )، كاهش غذا خوردن1998و همكاران،  Nadala؛ 1998و همكاران،  Lightner( گسترش كروماتوفورها

ها )،كاهش تميز كزدن آبشش ها و پاسخ به محركFlegel ،1997؛ 1996همكاران، و  Durand؛ 1995همكاران، 

)Durand  ،؛1997و همكاران Wongteerasupaya  ،كوتيكول نرم1995و همكاران ،( )Lo  ،و همكارانb1996 ،(

 نكراسرنگ شدن هپاتوپا)، تورم و بي1999و همكاران،  Otta( تورم زوائد برانشيواستگال به دليل تجمع مايع

)Sahul-Hameed  ،( باشددن ميش) و همولنف رقيق و تأخير در لخته 1998و همكارانKiatpathomchai  و

  ).2000و همكاران،  Wang؛ 2001همكاران، 

يم بيماري را نشان مي روز قبل از تلفات علا 1-2در سطح مزارع، ميگوهاي بيمار  كناره استخرها تجمع كرده و 

 درصد برسد 100روز به  10). تلفات تجمعي ممكن است ظرف مدت 1998و همكاران،  Kou( دهند

)Karunasagar  ،؛ 1997و همكارانLotz  وSoto ،2002 در استخرهاي پرورشي، ميگوهاي جوان در هر سن و .(

و  Kasornchandra( كندسازي بروز ميماه پس از ذخيره 1- 2اي به بيماري حساس هستند اما تلفات سنگين اندازه

هايي با هسته هاي هيپرتروفي شده مشخص ). در هيستوپاتولوژي عفونت لكه سفيد با سلول1998مكاران، ه

و  Durand( شوداي و كروماتين به حاشيه رانده شده ديده ميهايي داخل هستهشوند و گنجيدگيمي

سي مشخص بوده و اي به طور محسوهاي داخل هسته). اين گنجيدگي2000و همكاران،  Wang؛ 1997همكاران،

هاي ). هسته1995و همكاران،  Wongteerasupaya( هستندIHHNV هاي پديد آمده در بيماري بزگتر از گنجيدگي

؛ Flegel ،1997؛ 1997و  1996و همكاران، Durand؛ 1996و همكاران،  Chang( شوندآلوده بازوفيلي و متسع مي
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Lo  ،و همكارانb1996 ؛Otta  ،؛ 1999و همكارانTakahashi  ،؛ 2000و همكارانWang ،و همكاران a1998.( 

ممكن است در مراحل پاياني عفونت شكسته شدن هسته و پارگي سلول رخ بدهد كه منجر به تشكيل نقاط 

و  Kasornchandra؛ 1997و همكاران،  Karunasagaret( شود كه مشخصه ان واكوئله شدن بافت استاي مينكروزه

  ).a1999همكاران،  و Wang؛ 1998همكاران، 

  

  زاييبيماري -7-1

كند توسعه يافته هاي طبيعي ورود ويروس را شبيه سازي ميهاي تجربي تلقيح ويروس لكه سفيد كه راهروش

وري ميگوها در آب حاوي سوسپانسيون هاي تلقيح شامل:انتقال از طريق آب، به واسطه غوطهاست. روش

هاي آلوده به ويروس براي تغذيه با بافت) و 1998و همكاران،  Supamattaya؛ 1998و همكاران،  Chou( ويروسي

و  Rajan ؛1998و همكاران،  Lightner؛ 1998و همكاران،  Chang( مي باشد روز 7يك مرتبه در روز به مدت تا 

 ).b1998و همكاران،  Wang؛  2000همكاران، 

 Chouد (باشقال ويروس در شرايط طبيعي پرورش ميترين روش انتباشد زيرا مهمروش دوم بيشتر مورد توجه مي

  ).2001و همكاران،  Wu؛ 2002و همكاران،  PramodKiran؛ Soto ،2002و  Lotz؛ 1998و همكاران، 

هاي ورود ويروس لكه سفيد به بدن ميگو به طور مشخص شناسايي نشده است. بر اساس اطلاعات به دست راه

تليال ي اوليه تكثير ويروس در ميگوهاي جوان ببري سياه سلول هاي اپيهاآمده از آزمايشات خوراكي، مكان

و همكاران،  Changد (باشزير كوتيكولي معده و سلول هاي آبشش، تگومنت و بافت همبند هپاتوپانكراس مي

ممكن است مكان انتقال   هاي روده مياني). در مطالعه ديگري در ميگوي ژاپني نشان داده شد كه سلول1996

). در ميگوي ببري 2005و همكاران،  Di Leonardoد (كننهاي تكثير شده باشد كه از غشاء پايه عبور مييروسو

ها به سمت آبشش و روده مياني سياه چالش با ويروس به روش غوطه وري نشان داد كه مهاجرت هموسيت

ساعت پس از تلقيح ويروس).  48-72د (شوها از ويروس در مراحل پاياني عفونت ميباعث منفي شدن اين بافت

تليوم روده مياني از لحاظ آلودگي به ويروس مثبت هاي اپيهاي آبشش و تعداد كمي از سلولبسياري از سلول

ساعت پس از تلقيح ويروس)  8ت (هستند. مطالعات با ميكروسكوپ الكتروني نشان داد كه در مراحل اوليه عفون

VP28 هاي باشد. هستهاني مشاهده گرديد كه نشانه ليز شدن ذرات ويروسي ميتليال روده ميهاي اپيدر سلول

  ).2007و همكاران، Artsد (شونتليال روده مياني مشاهده نميهرگز در اپي VP28حاوي 

تليال روده هاي اپيهاي اوليه تكثير ويروس سلولدر يك مطالعه چالش به روش خوراكي نشان داد كه بافت

د هاي غدد آنتني نيز هستن)، سلولSID5010000( ها و در ميزان بالاي ويروسششهاي آبقدامي، سلول

)Escobedo-Bonilla  ،2007و همكاران.(  

هاي ها هموسيتمكانيسم انتشار ويروس از بافت هاي اوليه به ساير بافت ها قابل بحث است. در بعضي پژوهش

و همكاران،  Di Leonardoد (انبدن شناخته شدهخرچنگ دراز آب شيرين به عنوان منتقل كننده ويروس در 
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هاي در گردش در ميگوي آب شيرين و ميگو در مطالعات ديگري هموسيت ).2002و همكاران،  Wang؛ 2005

و  van DeBraak؛ 2005و همكاران،  Shi؛ 2007و همكاران،  Escobedo-Bonillaد (به عفونت لكه سفيد مقاوم بودن

هاي آزاد به ن احتمالاً ويروس لكه سفيد از طريق همولنف در گردش به صورت سلول)، بنابراي2002همكاران، 

و  Escobedo-Bonillaد (ها وابستگي ميزباني داشته باشنرسد و ممكن است كه اين مكانيسمهاي هدف مياندام

  ).2007همكاران، 

درم، اكتودرم و مزودرم كه شامل: اپيهاي با منشاء هاي هدف ويروس لكه سفيد عبارتند از اندامهاي اندامسلول

هاي ها، روده قدامي، روده خلفي، غدد آنتني، ارگان لنفوئيدي، عضلات، پايه چشم، قلب، گنادها، سلولآبشش

و همكاران،  Durand؛ 1998و1996و همكاران،  Changد (باشنهاي مرتبط با بافت عصبي ميبافت خونساز و سلول

؛ b1999و همكاران، Wang؛ 1999و همكاران،  Rajendran؛ 1997و همكاران،  Lo؛ 1998و همكاران،  Kou؛ 1996

Wongteerasupaya  ،هاي آندودرومي از قبيل هپاتوپانكراس، سكوم تليال اندامهاي اپي). سلول1995و همكاران

و همكاران،  Sahul-Hameedد (قدامي و خلفي روده مياني و مجراي روده مياني به ويروس لكه سفيد مقاوم هستن

بينند كه اين ها و پوسته به شدت آسيب ميتليوم معده،آبششهاي اپي). در مراحل پاياني عفونت سلول1998

و همكاران،  Changد (حالت ممكن است به نقص عملكردي چندين اندام منجر شده و درنهايت سبب مرگ شو

  ).a1999و همكاران، Wang؛ 1996

هايي بيولوژيكي كه در پاسخ به عفونت ويروس لكه سفيد متغيرند عبارتند از آنهايي با عملكرد مهم مولكول 

كه در توليد انرژي، سنتز اسيد نوكلئيك، هموستاز كلسيم و يا ارتباطات سلولي دخيل هستند. بسياري از اين قبيل 

هاي هدف و كنترل اندامها ممكن است به عنوان نشانگرهاي بيولوژيكي مفيد باشند و احتمالاً براي تعيين مولكول

  ).2007و همكاران،  Wangد (تكثير ويروس مناسب باشن

  

  ميزبانان ويروس -8-1

گونه ميگوي  18باشد. حداقل ويروس لكه سفيد طيف وسيعي از ميزبانان را در بين سخت پوستان ده پا دارا مي

گونه از خرچنگ درار آب  7لابستر،  گونه caridean ،(7( گونه كاريدين 8وحشي و پرورشي از خانواده پنائيده، 

؛ 1998وهمكاران،  Chouد (اناند كه به ويروس لكه سفيد آلوده بودهگونه خرچنگ پهن يافت شده 38شيرين و 

Durand  ،؛ 1997و همكارانLightner  ،؛ 1998و همكارانLo  ،و همكارانb1996 ؛Sahul-Hameed  ،و همكاران

 Hossain( گونه سخت پوست غير ده پا نيز شناسايي شده است 6فيد در ). علاوه بر اين ويروس لكه س2003

 Chaetognata  predatory( هاي شكارچي) مثل فلش كرم1998و همكاران،  Supamattaya؛ 2001وهمكاران، 

worms( هاي پرتار)، روتيفرها، كرمpolychaete worms هاي ) و بعضي از لاروهاي حشرات آبزي. بعضي از گونه

مثبت  PCRهاي پرتار را شايد بتوان به عنوان ناقل مكانيكي به حساب آورد وفقط در آزمايش ي مثل كرموحش

) instar( تواند از شكل اينستار).ويروس لكه سفيد همچنين مي2008و همكاران،  Escobedo-Bonillaد (انبوده
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فريخ در مرحله ناپلي غير قابل تشخيص آرتميا به فرم توليدمثل كننده كيست آرتميا منتقل شود، اما در طول ت

  ).2003و همكاران،  Li( است

  

  هاي طبيعيهمه گيري -9-1

پروري ميگوهاي پنائيده همراه با افزايش جابجايي ميگوهاي زنده و مرده آلوده در سطح رشد سريع صنعت آبزي

جهان را مورد تهديد قرار پروري ميگو در سطح المللي به گسترش سريع ويروس كمك كرده و توسعه آبزيبين

). امكان انتقال افقي ويروس از طريق هم جنس خواري و مسيرهاي انتقال 2000و همكاران،  Durandت (داده اس

هايي گيريهمه ).2001و همكاران، Wuد (روآب دليلي بر گسترش سريع ويروس در جمعيت ميگوها به شمار مي

؛ 1995و همكاران،  Chouد (بروز كر 1992ي در تايوان در سال از بيماري در آسيا بعد از اولين كشف بيمار

Escobedo-Bonilla  ،بيماري لكه سفيد باعث سبب تلفات زيادي در ميگوهاي  1993). در سال 2008و همكاران

هاي تايواني، شود كه از همان منشاء جدايهپنائيده در ژاپن و كره شد و اين سويه از ويروس حدس زده مي

ويروس لكه سفيد در ميگوهاي  ).2003و همكاران،  Moon؛ 1994و همكاران،  Inouyeد (چيني باش تايلندي و

در  1995). ويروس در سال b1999و همكاران،  Wangد (در مالزي شناسايي ش 1994مونودون پرورشي در سال 

ت در ميگوهاي ويروس همچنين سبب تلفا 1999).از سال Rosenberry ،1996د (تگزاس آمريكا نيز گزارش ش

شد  )2004و همكاران  Galaviz-Silva( ) مكزيك2003و همكاران،  Rodriguez( سفيد غربي پرورشي در اكوآدور

 Globalد (كه باعث خسارات جدي به صنعت پرورش ميگو هم در مركز و هم در جنوب قاره آمريكا ش

Aquaculture Alliance  ،a وb 1999ا احتمالاً منشاء انتشار ويروس لكه سفيد به ). واردات ميگوهاي منجمد از آسي

  ).1997و همكاران،  Lightnerد (قاره آمريكا بو

به  2001تا  2000هاي رود كه ويروس لكه سفيد به مزارع پرورش ميگو در استراليا و اسپانيا در سالگمان مي

  د شدند رسيده باشستفاده ميواسطه معرفي ميگوهاي آلوده فريز شذه كه به عنوان غذاي تازه براي مولدين ا

)OIE ،a2003 د (ش 2002). ويروس همچنين سبب بيماري ميگوها در فرانسه و ايران در سالRosenberry ،2002.( 

و  Changت () نيز گزارش شده اسAtlantic blue crab( هاي خرچنگ آب اطلساين ويروس در جمعيت

  ).2001همكاران، 

معرفي شده و آزمايشات تشخيصي براي  OIEيماري قابل گزارش توسط بيماري لكه سفيد به عنوان يك ب 

) اولين بار آزمايش تشخيص a1996( و همكاران LO). OIE  ،a2003د (باششناسايي ويروس در دسترس مي

  ) انجام دادند.PCRويروس لكه سفيد را بر پايه تكثير توالي خاصي از نوكلئوتيد ويروس (
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  انتقال ويروس -10-1

و Wu؛ Soto ،2002و  Lotzد (تواند به صورت افقي و عمودي بين ميگوها منتقل شولكه سفيد ميويروس 

هاي سخت پوستان وحشي و پرورشي و موجودات آبزي از قبيل خرچنگ ) و در ديگر گونه2001همكاران، 

د كنرا ايجاد ميپودها و ... بسته به ميزبان سطوح متفاوتي از تلفات هاي پهن، كوپهدراز آب شيرين، خرچنگ

)Jesus ،كندكه عبارتند ازانتقال ). عفونت ميگو با ويروس لكه سفيد به دلايل متعددي بروز مي2007و همكارن

و  Chang( حالخواري ميگوهاي بيجنسهاي پرورش، ميگوهاي آلوده، آب و همسريع ويروس در سيستم

پست لاروهاي آلوده نيز منبع عمده عفونت براي  ). اما مولدين آلوده و2001و همكاران، Wu؛ 1996همكاران، 

هاي انساني، مهاجرت پرندگان آيند. منابع بالقوه براي انتقال ويروس فعاليتميگوهاي يك مزرعه به حساب مي

ي درياييو ديگر حيوانات، محصولات غذايي منجمد آلوده، رسوبات آلوده استخرها، وسايل و ابزار آلوده

  ).1997و همكاران،  Lightnerد (باشنآلوده درمان نشده مي پروري و ميگوهايآبزي

  

  ويروسي ايمني ضد - 11-1

). ايمني ذاتي Söderhäll، 2002و  Leeد (در سخت پوستان فقط ايمني ذاتي بدون حافظه سرم شناسي وجود دار

عنوان  شامل سدهاي فيزيكي، پاسخ سلولي و خوني است. كوتيكول سفت و مومي شكل در سخت پوستان به

 ،Söderhällو   Lee؛ 1993و همكاران،  Breyد (زا عمل مي كنيك سد مكانيكي در برابر حمله عوامل بيماري

شوند. گيرند و در طي پاسخ ايمني آزاد مي). فاكتورهاي خوني به طور عمده از هموسيت ها منشاء مي2002

(فنل اكسيداز)،  هاي دفاعيها، آنزيم: لكتينشامل شوند) آزاد ميhumoral( موادي كه در طي پاسخ ايمني خوني

گلوكان، پروتئين متصل شونده به ليپوپلي  1،3ها، پپتيدهاي ضدميكروبي، پروتئين متصل شونده به بتا ليپوپروتئين

ها در ايجاد هموسيت هاي اكسيژن فعال هستند.)، پروتئين متصل شونده به پپتيدوگليكان و ميانجيLPSد (ساكاري

اسايي ذرات خارجي، فاگوسيتوز، ملانيزه كردن، كپسوله كردن، كشندگي سلولي و ارتباطات سلول به لخته، شن

). بيشترين پاسخ هاي سلولي و خوني Bullis ،2001و Newman ؛ Söderhäll، 2002و   Leeد (سلول نقش دارن

اهدي از ايمني ضد ويروسي مطالعه شده دربرابر عفونت هاي باكتريايي، قارچي وانگلي هستند.مطالعات اخير شو

)، مواد RNA( RNA)، تداخل Toll )TLRدر ميگوها را مشخص كرده است كه مشتمل بر وجود گيرنده هاي شبه 

  هاي ايمني در پستانداران به عنوان فعال كننده سلول TLRباشد. هاي ايمني ميضدويروسي در بافت ها و ژن

ي بر عليه عفونت، شناسايي ليپوپلي ساكاريد، پپتيدوگليكان و كند، همچنين علامت دهي داخل سلولفعاليت مي

). Bowie ،2005و Schröder  ؛Barton  ،2007د (ليپوپروتئين ها را داشته و در ايمني ضد ويروسي نيز دخيل مي باش

TLR در ميگوي سفيد غربي و ميگوي ببري غول پيكر )P.monodonت () شناسايي شده اسArts  همكاران،  و

در ميگوها در برابر عفونت ويروسي همچنان در حال بررسي است.  TLR).نقش 2007و همكاران، Yang  ؛2007

). 2007و همكاران،  Robalinoت () در ميگوي سفيد غربي يافت شده اسRNA)RNAهاي كننده براي تداخل ژن
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و  Robalinoد (كن) در ميگوي سفيد غربي ايمني ضد ويروسي را القاء ميdsRNAاي (دورشته RNAتزريق 

  ).2004همكاران، 

  مرتبط با  )SiRNA( هاي كوتاه تداخل كنندهRNA) P. chinesisهمچنين در ميگوي چيني(

) مؤثر P.japonicus( در كاهش تلفات در ميگوي ببري سياه و ميگوي ژاپني VP28يا  VP15پروتئين هاي ويروسي

  ).2007و همكاران،  Xu؛ 2005ن، و همكاراWestenberg  ؛2007و همكاران،  Kimت (بوده اس

Xu  گزارش كردند كه به وسيله چندين تزريق از 2007( و همكاران (RNA ي كوتاه تداخل كننده پروتئين

از  PmAVاز رونوشت برداري و تكثير ويروس لكه سفيد جلوگيري مي شود.ژن ضد ويروس  VP28ويروسي 

از روز دوم پس از آلودگي با ميزان بالاي  PmAV ميگوي ببري سياه آلوده به ويروس لكه سفيد كلون شد.

ايريدوويروس  )CPE( در برابر اثر سيتوپاتيك In vitroشود. اين ژن در شرايط ويروس در هپاتوپانكراس بيان مي

  ).2007و  2003و همكاران،  Luoد (مؤثر بو )SGIVهامور سنگاپور(

در خرچنگ دراز آب شيرين گونه  )Antipolysaccharide factorد (يك ژن ديگر به نام فاكتور ضد پلي ساكاري

Pacifastacus leniusculus  پس از تزريق با ويروس غير فعال شده با اشعه ماوراء بنفش مشاهده شد. اين فاكتور

سبب تكثير كمتر ويروس و افزايش تلفات آهسته تر در مقايسه با آن هايي كه فقط ويروس دريافت كرده بودند 

  ).2006همكاران،  و .Liu, Hد (ش

) و پروتئين شبه Interferon like protein( ژن ضد ويروس كه پروتئين هايي مثل پروتئين شبه اينترفرون 22

كنند در هموسيت ميگوهاي ژاپني بازمانده از شيوع بيماري ) را كد ميoligo synthetase like protein( اوليگوسنتتاز

). دو پروتئين از هموسيانين ميگوي ببري سياه آلوده به ويروس 2005، و همكاران Heت (لكه سفيد يافت شده اس

هاي ايريدوويروس هامور سنگاپور، از تكثير ويروس In vitroلكه سفيد جداشد. اين پروتئين ها در شرايط 

 )، بيرناويروس ماهي آنجلThRV( )، رئوويروس تردفينLDV( )، ويروس لنفوسيستيسFV3( 3ويروس قورباغه 

)ABV( و ويروس نكروز عفوني پانكراس )IPN( جلوگيري كردن) دZhang  ،مواد ضد ويروس 2004و همكاران .(

 )Callinectes sapiduss ( ) خرچنگ آبي آتلانتيكP. stiferus( هاي استخراج شده ازميگوي سفيد شماليدر بافت

 Vaccina( رابر ويروس واكسين) يافت شده است. اين مواد در بProcambarus clarkii( و خرچنگ قرمز مرداب

virusويروس فلج اطفال ،( )poliovirusويروس منگو ،( )mengovirus،(  ويروسSindbis ويروس ،Banzi  و ويروس

  ).2000و همكاران،  Panد (مؤثر بوده ان In vitro) در شرايط vesicular stomatitis virus( تورم دهان وزيكولي

Gross  ها و هپاتوپانكراس ميگوي سفيد غربي و ميگوي هاي ايمني را در هموسيتنژ 2001و همكاران در سال

  مبتلا به بيماري لكه سفيد گزارش كردند. سفيد شمالي

) و TPSت (فسفا-)، سينتاز ترهالوزHeat shock protein:HSP90, HSP70( 70و  90هاي شوك حرارتي پروتئين

). 2006و همكاران،  Wangد (يابتلا به لكه سفيد افزايش مي) در ميگوي چيني مبubiquitin C( يوبيكوئيتين سي
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سطوحي از ديگر فاكتورهاي ايمني از قبيل فنل اكسيداز، ليزوزيم، هموليزين و هماگلوتينين در ميگوهاي 

  ).2005و همكاران،  Heت (بازمانده از وقوع بيماري بالاتر بوده اس

 Venegas يك پاسخ شبه ايمني2000( و همكاران ( )quasi immune response و همچنين حضور يك مولكول (

خنثي كننده ويروس لكه سفيد را در پلاسماي ميگوي ژاپني زنده مانده از بروز طبيعي بيماري لكه سفيد گزارش 

  كردند.

 بازماندگي بهتري را در گلوكان توليد شده بودند 1،6و  1،3لاروهايي كه از مولدين ببري سياه تزريق شده با بتا 

پس از  برابر چالش با ويروس لكه سفيد در مقايسه با گروه شاهد كه فقط سالين دريافت كرده بودن نشان دادند.

). Song ،1999و  Huangد (لاروها را مطرح نمودناين آزمايش محققين فرضيه انتقال ايمني از مولدين به پست

Roux ) آلوده به ويروس لكه سفيد ژن هاي مرتبط  ) اعلام كردندكه در ميگوهاي سفيد شمالي2002و همكاران

) مي يابند. اين تحقيق upregulated( گلوكان افزايش 1،3ساكاريد و بتا با پروتئين هاي متصل شونده به ليپوپلي

زا (ويروس، باكتري و قارچ) را نمايان پاسخ عمومي دفاعي سخت پوستان در برابر انواع مختلفي از عوامل بيماري

  ساخت.

با تلفات شديد ابتدايي شروع  WSSVو  IHHNV ،YHV ،TSVماري  در ميگوها به دليل ويروس ها يي مثل بروز بي

 viral( شده به دنبال آن عفونت مزمن در بازمانده ها بروز مي كند. پديده باقيماندن عفونت را تطابق ويروسي

accommodationذرات ناقص ويروسي يا اثر بر آپوپتوز  نامند.سازوكار عفونت پايدار در ميگو ناشناخته است.) مي

  هاي آپوپتوتيك را در ). سلولFlegel ،2007ت (توان در اين سازوكار دخيل دانسويروسي را مي

و  Sahul Hameed؛ 2001و همكاران،  Sahtoutد (انعفونت هاي طبيعي و تجربي با ويروس لكه سفيد گزارش كرده

هاي ). در طول بررسي عفونت لكه سفيد افزايش سلول2003، و همكاران Wongprasert؛ 2006همكاران، 

اي منتهي به مرگ مي شود يا محافظت در آپوپتوتيك مشاهده شد اما هنوز  مشخص نيست كه آيا آپوپتوز مرحله

  ).2003و همكاران،  Wongprasert( برابر ويروس

  

  كنترل ويروس لكه سفيد -12-1

هايي پروري محققان را مجبور به توسعه استراتژيسفيد در صنعت آبزي زيان هاي اقتصادي ناشي از ويروس لكه

براي كنترل يا مديريت عفونت لكه سفيد و بروز بيماري نموده است. مطالعات متعددي بر روي كنترل ويروس 

ي ها را برعليه ويروس لكه سفيد در شرايط آزمايشلكه سفيد انجام شده است و اقدامات كنترلي، برخي اثربخشي

نشان داده است. درمان با مواد شيميايي از طريق استريليتي و الكتروشيمي آب، با استفاده مداوم، پيشگيري مؤثري 

). ميتيلين كه يك پپتيد 2004و همكاران،  Parkت (را در برابر ويروس لكه سفيد در ميگو نشان داده اس

ويروس  DNAتواند از تكثير ميشود هاي صدف ها به وفور يافت ميضدميكروبي است و در هموسيت

  ).2004و همكاران،  Dupuyد (جلوگيري نماي
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گلوكان در غذاي ميگوي مونودون بهبود قابل توجهي را در ايمني و بقاء پس از  3و1علاوه بر اين استفاده از بتا 

هاي خي ژن). پپتيدهاي استحصالي از بر2003و همكاران،  Changت (چالش با ويروس لكه سفيد نشان داده اس

ضدويروسي در ميگوي مونودون مي توانني به صورت احتصاصي به ويروس لكه سفيد متصل شده و عفونت 

  ).2003و همكاران،  Yi؛ 2003و همكاران،  Luoد (ويروسي را بلوكه نماين

اقدامات تعديل عوامل محيطي نيز به عنوان روشي براي كنترل بيماري لكه سفيد پيشنهاد شده است اگرچه كه اثر 

زايي ويروس گراد) بيماريدرجه سانتي 12-21(  مختلف تا حدي با هم متفاوت هستند. درجه حرارت پائين آب

همكاران،  و Dupuyد (كنلكه سفيد را كاهش داده و تلفات را در خرچنگ دراز آب شيرين و ميگو مهار مي

  ).2004همكاران،  و Jiravanichpaisal؛ 2004

دهد كه احتمالاً از طريق تسهيل آپوپتوزيس در زان بقاء ميگوهاي بيمار را افزايش ميهمچنين هيپرترمي مي

). كاهش تلفات در ميگوهاي جوان 2003و همكاران،  Granjaد (باشميگوهاي سفيد غربي آلوده به ويروس مي

د كنت بروز ميگراد مشاهده شد اما فقط در مراحل اوليه عفونت اين حالدرجه سانتي 33سفيد غربي در دماي 

)Rahman  ،مهرگان در مقايسه با مهره داران پاسخ ايمني اكتسابي واقعي وجود ). اگرچه در بي2006و همكاران

ندارد، نشان داده شده است كه چندين فرآورده قادر به تحريك غير اختصاصي سيستم ايمني بي مهرگان در 

، Rojas-Lunaو  Balcázar؛ 2007و همكاران،  Balcázar( هاي پروبيوتيكاند. استفاده از باكتريآزمايشات بوده

) بر پايه Soto ،2006و  Solano؛ 2008و همكاران،  Mathieu؛ 2007و همكارن،  Li؛ Shen ،2008و  Gómez؛ 2007

د انهاي سيستم ايمني دو روش پيشگيري طي چندين سال اخير بودهاصول حذف رقابتي و استفاده از محرك

)Chotigeat سويه هاي پروبيوتيك جداشده از آب استخرهاي پرورش ميگو و روده گونه 2004مكاران، و ه .(

هاي مختلف ميگوي پنائيده به صورت قابل توجهي افزايش مقاومت و تحمل را دربرابر ويورس لكه سفيد نشان 

  ).2009و همكاران،  Jiqiuد (انداده

و همكاران،  Johnsonت (يماري لكه سفيد پيشنهاد شده اسهاي كنترلي بواكسيناسيون نيز به عنوان يكي از روش

نشان داده شده است كه احتمالاً يك عامل خنثي كننده همورال در ميگوهاي در حال بهبودي پس از  ).2008

تواند به عنوان يك روش درماني بر عليه ويروس اي ميچالش با ويروس لكه سفيدوجود دارد كه به شكل بالقوه

). تطابق با ويروس در سطوح پائين به 2002و همكاران،  Wu؛ 2000و همكاران،  Venegasد (ه يابلكه سفيد توسع

،  Flegelت (ي خاص از عفونت قبلي به عنوان توضيحي براي اين محافظت ارائه شده اسعلت فراهم شدن حافظه

 Namikoshi( ق داخل عضلاني). با اين حال شواهد مولكولي اين فرضيه دست نيافتني باقي مانده است. تزري2007

از ويروس غيرفعال شده با فرمالين محافظت خوب اما  )2005و همكاران،  Singh( ) يا خوراكي2004و همكاران، 

هاي نوتركيب روز پس از واكسيناسيون نشان داد. پروتئين 10كوتاهي را در برابر ويروس لكه سفيد براي مدت تا 

) مورد استفاده قرار گرفتند، افزايش تحمل و حفاظت Subunitد (هاي زيرواحبيان شده غشاء كه به عنوان واكسن 

هاي مختلفي از ميگو نشان نسبي در برابر ويروس لكه سفيد را در يك گونه خرچنگ دراز آب شيرين و گونه
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 ر فعالهاي غيهاي خالص شده و هم از طريق پروتئين بيان شده در باكتريدادند. اين حفاظت هم از راه پروتئين

روز پس از  14هاي خوراكي، تزريقي يا غوطه وري) حاصل شده است اما فقط تا (تجويز شده به روش

و همكاران،  Rout؛ 2007و همكاران،  Jha؛ 2006و همكاران،  Duت (واكسيناسيون اين حفاظت باقي مانده اس

  ). 2006و همكاران،  Xu؛ 2006و  2004و همكاران،  Witteveldt؛ 2006و همكاران،  Vaseeharan؛ 2007

در سيستم بياني پروكاريوتي محافظتي را در خرچنگ دراز آب شيرين در برابر  VP28بيان پروتئين غشاء ويروس 

محافظت  اي پروتئين بيان شده در سيستم يوكاريوتيويروس لكه سفيد نشان داده است. به طور قابل ملاحظه

). اين ممكن است راندمان 2006و همكاران،  Duت (ريايي داشته اسبهتري را در مقايسه با محصول بياني باكت

تاخوردگي صحيح و يا اصلاحات پس از ترجمه اين پروتئين را منعكس نمايد كه داراي چندين مكان مورد 

شود. نشان داده قبول براي گليكوزيلاسيون و فسفوريلاسيون است وقتي كه در يك سيستم يوكاريوتي بيان مي

هاي غشايي نوتركيب پلاسميدها كه پروتئين DNA) (مشتمل بر DNA Vaccines ( هاواكسن DNA شده است كه

VP28  ياVP281  را تحت كنترل پروموتورCMV كند) ميگوي مونودون را در برابر ويروس لكه سفيد تا بيان مي

 VP35و  VP15ئوكپسيدي هاي نوكلكنند.اما پاسخ محافظتي با پروتئينروز پس از واكسيناسيون محافظت مي 50

شودكه مكانيسم محافظتي، نياز به حضور ). با اين شواهد حدس زده مي2007و همكاران،  Routد (شوحاصل نمي

هاي خاص سطحي ويروس براي شناسايي ذرات ويروسي در طول ورود به سلول دارد. در نتيجه مستمر پروتئين

و  Johnsonت (هبرد عملي واكسيناسيون ضروري اسهاي حفاظتي براي توسعه رادرك بهتري از مكانيسم

  ).2008همكاران، 



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ١٦

  مواد و روش ها -2

  DNAنمونه گيري و استخراج   -1-2
به منظور دستيابي به ويروس لكه سفيد طي بازديد از مزارع پرورش ميگوي استان خوزستان در منطقه چوئبده 

علائم باليني از سطح مزارع پرورش ميگوي چوئبده ) ميگوهاي بيمار و داراي 1390آبادان (خرداد تا مهرماه 

آبادان انتخاب گرديدند، پاي شنا، نيمي از آبشش ها و قسمتي از عضله ميگو به منظور بررسي آلودگي به 

درجه نگهداري شد و باقيمانده بافت ميگو ،پس از تأييد آلودگي، به عنوان منبع  96ويروس لكه سفيد در الكل 

  .گراد نگهداري شددرجه سانتي -80ويروس در فريزر 

  

   DNA استخراج -2-2
 ميلي ليتر از محلول 6/0ميلي ليتري قرار داده شده،  5/1مقداري از نمونه (آبشش و پاي شنا) درون ميكروتيوب 

(ژن ريچ، تايوان) به آن اضافه شد. توسط گريندرهاي يك بار مصرف نمونه درون آن خرد  ) DTAB( دي تب

دقيقه قرار داده شد. پس ازخارج نمودن  5درجه سانتي گراد به مدت  75آب گرم با دماي  گرديده، در حمام

ميلي ليتر كلروفرم به آن اضافه  7/0ميكروتيوب از حمام آب گرم به طور مختصر مجدداً همزني انجام شده، 

انتريفيوژ گرديد. دور در دقيقه س 12000دقيقه با سرعت 5ثانيه مخلوط شده و بعد از آن  20گرديده به مدت 

 100ميلي ليتري جديد منتقل شده،  5/1ميكروليتر از فاز بالايي آن به يك ميكروتيوب  200سپس به ميزان 

  به آن افزوده شد. آب دوبار تقطيرميكروليتر 900(ژن ريچ، تايوان) و  )CTAB( تبميكروليتر از محلول سي

راد قرار داده شد و پس از آن اجازه داده شد تا به دمـاي  گدرجه سانتي 75دقيقه در دماي  5ميكروتيوب به مدت 

 150سانتريفيوژ انجام شد. با دقت مايع رويي بيرون ريخته شـده و بـا    12000دقيقه با دور  10اتاق برسد. به مدت 

پلـت ايجـاد شـده در تـه ميكروتيـوب دوبـاره حـل         (ژن ريـچ، تـايوان)   )Dissolve solution( ميكروليتر ماده حلال

گراد قرار داده شد. بعد از آن تـا رسـيدن   درجه سانتي 75دقيقه درون حمام آب گرم با دماي  5يده، به مدت گرد

 5/1دقيقه، محلـول شـفاف بـه ميكروتيـوب      5به مدت  12000به دماي اتاق، خنك شد. پس از سانتريفيوژ با دور 

آن اضـافه گرديـد. بعـد از همزنـي مختصـر،       به %95ميكروليتر اتانول  300ميلي ليتري جديد منتقل شده، به ميزان 

ميكروليترانجام شد و در آخـر   200به مقدار  %70دقيقه، شستن پلت با اتانول  5به مدت  12000سانتريفيوژ با دور 

ميكروليتـر   50محلول فوقاني خارج شدو پلت موجود در كف ميكروتيوب در دماي اتاق خشك شـد. در پايـان    

  گراد نگهداري گرديد.سانتيدرجه  -20وده شد و در دماي به ميكروتيوب افز DEPCآب 

  پرايمر  -3-2

 Jeroen بر اساس پرايمرهاي طراحي شده توسط VP19 و VP28هاي كد كننده پروتئينپرايمرهاي اختصاصي ژن

Witteveldt )2006اي هاين پرايمرها مكان برش آنزيم 5') انتخاب گرديد و به منظور انجام كلونينگ در انتهاي

  نيز قرارداده شد.  HindІІІو   SalІمحدودگر 
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  مرازاي پليواكنش زنجيره  -4-2

ميكروليترژنوم الگو،  2ميكروليتر شامل  50در حجم نهايي  PCRبوسيله  VP19 و  VP28هايتكثير ژن

ميلي  dNTP 10ميكروليتر  Pfu ،1ميكروليتر بافر آنزيم  Pfu ،5واحد در ميكروليتر) آنزيم 5/2ميكروليتر (4/0

ميكروليتر 1/38پيكومول) از هر پرايمر و  20ميكروليتر ( 1ميلي مولار،  50ميكروليتركلريد منيزيوم  5/1مولار، 

 ).3-3جدول د (آب دوبار تقطير استريل انجام ش

  

 VP19 و VP28 هايمواد و مقادير استفاده شده در برنامه تكثير ژن - 1-2جدول 

DNA 2 µl 

 Pfu 5 µlبافر آنزيم 

 (50 mM)5/1 كلريد منيزيومµl 

dNTP mixes (10 mM) 1 µl 

(20 pmoL/µl) F پرايمر   1 µl 

20(  pmoL/µ) R پرايمر   1 µl 

Pfu آنزيم    4/0 µl (5/2 U/ µl)  

(ddH2O) 1/38 آب دو بار تقطير µl 

  µl  50 حجم نهايي

 

  PCR برنامه حرارتي  -1-4-2
دقيقه و به دنبال آن  2درجه سانتي گراد به مدت  95ن ابتدايي در دماي با برنامه دمايي دناتوره شد PCRواكنش 

دقيقه بود. در  2درجه به مدت  72دقيقه و  1درجه به مدت 48ثانيه،  45درجه به مدت  94سيكل حرارتي  35

 است.نشان داده شده  4-3اين برنامه در جدولدقيقه اجرا گرديد. 7درجه نيز به مدت  72پايان يك مرحله دمايي 

  
 VP19و  VP28 هاي ژن PCRبرنامه حرارتي  - 2-2جدول 

  هاتعداد سيكل  زمان  )˚C (دما  هاسيكل

  C˚95  ΄2  1  سيكل اول: دناتوره شدن ابتدايي

  دناتوره شدن                         

  اتصال پرايمرها  سيكل دوم         

  سنتز                

C˚94  ΄45ً  

35  C˚48  ΄1  

C˚72  ΄2  

  C˚72  ΄7  1  نهايي سنتزسيكل سوم:
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  با الكتروفورز در ژل آگارز PCRبررسي محصول  -2-4-2

ميلي ليتري حل و  100در يك ارلن  TAE (1X)ليتر بافر ميلي 80گرم از پودر آگارز وزن شده و در  8/0مقدار 

به  Safe Stainيكروليتر از رنگ م 83/2درجه سانتيگراد، مقدار  50جوشانده شد. پس از رسيدن دماي ژل به حدود 

  ).1992و همكاران،  Ausubel( محلول اضافه و سپس ژل در قالب مخصوص از پيش آماده شده ريخته شد

ميكروليتر بافر بارگذاري مخلوط و درون ژل بارگذاري  1با  PCRميكروليتر از محصول  5پس از تهيه ژل آگارز، 

  استفاده گرديد. جفت بازي 100 نردبان ژنيطعه تكثير شده از گرديد. همچنين جهت اطمينان از صحت طول ق

 )Transilluminator( پس از پايان الكتروفورز جهت مشاهده باندهاي تفكيك شده، ژل در دستگاه ترانس لوميناتور

ي تكثير يافته از نظر صحت طول مـورد بررسـي   DNAبر روي ژل، باند  )UV(قرار داده شد و با تابش نور فرابنفش

  رار گرفت.ق

  PCRخالص سازي محصول  -3-4-2

براي انجام آزمايشات بعدي (هضم آنزيمي و كلونينگ) از ژل آگارز يك  PCRبراي خالص سازي محصول  

و مطابق دستورالعمل  )AccuPrep®Gel Purification Kit( درصد و كيت استخراج از روي ژل شركت بايونير

  درجه سانتيگراد نگهداري شد.  -20شركت سازنده استفاده گرديد و محصول در 

  

  تكثير و خالص سازي وكتور -5-2

ــان ژن   ــگ و بيـ ــور كلونينـ ــه منظـ ــق بـ ــن تحقيـ ــايدر ايـ ــاريوتي   VP19و  VP28 هـ ــاني پروكـ ــور بيـ   از وكتـ

pMal-c2X محصول شركت نيوانگلندبيولب ، )New England Biolabs(  شكل) 1-2استفاده شد.(  

  
 

  و خصوصيات آن pMal-c2X نقشه پلاسميد  -1- 2شكل 
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اين وكتور بوسيله ترانسفورماسيون و با استفاده از روش شوك  ،pMAL-c2Xبه منظور تكثير و ازدياد وكتور 

  انتقال داده شد. ترانسفورماسيون طي مراحل زير انجام شد. حرارتي و به كمك كلريد كلسيم به باكتري

با شيك متوسط كشت  C˚37صورت شبانه در دماي ه مايع ب LBدر محيط  TG1سويه  E. Coliابتدا باكتري  -

 داده شد.

با شيك متوسط  C˚37مايع تازه اضافه گرديد و در دماي  LBبه محيط  100/1كشت شبانه باكتري به نسبت  -

 رسيد. 4/0 -6/0آن به  600ODانكوبه شد تا 

 وندروي باكتري كشت مايع حاليتر ازميلي5/1به منظور تهيه رسوب از باكتري با تراكم مورد نظر،  -

گراد درجه سانتي 4دقيقه در دماي  3به مدت   دور در دقيقه 9000 سرعتميكروتيوب ريخته شد و با 

 محلول رويي كاملا تخليه و دور ريخته شد.و  وژ گرديديسانتريف

و به دست پت كردن پي . بعد ازاضافه گرديدمولار سرد  1/0ميكروليتر كلريد كلسيم  300 به رسوب حاصل -

 دقيقه بر روي رك يخ در يخچال قرار داده شد. 30به مدت سوسپانسيون يكنواخت مدن يك آ

وژ يسانتريفدقيقه  3به مدت  گراددرجه سانتي 4دور در دقيقه در دماي  9000سرعت با دور سپس ميكروتيوب -

 گرديد.

 محلول رويي كاملا تخليه و دور ريخته شد. -

پت پي بعد از اضافه گرديد ومولار سرد  1/0  تر كلريد كلسيمميكرولي 200به رسوب حاصلدر اين مرحله  -

 دقيقه بر روي رك يخ در يخچال قرار داده شد. 30به مدت سوسپانسيون يكنواخت كردن و ايجاد يك 

دقيقه  3به مدت  گراددرجه سانتي 4دور در دقيقه در دماي  9000سرعت با دور مجدداً ميكروتيوب -

 وژ گرديد.يسانتريف

 .رويي كاملا تخليه و دور ريخته شدمحلول  -

دقيقه  7مولار سرد اضافه شد و به مدت  1/0  ميكروليتر كلريد كلسيم 100به رسوب موجود در ميكروتيوب  -

 ها مستعد دريافت پلاسميد هستند.بر روي رك يخ در يخچال قرار داده شد. در اين مرحله باكتري

 ميكروليتر 1 آهستگي بهبه  )Competent( هاي پذيراكتريميكروليتر از با 100دقيقه  7پس از مدت زمان  -

 كرده تا سوسپانسيون يكنواختي بدست آيد.  پتبر روي يخ افزوده شد و به آرامي پي پلاسميد

گراد (دماي درجه سانتي 4دقيقه دردماي  30ميكروتيوب حاوي باكتري هاي پذيرا و پلاسميد به مدت  -

 يخچال) روي رك يخ قرار داده شد.

  گراد منتقل شد.درجه سانتي 42ماري با دماي ثانيه به بن 90به مدت  ميكروتيوب -

دقيقه بر روي يخ قرار داده شد و در نهايت به  2ثانيه سوسپانسيون به مدت  90بلافاصله پس از مدت زمان  -

به حجم سيلين اضافه گرديد تا بدون آمپي LBمحيط  ميكروليتر 900 ميكروتيوب حاوي باكتري و پلاسميد
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گراد درجه سانتي 37 ليتر برسد. ميكروتيوب حاوي باكتري و پلاسميد به مدت يك ساعت در دماييك ميلي

  با شيك متوسط انكوبه گرديد.

ميكروگرم  100جامد حاوي  LB طميكروليتر از سوسپانسيون فوق بر روي محي 100در پايان يك ساعت  -

 37ساعت در دماي  16اي گسترش تهيه و صورت كشت سفره ليتر محيط منتقل و بهسيلين در هر ميليآمپي

 گراد گرمخانه گذاري شد.درجه سانتي

ميكروليتر از مايع رويي تخليه و  800دور در دقيقه سانتريفيوژ شده، 9000باقيمانده سوسپانسيون با سرعت  -

 37كشت و در دماي  ايسيلين به صورت سفرهباقيمانده نيز برروي محيط جامد حاوي آمپي ميكروليتر 100

  ساعت گرمخانه گذاري شد. 16درجه سانتي گراد به مدت 

 LBني براي اطمينان از حضور وكتور انتخاب و در محيط وكل 20هاي پديدار شده تعداد از تعداد كل كلوني -

 صورت خطي كشت داده شدند.دار بهسيلينجامد آمپي

 

  استخراج پلاسميد با استفاده از كيت -6-2

هاي كشت داده شده انتخاب و براي استخراج پلاسميد با كيت استفاده گرديد. در اين تحقيق از كلونييكي از 

  كيت استخراج پلاسميد شركت ويوانتيس (مالزي) استفاده شد.

 

  مراحل كلونينگ  -7-2

  هضم آنزيمي  -1-7-2

لازم بـود كـه وكتـور بـه فـرم       ،pMal-c2Xبه وكتور  VP19 و VP28 هايبراي انجام كلونينگ يعني وارد كردن ژن

مـورد نظـر داراي انتهاهـاي     هـاي گرفت كه وكتـور و ژن اي صورت ميخطي تبديل شود. اين عمل بايد به گونه

) عمـل هضـم   هـا مكمل بوده و به راحتي به هم متصل شوند. به همين جهت بر روي هر دو محصول (وكتور و ژن

  بـا توجـه بـه طراحـي پرايمـر، از      و وكتـور   VP19 و VP28 هـاي آنزيمي صورت گرفت. بـراي هضـم آنزيمـي ژن   

هـاي هضـم تكـي پلاسـميد و در     استفاده شد. به اين منظور در واكـنش  Sal Iو Hind III آنزيم هاي محدود كننده 

هضم شدند. واكنش هضم با استفاده از تركيبات ذكر شده در  VP19 و  VP28هايهضم مضاعف ژن هايواكنش

 ميكروليتر صورت گرفت. 20و در حجم  4-2و  3 -2 هايجدول
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   VP28ژن هضم مضاعف  تركيبات واكنش - 3-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  VP28          7خالص PCRمحصول 

  2X( Tango               4بافر(

  واحد) Sal I    1  )10 آنزيم 

  واحد) Hind I I I  1 )10آنزيم 

  DEPC   7آب 

  20  حجم نهايي

 

 VP19 هضم مضاعف ژن تركيبات واكنش - 4-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  VP19          7خالص  PCRمحصول 

  2X( Tango               4بافر(

  واحد) Sal I    1  )10 آنزيم 

    

  واحد) Hind I I I  1 )10آنزيم 

  DEPC   7آب 

  20  حجم نهايي

 

گـراد و  درجه سانتي 37ساعت در دماي  5/2فه شده به مدت ميكروليتر روغن معدني اضا 25فوق  هايبه مخلوط

گراد قرار گرفـت. پـس از هضـم،    درجه سانتي 80دقيقه در دماي  20سپس براي غيرفعال شدن آنزيم ها به مدت 

  ).1992و همكاران،  Ausubel( گرفت يد قرارأيميكروليتر از ژن هضم شده مورد ت 1الكتروفورز كارآيي واكنش با 

 هضم پلاسميد از روش هضم تكي از تركيب زير ستفاده گرديد: به منظور

  
  Sal Iتركيبات واكنش هضم پلاسميد با آنزيم  - 5-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  10  پلاسميد خالص

  10X (B4  2بافر(

  واحد) Sal I  1 )10آنزيم 

  DEPC 7آب 

  20  حجم نهايي
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گراد و درجه سانتي 37ساعت در دماي  5/2ه شده به مدت ميكروليتر روغن معدني اضاف 25به مخلوط فوق 

گراد قرار گرفت. كارايي واكنش درجه سانتي 65دقيقه در دماي  20سپس براي غيرفعال شدن آنزيم ها به مدت 

ميكروليتر از پلاسميد هضم شده مورد تأييد قرار گرفت. در مرحله بعد پلاسميد هضم شده با  1با الكتروفورز 

استفاده شد. واكنش هضم  Hind III زكيت خالص سازي شركت بايونير خالص شد و براي هضم با آنزيماستفاده ا

  انجام شد. 6-2با اين آنزيم نيزطبق جدول 

 
  Hind IIIتركيبات واكنش هضم پلاسميد با آنزيم  - 6-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  10  و خالص شده Sal Iپلاسميد هضم شده باآنزيم 

  10X( B2               2بافر(

  واحد)Hind III    1 )10آنزيم

  DEPC  7آب 

  20  حجم نهايي

  

گراد و سپس درجه سانتي 37ساعت در دماي  2ميكروليتر روغن معدني اضافه شده به مدت  25به مخلوط فوق 

  گراد قرار گرفت. درجه سانتي 65دقيقه در دماي  20براي غيرفعال شدن آنزيم ها به مدت 

  

  )Ligation( اتصال-2-7-2

و پلاسـميد) بـا    PCRپلاسميد بـه يكـديگر، هـر دو محصـول هضـم شـده (محصـول         و PCRبراي اتصال محصول 

پلاسميد هضمي تخمـين زده شـدند و    و DNAاستفاده از كيت خالص سازي شركت بايونير، خالص شدند. ميزان 

درجـه   4گراد و سپس يك شب در درجه سانتي22 دقيقه در دماي 70به مدت T4اتصال با استفاده از آنزيم ليگاز 

درجـه   65گراد صورت گرفـت. پـس از سـپري شـدن زمـان فـوق بـراي غيرفعـال كـردن آنـزيم از دمـاي            سانتي

). سپس محصول اتصـال بـا فـرض تشـكيل     1992و همكاران،  Ausubelدقيقه استفاده شد ( 10گراد به مدت سانتي

  براي ترانسفورماسيون بكار رفت.  VP19 و VP28 هايپلاسميدهاي حلقوي حاوي ژن
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 pMal-c2X و پلاسميدVP28تركيبات واكنش اتصال ژن  - 7-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  VP28(  5/1( خالص CRمحصول 

  11  پلاسميد خالص       

  واحد) T4 ligase             1  )5آنزيم 

  Ligase 5/1بافر 

  15  حجم نهايي

  20  روغن معدني

  

 pMal-c2X و پلاسميد VP19تركيبات واكنش اتصال ژن  - 8-2جدول 

  مقدار(ميكروليتر)  اجزاء

  VP19(  5/1( خالص PCRمحصول 

  11  پلاسميد خالص       

  واحد) T4 ligase             1  )5آنزيم 

  Ligase 5/1بافر 

  15  حجم نهايي

  20  روغن معدني

  

  ترانسفورماسيون -3-7-2

ميكروليتـر از محصـول    10طبق روشي كه قبلاً شرح داده شده انجـام گرفـت. بـراي ايـن منظـور      ترانسفورماسيون 

  .واكنش اتصال استفاده گرديد

  

  هاي حاصل از ترانسفورماسيونغربالگري كلوني -4-7-2

 VP28 هايژنهر كدام از  هاي ترانسفورم شده با پلاسميد حاويعدد از كلوني 10 ،پس از انجام ترانسفورماسيون

در دو پليـت  سيلين رشد كرده بودند، انتخـاب شـده و بـه صـورت خطـي      كه بر روي محيط حاوي آمپي VP19و 

هـا، از دو  در ايـن كلـوني   VP19و  VP28 هايكشت داده شدند. براي بررسي حضور پلاسميد حاوي ژنجداگانه 

  و بررسي بيان پروتئين استفاده گرديد. PCRروش غربالگري شامل 
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  PCR با روش كلون هاغربالگري  -
قسمتي براي مدت يك شب كشـت شـدند.    4جامد حاوي آنتي بيوتيك به روش  LBها در محيط در ابتدا كلوني

ليتري ريخته شد ميلي 5/1ميكروليتر آب مقطر درون يك ميكروتيوب  24روز بعد يك كلوني كوچك به همراه 

 10000گرفت. پس از آن ميكروتيوب بـا سـرعت    گراد قراردرجه سانتي 100دقيقه در آب جوش  10و به مدت 

ميكروليتر از مايع رويي به عنـوان الگـو بـراي انجـام      1دقيقه سانتريفوژ گرديد.در نهايت  1دور در دقيقه به مدت 

PCR هايو تكثير ژن VP28  وVP19  ميكروليتر به كار رفت. 50در حجم 

  
 VP19و  VP28  يهامواد و مقادير استفاده  براي تكثير ژن -9-2جدول 

DNA 1 µl 

10(  X) PCR 5 بافر µ 

(50 mM)5/1 كلريد منيزيوم µl 

dNTP mixes (10 mM) 1 µl 

(20 pmoL/µl) F پرايمر   1 µl 

20(  pmoL/µ) R پرايمر   1 µl 

Taq DNA Polymerase   5/0آنزيم   µl ( 5/2  U) 

(ddH2O) 39 آب دو بار تقطير µl 

 µl  50 حجم نهايي

  

ــا  ــه دم ــام  برنام ــراي انج ــر ژن     PCRيي ب ــراي تكثي ــتفاده ب ــورد اس ــه م ــا برنام ــابه ب ــايمش ــود  VP19و  VP28 ه   ب

  ).2-2(جدول 

  

   VP19و  VP28 هايبررسي بيان پروتئين -8-2

  IPTG القاء بيان پروتئين با -1-8-2
به منظور   VP19و  VP28 هايو تأييد وجود پلاسميدهاي حاوي ژن TG1هاي باكتريايي پس از غربالگري كلون

ها به انتخاب شد. بدين منظور از اين كلوني از هر ژن كلوني VP19 ،3و  VP28نوتركيب  هايبررسي بيان پروتئين

مايع حاوي آمپي سيلين كشت داده شد. روز بعد، كشت شبانه باكتري به نسبت  LBصورت شبانه در محيط 

درجه  37درصد) بود اضافه گرديد و در دماي  2/0سيلين و گلوكز (مايع كه حاوي آمپيLB به محيط  100/1

مورد  ODرسيد. بعد از رسيدن  5/0كدورت آن به حدود  600ODگراد با چرخش متوسط انكوبه شد تا در سانتي

دور  10000ليتري منتقل شد و با سرعت ميلي 5/1ليتر از محيط به ميكروتيوب ميلي IPTG 1نظر، قبل از افزودن 

 - 20دقيقه سانتريفيوژ شده و مايع رويي به دقت تخليه گرديد و پليت حاصل در دماي  2در دقيقه براي مدت 
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، به VP19و  VP28 هايليتر باقيمانده از كشت باكتريايي حاوي ژنميلي 2براي القاء بيان پروتئين به  نگهداري شد.

  يط كشت اضافه شد.ليتر از محبه ازاي هر ميلي IPTGمولار  1/0ميكروليتر از محلول ذخيره  3ميزان 

گراد ادامه يافت. درجه سانتي 37ساعت در دماي 2، تا  VP19وVP28 براي بيان IPTGكشت باكتري در حضور 

 5/1ليتر و به ميكروتيوب ديگري ميلي 5/0نمونه تهيه شد به يك ميكروتيوب  2پس از اتمام مدت انكوباسيون 

 يباكتر كده سانتريفيوژ گرديد. همزمان به عنوان شاهد منفي يليتر باقيمانده منتقل و با سرعت مشابه ذكر شميلي

اعمال  ،IPTGدر حضور  آن يبر رو نيپروتئ انيب القاءكه بدون ژن مورد مطالعه  pMAL-c2X ديپلاسم يحاو

  مورد بررسي قرار گرفتند. SDS-PAGE ها در آزمايش . اين نمونهاستفاده شد نيز بود دهيگرد

  

2-8- 2- SDS-PAGE  
  ماده سازي قالب آ -

گردد كه پس از شست و شوي كامل و اي تشكيل مي، از دو صفحه شيشه)PAGE( قالب مورد استفاده جهت پيج

شدند. به اين ترتيب بين دو ها فضاسازها قرار داده ميچربي زدايي با اتانل، بر روي هم قرار گرفته و در حاشيه آن

قبل از تهيه ژل و ريخـتن   شد.ميين فضا ژل پلي اكريل آميد ريخته كه در ا آمدمياي، فضايي بوجود صفحه شيشه

هايي ثابت شده و جهت بستن پايين قالب و جلوگيري از نشـت ژل  آن در قالب، ابتدا دو طرف قالب توسط گيره

گرديد و با استفاده از پيپـت پاسـتور، ژل آگـار ذوب شـده بـه آهسـتگي در       درصد تهيه مي 1گار به خارج، ژل آ

  ).1992و همكاران،  Ausubel( متر باشدميلي 5كه طول آن در حدود به طوري شدميلب ريخته قا

  

  تهيه ژل پلي اكريل آميد  -

درصد جهت تفكيك باندهاي پروتئيني استفاده شد. جهت تهيـه ايـن ژل، مقـادير مـورد      10در اين بررسي از ژل 

از ارتفـاع قالـب بـه ژل جـدا كننـده       3/2ند. مقـدار  بـا يكـديگر مخلـوط شـد     1-3نياز از مواد لازم، طبق جـدول  

اختصاص داده شده و يك سوم باقي مانده از قالب جهت ريختن ژل متراكم كننده مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت.     

پس از ريختن ژل جدا كننده در داخل قالب، جهت جلوگيري از رسيدن اكسيژن به سطح ژل، با استفاده از سمپلر 

ب مقطر به آهستگي بر روي سطح ژل ريخته شده و قالب ژل به صورت عمودي و بي حركت ليتر آميلي 1مقدار 

دقيقه در دماي آزمايشگاه قرار داده شد تا آكريل آميد پليمريزه گردد. سـپس بـا برگردانـدن قالـب،      30به مدت 

درصد گرديد  4 آب افزوده شده تخليه و داخل قالب كاملا خشك گرديد. سپس اقدام به تهيه ژل متراكم كننده

). بدين منظور پس از قرار دادن شانه در بين دو شيشه، ژل متراكم كننده به سـرعت در قالـب ريختـه    2-3(جدول 

  شد و قالب به صورت عمودي و بي حركت در آزمايشگاه قرار داده شد تا ژل پلي آكريل آميد پليمريزه گردد.

يل آميد هستند كه بوسيله بيس آكريل آميد به هـم متصـل   هاي پليمريزه شده از آكرژل پلي آكريل آميد زنجيره

هاي آزاد از آمونيـوم پرسـولفات، پليمريـزه شـدن آكريـل آميـد و بـيس        شوند. تمد با كاتاليز تشكيل راديكالمي
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كنـد. آمونيـوم پرسـولفات نيـز بـا اكسـيژن موجـود در مخلـوط تركيـب شـده و اثـر            آكريل آميـد را تسـريع مـي   

  ).1992و همكاران،  Ausubel( كندبر پليمريزه شدن را خنثي ميبازدارندگي اكسيژن 

  

  آماده سازي نمونه ها و ماركر وزن مولكولي  -

 100بــا  IPTGميلــي ليتــري بعــد از افــزودن  5/0 ميكروليتــر و نمونــه 50بــا  IPTGنمونــه بــاكتري قبــل از افــزودن 

دقيقه در بن ماري جوش قـرار گرفتنـد.    5ها به مدت مخلوط شدند. نمونه )Sample buffer( ميكروليتراز بافر نمونه

دور دقيقه به مدت كوتاهي سانتريفيوژ شدند.ماركر وزني مولكولي مورد استفاده در  13000پس از آن با سرعت 

  ). 2-2كيلودالتون تشكيل شده بود (شكل  116كيلو دالتون تا  4/14باند پروتئيني درمحدوده  7اين مطالعه، از 

  

  
 

  هاهاي موجود در ماركر وزني مولكولي به همراه الگوي الكتروفورتيك آنوزن مولكولي پروتئين -2-2شكل

  

  هاآماده سازي تانك الكتروفورز و بارگذاري نمونه -

 از نوع عمودي بود كه داراي دو مخـزن جهـت ريخـتن بـافر حركـت دهنـده       SDS-PAGEتانك مورد استفاده در 

)Running buffer(  فضاسازي كه در حاشيه پائيني ژل قرار داده شده بود و همچنين شـانه از قالـب جـدا    است. ابتدا

ها به طور موقت بازشده، قالب حاوي ژل به تانك الكتروفورز اتصـال داده شـد و از دو طـرف    شدند. سپس گيره

هـا بـا   ز نمونـه ميكروليتـر ا  25ها، ها در داخل چاهكتوسط گيره به دستگاه محكم گرديد. براي بارگذاري نمونه

ها تخليه گرديد. در داخل مخزن بالا و پايين، بافر حركـت دهنـده   استفاده از سمپلر به آهستگي در داخل چاهك

قطب منفي و الكترود پائيني به قطب مثبت منبع برق مستقيم وصل شـده   ريخته شد. سپس الكترود بالايي تانك به

  .ولت تنظيم گرديد 100و ميزان شدت جريان بر روي 
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ساعت انجام شد. با ردگيري مسير حركت رنـگ بروموفنـل    4تا  3با اين شدت جريان، الكتروفورز در زماني بين 

بلو در ژل، نحوه الكتروفورز و سرعت آن بررسي شد. زماني كه رنگ برومو فنل بلو به پائين ترين سطح خود در 

شد و با اهرم كردن فضاسازها بين دو صـفحه   ژل رسيد، عمل الكتروفورز خاتمه داده شد. قالب ژل از تانك جدا

اي و فشار مختصر، دو صفحه از يكديگر جدا شدند. به آهستگي ژل الكتروفورز شده از سـطح شيشـه جـدا    شيشه

  ).1992و همكاران،  Ausubel( شد و براي رنگ آميزي با رنگ آبي كوماسي به كار رفت

  

  كوماسي رنگ آميزي پروتئين هاي الكتروفورز شده با آبي -

ها خارج و در محلول رنـگ  در اين رنگ آميزي پس از اتمام الكتروفورز، ژل جدا كننده به آرامي از ميان شيشه

ساعت رنگ آميزي، محلول رنگ تخليه شد و به  1آبّي كوماسي قرار داده و با سرعت متوسط شيك شد. پس از 

يافت كه زمينه ژل روشن شده و باندهاي پروتئيني جاي آن محلول رنگبر اضافه شد. رنگبري ژل تا هنگامي ادامه 

  ).1992و همكاران،  Ausubel( به وضوح مشاهده شدند

  

  تعيين توالي ژن كلون شده  -9-2

حاوي ژن  PCRكه در آزمايش  از هر ژن هاي حاصل از ترانسفورماسيون، سه كلونيپس از غربالگري كلوني

ها انتخاب شده و پلاسميد آن ولكولي مورد انتظار را بيان نموده بودند،بوده و در بررسي بيان نيز پروتئين با وزن م

به شركت  VP19و  VP28هاي با كيت، استخراج شد. سپس پلاسميدها خالص شده و جهت تعيين توالي ژن

) از دو جهت MalEو  M13F-20تكاپوزيست ارسال شدند تا با استفاده از پرايمرهاي ويژه پلاسميد (پرايمرهاي 

  ين توالي گردند.تعي

  

 VP19و  VP28هايبيان كننده پروتئينهيه غذاي حاوي باكتري ت  -10-2

  تعيين تراكم باكتري  -1-10-2

 3تهيه و از هر رقت در  10/1هاي متوالي به نسبت رقت 1600OD=پس از تأييد بيان پروتئين از كشت باكتري با 

كشت داده شد و تعداد باكتري در اي ليتر به روش سفرهميكرو 100جامد حاوي آمپي سيلين به ميزان  LBپليت 

  بدست آمد. 1600OD=ليتر از كشت مايع با هر ميلي

  

  غيرفعال كردن باكتري -2-10-2

 %37ليتر فرمالين ميلي 5/0ميزان  1600OD=ليتر محيط كشت حاوي باكتري با ميلي 100به اين منظور به ازاي هر 

 16دماي آزمايشگاه نگهداري و سپس به يخچال منتقل گرديد.پس از گذشت دقيقه در  15اضافه شده به مدت 
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مايع كشت  LBدر لوله هاي حاوي محيط  100/1ها به نسبت ساعت براي بررسي غيرفعال شدن باكتري از نمونه

  شبانه تهيه شد. 

  

  مخلوط نمودن پليت غذا با باكتري غير فعال -3-10-2

بار به وسيله  3هاي غيرفعال مينان از عدم رشد باكتري سوسپانسيون باكتريپس از غير فعال نمودن باكتري و اط

PBS  هر شستشو گرديد و در پايان دوباره به حجم اوليه رسانده شد. براي توليد غذاي حاوي پروتئين مورد نظر

پس از  باكتري غيرفعال شده پوشانده شد. به اين صورت كه 810گرم از پليت هاي تجاري (شركت هووراش) با 

ها دقيقه بر روي يخ نگهداري شد تا باكتري 15مخلوط نمودن سوسپاسيون باكتري و پليت هاي غذا به مدت 

ها در پايان با اسپري كردن روغن مايع جذب پليت شوند سپس به منظور جلوگيري از هم پاشيدگي پليت

  هاي حاوي باكتري بيان كننده پروتئين مورد نظر تهيه گرديد.پليت

  

  ايجاد ايمني در پست لاروهاي ميگو -11-2

از  5نگهداري شده در پژوهشكده كه در مرحله  )PL30( 30مرحله  ميگوي سفيد غربي 420در اين مرحله تعداد 

ه بود در يكي از مراكز تكثير واقع در چوئبده آبادان (مركز تكثير توليد ميگوي اهواز) خريداري گرديد

. قبل از انجام تيماربندي پست لاروها از نظر آلودگي به ويروس لكه سفيد ندآزمايشات مورد استفاده قرار گرفت

پست  ند.شد ميگروه تقس 6به  (ژن ريچ، تايوان) بررسي شدند سپس  Iq2000توسط كيت تشخيص ويروس 

رار با هوادهي مناسب ق قسمت در هزار 25درياي فيلتر و استريل با شوري  آب تريقطعه در هرل 20لاروها با تراكم 

 مورد تغذيه قرار گرفتند: 10-2طبق جدولروز  7و روزانه و به مدت ند گرفت

  
  تيمارها و نوع غذاي مورد استفاده در هر تيمار -10-2جدول 

  نوع پليت  تعداد  تيمار  رديف

1  VP28 180  نوتركيب  ديپلاسمباكتري داراي  يحاو پليتVP28 

2  VP19 180  ركيبنوت ديپلاسمباكتري داراي  يحاو پليت VP19 

3  VP28+VP19 180  نوتركيب ديپلاسمباكتري داراي  يحاو پليتVP28 +VP19 

4  pMal 180  غير نونوتركيب ديپلاسمباكتري داراي  يحاو پليت)pMal-c2X(  

5  TG1 180  ) پليت حاوي باكتري بدون پلاسميدTG1(  

 PBSپليت مخلوط شده با   60  كنترل مثبت  6

 PBSشده با  پليت مخلوط  60  كنترل منفي  7
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  آزمايش چالش -12-2

  تعيين تيتر ويروس لكه سفيد -1-12-2

همولنف لابستر آلوده به ويروس  از تلفات، %75براي تعيين ميزان ويروس مورد نياز يك چالش مطلوب با تقريباً 

  در  )PL30( 30تهيه شد. پست لاروهاي مرحله  1:10هاي مختلف ) رقتml50LD 5.410/لكه سفيد (

ند. پس فتور قرار گرساعت به صورت غوطه 7ويروس به مدت تهيه شده از همولنف آلوده به  هاي متفاوت رقت

 ريند و در آكواريوم غداز اين مدت زمان ميگوها از آب حاوي ويروس لكه سفيد خارج شده و با آب شستشو ش

ده و ميگوهاي تلف شده به روش ند. دو بار در طول شبانه روز تلفات ثبت گرديدنگهداري ش ياآلوده جداگانه

ويروس كه سبب تلفات همولنف آلوده به رقتي از  نيترنييند. در آخر پافتپاتولوژي مورد آزمايش قرار گر

  بود به عنوان ميزان لازم در آزمايشات چالش مورد استفاده قرار گرفت.درصدي شده  75حداقل 

  

  تيمار بندي آزمايش چالش -2-12-2

در  6تا  1 يتيماربندي شده، در تيمارها 11-2پس از تغديه، پست لاروها  طبق جدول  هفتمدر پايان روز 

 هاپليتبا هيروز پس از اتمام تغذ 21 ،هاماريدوم ت شيو در آزما هاپليتبا  هيروز پس از اتمام تغذ 2 اول شيآزما

ند. دمواجه نش روسيوها با وپست لار 7 ماري، در تتندساعت مورد چالش قرار گرف 7به مدت  لكه سفيد با ويروس

پس از روز  14و تا ساعت  120و 96، 72، 60، 54، 48، 42، 36، 30، 24،12علايم باليني و تلفات در زمان هاي 

 د.يچالش بررسي و ثبت گرد

  
  تيماربندي پست لاروهاي مورد آزمايش -11- 2جدول

  آزمايش دوم  آزمايش اول  تيمار  رديف

1  VP28 30)تكرار) 3پست لارو(30  تكرار) 3پست لارو  

2  VP19 30)تكرار) 3پست لارو(30  تكرار) 3پست لارو  

3  VP28+VP19 30)تكرار) 3پست لارو(30  تكرار) 3پست لارو  

4  Pmal 30)تكرار) 3پست لارو(30  تكرار) 3پست لارو  

5  TG1 30)تكرار) 3پست لارو(30  تكرار) 3پست لارو  

  تكرار) 3لارو(پست 30  تكرار) 3پست لارو(30  كنترل مثبت  6

  پست لارو 30  پست لارو 30  كنترل منفي  7

  

تجاري  ميگوها براساس منابع موجود و براساس توده زنده با پليت هاي حاوي باكتريپليتپس از اتمام تغذيه با 

(سايزهاي مختلف پليت، شركت هووراش، بوشهر) با برنامه غذايي منظم تغذيه شدند. پس از هر بار چالش 

  روز پس از آزمايش نگهداري شده و تلفات در اين مدت ثبت گرديد. 14مورد آزمايش تا ميگوهاي 
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تلفات ميگوها پس از ثبت به منظور تأييد آلودگي به ويروس لكه سفيد در محلول تثبيت كننده ديويدسون 

ي علائم باليني همچنين از برخي ميگوها كه دارا ها اسلايد تهيه گرديدنگهداري شده و در زمان مناسب از بافت

  .مثل بروز لكه سفيد بودن نيز گسترش مرطوب از كاراپاس تهيه شد

  

 روش آسيب شناسي -13-2

  ثابت كردن  -1-13-2

برابر از حجم  10ميگوهاي تلف شده با مقدار كافي محلول ثابت كننده ديويدسون (به طور تقريبي حداقل حدود 

ها به ساعت، نمونه 48اگانه نگهداري شد. پس از مدت زمان محلول ثابت كننده براي هر نمونه) در ظروف جد

  ).Lightner ،1996د (منتقل گردي %50الكل اتيليك 

  

  آماده سازي بافت و قالب گيري-2-13-2

خارج شده، بر روي سطح برش قرار گرفتند. با استفاده از اسكالپل  %50ميگوهاي نگهداري شده از الكل اتيليك 

، Lightnerمتر ضخامت تهيه شد (ميلي 8ميگوها اعمال شد و قطعات بافتي با ابعاد كمتر از هاي لازم بر روي برش

1996.(   

  هاي زير قرار گرفته وآماده سازي شدند:سپس قطعات بافتي ميگوها به ترتيب در محلول

 ساعت 1هركدام       ظرف جداگانه  2در  %70الكل اتيليك  -1

 ساعت 1ركدام ه      ظرف جداگانه  2در  %80الكل اتيليك  -2

 ساعت 1هركدام       ظرف جداگانه  2در  %95الكل اتيليك  -3

 ساعت 1هركدام       ظرف جداگانه  2در  %100الكل اتيليك  -4

 ساعت 1هركدام         ظرف جداگانه  2گزيلول در  -5

 ساعت 1هركدام         ظرف جداگانه 2پارافين  در  -6

كف قالب قرار گرفته و قالب با پارافين درپايان مرحله آماده سازي بافت هاي مورد نظر از سطح برش در 

شد و تا زمان مقطع گيري در يخچال گيري پر شده، مشخصات هر قالب بر روي آن نوشته مخصوص قالب

  ).Lightner ،1996شد (نگهداري مي

  

  مقطع گيري  -3-13-2

ميكرون  6تا  5خامت ها از سطح برش مورد نظر با ضتوسط يك دستگاه ميكروتوم دوار (شاندون، آمريكا) قالب

قرار گرفته، پس از باز شدن، برش به حمام آب  %50ها ابتدا در يك ظرف حاوي الكل برش داده شد. برش

  منتقل شده سپس بر روي لام قرار گرفت. 
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  رنگ آميزي  -4-13-2

 50ون با دماي دقيقه در آ 30هاي تهيه شده به مدت هاي پارافيني به منظور جداسازي پارافين از برشابتدا برش

گراد قرار داده شد. پس از آب شدن پارافين، مقاطع آبگيري شده و به روش رنگ آميزي درجه سانتي

  هماتوكسيلين و فلوكسين/ ائوزين به شرح زير رنگ آميزي شدند:

 دقيقه 5          گزيلول -1

 دقيقه 5          گزيلول -2

 وريمرتبه غوطه 10      %100الكل اتيليك  -3

 وريمرتبه غوطه 10      %100الكل اتيليك  -4

 وريمرتبه غوطه 10        %95الكل اتيليك  -5

 وريمرتبه غوطه 10        %95الكل اتيليك  -6

 وريمرتبه غوطه 10        %80الكل اتيليك  -7

 وريمرتبه غوطه 10        %80الكل اتيليك  -8

 وريمرتبه غوطه 10        %50الكل اتيليك  -9

 بار شستشو 6        آب مقطر -10

 دقيقه 10        هماتوكسيلين -11

 دقيقه 6      له كشي)آب شير(لو -12

 دقيقه 2        فلوكسين/ائوزين -13

 وريمرتبه غوطه 10        %95الكل اتيليك  -14

 وريمرتبه غوطه 10        %95الكل اتيليك  -15

 وريمرتبه غوطه 10      %100الكل اتيليك  -16

 وريمرتبه غوطه 10      %100الكل اتيليك  -17

 وريمرتبه غوطه 10          گزيلول -18

  وريمرتبه غوطه 10          گزيلول -19

  وريمرتبه غوطه 10          گزيلول -20

  وريمرتبه غوطه 10          گزيلول -21

هاي اضافه از روي لام پاك شده و توسط چسب انتلان يك لامل بر پس از طي شدن مراحل رنگ آميزي رنگ

  ).Lightner ،1996روي بافت رنگ شده چسبانده شد (
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  آناليز آماري -14-2

ها توسط بطه زير محاسبه شده و توصيف آماري دادهميزان بازماندگي نسبي از را در پايان آزمايش چالش

با استفاده از  هاي مختلف مورد آزمايشصورت گرفت. همچنين مقايسه تفاوت بين گروه 2010افزار اكسل نرم

  صورت پذيرفت. Minitab 16نرم افزار 

  }1-(تلفات گروه شاهد/ تلفات گروه هاي واكسيناسيون)× 100{
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  نتايج-3

  لكه سفيد در بافت ميگوي سفيد غربي  تشخيص ويروس –1-3

اي كه بر اساس پس از انجام نمونه برداري از مزارع پرورش ميگوي چوئبده آبادان (استان خوزستان) نمونه

-IRI ) بود به عنوان جدايه ايراني ويروس لكه سفيد با نامSevere( داراي حدت بالا Iq2000دستورالعمل كيت 

KHZ/904 1-3زمايشات بعدي مورد استفاده قرار گرفت (شكل به عنوان الگو در آ.( 

 
 
 

  
  Iq2000كيت تشخيص مولكولي  PCRالكتروفورز محصول  -1-3شكل 

M)ماركر :bp 333 ،bp 630 ،bp 848 ،(N ،نمونه ميگوي 54: نمونه مثبت خيلي خفيف، 52: نمونه كنترل منفي :

  : كنترل مثبتP: نمونه مثبت خيلي شديد،56منفي، 

  

  يمرپرا ياز بانك ژن و طراح ويروس لكه سفيد VP19و  VP28 ژن پروتئين توالي استخراج -2-3

 Jeroenبر اساس پرايمرهاي طراحي شده توسط  VP19و  VP28پرايمرهاي اختصاصي ژن كد كننده پروتئين 

Witteveldt  ژن و نقشه وكتور يبا توجه به توال ، انتخاب گرديدند.2006در سالpMal-c2X  ،اين  5'تهايدر ان

و  PCRنيز قرارداده شد تا امكان كلونينگ محصول  Hind ІІІو  Sal Іهاي محدودگر پرايمرها مكان برش آنزيم

  .نشان داده شده است 1-3در جدول  يمرهاتوالي نوكلئوتيدي اين پرافراهم گردد.  VP28بيان پروتئين 
 

   PCR مورد استفاده در يمرهايپرا يدينوكلئوت يتوال -1-3 جدول

GCCGTCGACCACAACACTGTGACCA  
           (Sal I) 

VP28  F 5' 

GCGAAGCTTACTCGGTCTCAGTGCCAGA  
         (Hind III) 

VP28  R 5' 

GCCGTCGACATGGCCACCACGACTAA 
              (Sal I) 

VP19  F 5' 

GCGAAGCTTACTGCCTCCTCTTGGGGTA 
         (Hind III) 

VP19  R 5' 

  

           M                  N                  52                   54                    56                     P 
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 VP19و  VP28ه سازندهاي ژن يرتكث يبرا PCR نتايج –3-3

 VP28براي  جفت باز 528با استفاده از پرايمرهاي توصيف شده منجر به ساخت محصولي به اندازه  PCR آزمايش

 Safe Stain حاوي رنگ %5/1در ژل آگاروز تكثير يافته  هايمحصول ژن د.ش VP19جفت باز براي  366و 

جفت بازي(شركت فرمنتاس، ليتواني) الكتروفورز شد و  100 نار يك نردبان ژني(شركت سيناژن ايران)، در ك

 . )2-3شكل ت (كه با نتايج قابل انتظار همخواني داش بوسيله نور ماوراء بنفش مشاهده گرديد

 
 

  IRI-KHZ/904ويروس لكه سفيد جدايه  VP19و  VP28 هاي ژن PCRالكتروفورز محصول  -2- 3 شكل

  جفت بازي 100: ماركر VP19 3ژن  PCR: محصول VP282 ژن  PCR محصول: 1

  

   وكتور يسازو خالص يرتكث -4-3

 يكل يشيااشر يبه باكتر يونترانسفورماس يق، وكتور ابتدا از طرpMal-c2Xيد پلاسم يسازو خالص يرمنظور تكث به

  Miniprep ده، ابتدا به روشبدست آم هاييحضور وكتور در كلون أييدت يمنتقل شد. سپس برا TG1 يهسو

صورت  يتبا استفاده از ك لاسميدحضور وكتور، استخراج پ أييدصورت گرفت و پس از ت يداستخراج پلاسم

  .ژل آگارز برده شد ياستخراج شده بر رو يداز پلاسم يكروليترم 3گرفت و 

  

   ژن و وكتور آنزيمي هضم  -5-3

توسط  و وكتور هاژن يت،توسط ك pMal-c2X  يداج پلاسمو استخر VP28،VP19  هايژن يسازاز خالص پس

از  يعمل هضم، مقدار ييدأت يبه صورت جداگانه هضم شدند. برا Sal Iو Hind III آنزيم هاي محدود كننده 

 يسازخالص يتو وكتور توسط ك هاعمل هضم، ژن أييدژل آگارز برده شد. پس از ت يوكتور هضم شده بر رو

 ).3-3(شكل  شدند

  

ويروس لكه سفيد   VP28ژن 

 bpويروس لكه سفيد VP19ژن 

bp300  
bp500  

3           2            



 �٣٥ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

  

  
  هضم نشده  يدهضم و خالص شده و پلاسم pMal-c2X يدپلاسم -3- 3شكل 

 VP19ژن  PCRمحصول : 3، ستون VP28ژن  PCR: محصول 2جفت بازي، ستون  100: نردبان ژني 1ستون 

  : پلاسميد خالص هضم نشده.  5 پلاسميد خالص هضم شده، ستون: 4ستون 

 

  صحت آن أييدو ت به داخل وكتور VP19و  VP28 هايورود ژن -6-3

 توسط عمل اتصال وارد وكتور  VP19وVP28  هايتكثير يافته، ژن PCR وكتور و محصول يمياز هضم آنز پس

pMal-c2Xيشده بر رو يجادا هاييكلون يون،و پس از ترانسفورماس ندشد LB از لحاظ دارا  دار،سيلينيجامد آمپ

  .)4-3شكل د (ر گرفتنقرا يمورد بررس PCRبه وسيله  ژن يبودن وكتور حاو

  

  
 الكتروفورز محصول پي سي آر بر روي پلاسميد هاي نوتركيب موجود  -4- 3شكل 

  TG1در كلوني هاي باكتري 

: 8-12هاي ، ستونVP28ژن  PCR: محصول VP28 ،7: كنترل ژنVP28 ،6هاي ژن : كلون1-5هاي ستون

  VP19ژن  PCR: محصول VP19 ،14: كنترل منفي ژن VP19 ،13هاي ژن كلون

  

 VP19و  VP28 سازندههاي ينپروتئ يانب يبررس-7-3

 هايياز كلون ي، تعداد pMal-c2Xيددر پلاسم VP19و VP28  سازنده هايموفق ژن ينگاز كلون يناناز اطم پس

بصورت شبانه كشت داده  دارسيلينيآمپ يعما LB يحاو يشآزما يهالوله يكدر  يبنوترك يدپلاسم يحاو

         5                4               3                2               1   

14   13   12    11   10      9      8      7     6     5     4      3      2     1 
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 3وارد شدند و پس از گذشت  يدكشت جد يكدرصد در  1شبانه به نسبت  يهابعد اين كشت شدند. روز

 يونساعت انكوباس 2اضافه شد. پس از  مولاريليم 3/0به نسبت   IPTGبه آنها )600OD 0.5 =( به يدنرس وساعت 

 يبررس ينا يجشد. نتا يسبرر SDS-PAGE با استفاده از هايباكتر ينشده در ا يانب ينوجود پروتئ IPTG در حضور

نشان داده شده است.   5-3شكل داده شد در  تشخيصكه مثبت  يشمورد آزما هايياز كلون دو عدد يبر رو

 مجاور شده با يمورد استفاده، باكتر ينيهمانگونه كه در شكل مشخص شده است، با توجه به استاندارد پروتئ

IPTG از افزودن يشبا زمان پ يسهدر مقا  IPTG يانيب ينپروتئ يقابل انتظار برا يلكولوبا وزن م اراي پروتئينيد 

 42 و  VP28يبراكيلودالتون  36/19 با احتساب وزن VP28توسط باكتري بيان كننده  يانيب ين. پروتئباشدمي

 36/61حدود يوزن يدارا يدبا سازديم يدكه پلاسم) MBP( ين متصل شونده به مالتوزپروتئ يبرا كيلودالتون

كيلودالتون  42/13 با احتساب وزن VP19ياني توسط باكتري بيان كننده ب ينپروتئو همچنين  باشد ودالتونكيل

   .باشد كيلودالتون 42/55 حدود يوزن يدارا يدبا  MBPيبرا كيلودالتون 42 و  VP19يبرا

  

  
 

 
  TG1ييهسو اكلييشياشر يدر باكتر VP19و VP28  ينپروتئ يانالقاي ب    SDS - PAGE -5-3شكل

: باكتري 3: باكتري حاوي پلاسميد غيرنوتركيب قبل از بيان، ستون 2: باكتري فاقد پلاسميد، ستون1ستون

بعد از بيان،  )VP28( لون مثبت حاوي پلاسميد نوتركيبك: 4حاوي پلاسميد غير نوتركيب بعد از بيان، ستون 

  ماركر پروتئين: 6، ستون  از بيان) بعد VP19كلون مثبت حاوي پلاسميد نوتركيب(  :5ستون 

  

  وارد شده به پلاسميد هايتعيين توالي ژن -8-3

حاوي ژن بوده و در بررسي بيان نيز پروتئين با وزن مولكـولي مـورد انتظـار را     PCRكلوني كه در آزمايش  شش 

عيين توالي گرديد كه ها پس از خالص سازي تانتخاب شده و پلاسميد آن ،كلوني) 3از هر ژن د (بيان نموده بودن

6         5          4         3          2         1 

116  

2/66  

  

45  
  

35  
  

25  
  

4/18  

4/14  

 كيلودالتون 36/61

 كيلودالتون 50
 كيلودالتون 42/55
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 8-3، 7-3 ،6-3شـكل  د (در بررسي تعيين توالي پلاسميد حاوي ژن هيچ گونه جهش و حذفي صورت نگرفته بو

-IRIيك جدايه ايراني ويروس لكه سـفيد ( VP19 و  VP28 هايبدست آمده با عنوان توالي ژن هاي. توالي)9-3و 

KHZ/904و با شماره دسترسي (هاي AB855742  و AB974691در بانك ژن ثبت گردي) 11-3و  10-3شكل د(.  

  

  
 

  و اتصال به پلاسميد  Sal I، محل برش آنزيم  VP28كروماتوگرام ابتداي ژن  -6- 3شكل 

  

  

  

  
   

  و اتصال به پلاسميد  Hind III، محل برش آنزيم  VP28كروماتوگرام انتهاي توالي ژن  -7- 3شكل 
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  و اتصال به پلاسميد  Sal I، محل برش آنزيم  VP19ژن  كروماتوگرام ابتداي -8- 3شكل 

  

  

  
   

   و اتصال به پلاسميد  Hind III، محل برش آنزيم  VP19كروماتوگرام انتهاي توالي ژن  -9- 3شكل 
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 ويروس لكه سفيد جدايه ايراني ثبت شده  VP19توالي نوكلئوتيدي ژن سازنده پروتئين -10- 3شكل 

  AB974691 دسترسيدر بانك ژن با شماره 

  



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٤٠

  
 

 ويروس لكه سفيد جدايه ايراني ثبت شده  VP28توالي نوكلئوتيدي ژن سازنده پروتئين -11- 3شكل 

  AB855742 در بانك ژن با شماره دسترسي
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  تعيين تيتر ويروس مورد نياز براي چالش-9-3

مولنف لابستر آلوده به ويروس ه ازتلفات، %75براي تعيين ميزان ويروس مورد نياز يك چالش مطلوب با تقريباً 

تهيه  در رقت هاي متفاوت )PL30( 30تهيه شد. پست لاروهاي  10/1هاي مختلف ) رقتml50LD 5.410/لكه سفيد (

 14پست لاروها به مدت  ند.فتور قرار گرساعت به صورت غوطه 7ويروس به مدت  شده از همولنف آلوده به 

(همولنف رقيق نشده) با  1/1س از اين مدت مشخص گرديد كه رقت روز نگهداري شده و تلفات ثبت گرديد. پ

 ).1-3درصدي بايستي در آزمايش چالش مورد استفاده قرار گيرد (نمودار  75تلفات 

  

  
  هاي متفاوت ويروس مقايسه تلفات تجمعي رقت -1-3نمودار 

  

 يغرب يدسف يگوهايم يساز يمنا يبررس -10-3

ليتر آب از دوز مناسب  1ليتر در ميلي 1گوها با پليت هاي نوتركيب ميگوها با ميزان تغذيه مي روز پس از اتمامدو 

ا از روز دوم ميگوههاي تميز منتقل شدند. تلفات ساعت غوطه ور شده سپس به آكواريوم 7ويروس براي مدت 

 14فت. ميگوها تا روز در تكرارهاي مختلف ادامه يا 6تا  4پس از مواجهه در گروه هاي مختلف آغاز و به مدت 

پس از مواجهه مشخص گرديد كه  14روز پس از مواجهه نگهداري شده و تلفات ثبت گرديد. در پايان روز 

بالاترين درصد مربوط به  و %30±84/3برابر  VP28هاي مختلف مربوط به گروه  درصد تلفات در گروهكمترين 

  به ترتيب متعلق به  بازماندگي نسبي ين ميزانبود همچنين بالاترين و كمتر %22/72±93/2برابر  TG1گروه 

  ).3-3و  2-3نمودار د (بو )94/2 ± 41/4%( TG1) و VP28  )09/5 ± 29/60%گروه هاي 
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  هاي مورد آزمايش در مواجهه اولمقايسه درصد تلفات تجمعي گروه -2-3نمودار 

  

  
 ر مواجهه اولهاي مورد آزمايش دمقايسه درصد بازماندگي نسبي گروه -3-3نمودار 

  

با ساير گروه ها و همچنين گروه  VP28در مقايسه درصد تلفات گروه هاي مختلف مشخص گرديد كه بين گروه 

VP28+19  با ساير گروه ها اختلاف معني داري وجود دارد در حالي كه بين گروه هايVP19 ،TG1  وpMal 

  .)12-3شكل) (P<0.05اختلاف معني داري وجود نداشت (
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  مقايسه درصد تلفات بين گروه هاي مختلف -12 - 3شكل 

  

با ساير گروه ها و همچنين گروه  VP28در مقايسه ميزان بازماندگي نسبي گروه هاي مختلف نيز بين گروه 

VP28+19  با ساير گروه ها اختلاف معني داري وجود داشت در حالي كه بين گروه هايVP19 ،TG1  وpMal 

  .)13-3) (شكل P<0.05شت (اختلاف معني داري وجود ندا

  
 

  مقايسه ميزان بازماندگي نسبي بين گروه هاي مختلف -13 - 3شكل 
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ليتر آب از  1ليتر در ميلي 1پس از اتمام تغذيه ميگوها با پليت هاي نوتركيب  مجدداً ميگوها با ميزان  21در روز 

تميز منتقل شدند. تلفات ميگوها   هايساعت غوطه ور شده سپس به آكواريوم 7دوز مناسب ويروس براي مدت 

روز در تكرارهاي  6تا  4در اين مواجهه نيز از روز دوم پس از مواجهه در گروه هاي مختلف آغاز و به مدت 

پس  14روز پس از مواجهه نگهداري شده و تلفات ثبت گرديد. در پايان روز  14مختلف ادامه يافت. ميگوها تا 

 VP28ن درصد تلفات در اين مرحله در گروه هاي مختلف مربوط به گروه از مواجهه مشخص گرديد كه كمتري

بود همچنين بالاترين و كمترين  %55/75±22/2برابر  TG1و بالاترين درصد مربوط به گروه  %50±09/5برابر 

د ) بو98/2 ± 00/0%( TG1) و VP28 )83/6 ± 83/32%ميزان بازماندگي نسبي به ترتيب متعلق به گروه هاي 

 ).5-3و  4-3نمودار (

  

 
 

  هاي مورد آزمايش در مواجهه دوممقايسه درصد تلفات تجمعي گروه -4-3نمودار 
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  هاي مورد آزمايش در مواجهه دوممقايسه درصد بازماندگي نسبي گروه -5-3نمودار 

 

ساير گروه ها  با VP28دراين مواجهه نيز با مقايسه درصد تلفات گروه هاي مختلف مشخص گرديد كه بين گروه 

اختلاف معني داري  VP28+19و  VP19 ،TG1  ،pMalاختلاف معني داري وجود دارد در حالي كه بين گروه هاي 

  .)14-3) (شكلP<0.05وجود نداشت (

  

 
 

  مقايسه درصد تلفات بين گروه هاي مختلف  -14 - 3شكل 
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با ساير گروه ها اختلاف معني داري  VP28در مقايسه ميزان بازماندگي نسبي گروه هاي مختلف نيز بين گروه 

اختلاف معني داري وجود نداشت  VP28+19و  VP19 ،TG1 ،pMalدر اين مرحله بين گروه هاي  .وجود داشت

)P<0.05 15-3) (شكل(. 

  
 

  مقايسه ميزان بازماندگي نسبي بين گروه هاي مختلف -15 - 3شكل 

  

  مواجههبررسي گسترش مرطوب و هيستوپاتولوژي آزمايش  -11-3

آميزي مقاطع، ضـايعات اختصاصـي ويـروس در    پس از نمونه برداري بافتي، تهيه گسترش مرطوب، برش و رنگ

  ). 18-3، 17 -3، 16 -3هاي مختلف ميگوها مشاهده گرديد (شكل اندام

  
  وجود لكه هاي سفيد روي كاراپاس ميگوها پس از مواجهه با ويروس لكه سفيد  -16- 3شكل 

  )200Xز كاراپاس) ( بزرگنمايي (گسترش مرطوب ا
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   پس از مواجهه با ويروس لكه سفيد واكوئله شدن سلول هاي هپاتوپانكراس در ميگوها -17- 3شكل 

 )400X(هماتوكسيلين، ائوزين/فلوكسين) ( بزرگنمايي 

  

 
 

ويروس  مراحل مختلف آلودگي هسته سلول هاي آبشش ( پيكان ها) در ميگوها پس از مواجهه با -18- 3شكل 

  )400X(هماتوكسيلين، ائوزين/فلوكسين) ( بزرگنمايي لكه سفيد 
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   گيري نتيجهبحث و  -4
زاي جدي ويروس لكه سفيد به تمام كشورهاي پرورش دهنده ميگو گسترش يافته و به عنوان يك عامل بيماري

 Chang؛ 2008همكاران، و  Escobedo-Bonilla؛ 2009و همكاران،   Walkerپوستان شناخته شده است (براي سخت

  ).2006و همكاران،  Seiffert؛ 1999و همكاران، 

هاي تكثير و ترين عوامل محدود كننده فعاليتهاي ويروسي از مهمهاي ميگو بالاخص بيماريبروز بيماري

ها است كه موجب ترين اين بيماريباشد. بيماري ويروسي لكه سفيد يكي از مهلكپرورش ميگو در جهان مي

در استان  1383و  1381هاي شود. در ايران  طي سالفات سنگيني در كليه ميگوهاي خانواده پنائيده ميتل

در استان بوشهر اغلب استخرها و مزارع آلوده به بيماري لكه سفيد شده و كل صنعت  1384خوزستان و سال 

دهندگان وارد گرديد ميليارد تومان خسارت به پرورش  10پروش ميگو با خطر تعطيلي مواجه و حدود 

  ) 1384؛ آمار نامه شيلات ايران 1388 (افشارنسب و همكاران،

مهرگان را شواهدي به دست آمد كه فرضيه دارا بودن نوعي سيستم ايمني اكتسابي در بي 2007از اواخر سال 

موجودات  ني، عموماً اعتقاد بر اين بوده است كه ا گويدر خصوص سخت پوستان از جمله م كرد.تقويت مي

 واناتيح نيا يهايماريكنترل ب يتواند برا ينم ونيناسيراهكار واكس جهيداراي ايمني اكتسابي نيستند و در نت

توان مي ديلكه سف يماريويروس ب يهاي غشايبا استفاده از پروتئين كهاند هنشان داد نيثر باشد. اخيراً محققمؤ

؛ 2011وهمكاران،  Dehghan( يماري در ميگوها ايجاد نمودب اين را در برابر خوبيپاسخ ايمني و محافظت 

در اين مطالعه نيز اثر پروتئين هاي ويروسي در ايجاد پاسخ ايمني منتهي به محافظت در برابر  ). 1393هوشمند، 

  ويروس لكه سفيد در ميگوهاي سفيد غربي مورد آزمايش قرار گرفتند.

 نياز محقق برخي توسط زيشده ن رفعاليغ يويبريبا استفاده از و ينو ژاپببري سياه  يگوهايمؤثر م ونيناسيواكس

  ).2004و همكاران،  Witteveldt( گزارش شده است

 20از  روسيآلوده به و يگوهايم يدر پلاسما روسيو يساز يخنث تي، حضور فعالويروس لكه سفيدضد  يمنيا

القاء پاسخ ضد  هيبه فرض نيه است كه محققسبب شد جينتا ني. انشان داده است را ماه پس از عفونت 2روز تا 

  ).2004و همكاران،  Witteveldt(بيشتري داشته باشند توجه  آن هيبر عل ونيناسيو واكس روسيو

سيستم ايمني ذاتي ميگو شامل ايمني سلولي و خوني به خوبي مورد بررسي قرار گرفته است. اجزاء ايمني سلولي 

خواري، ملانيزه كردن، سميت (كشندگي) سلولي، ارتباطات كردن، بيگانه ها كه در كپسولهعبارتند از هموسيت

اي از ). مجموعهSoderhall ،1999اكسيداز دخالت دارند (سلول به سلول، ايجاد لخته و فعاليت سيستم پروفنل 

ي پذير و تعدادي از پپتيدهاهاي اكسيژن واكنشها، ميانجيهاي دفاعي، لكتينعوامل خوني شامل آنزيم

، Soderhallو  Lee؛ Beutler ،2001و  Kimbrell؛ 2000و همكاران،  Destoumieuxاند (ضدميكروبي شناسايي شده

  ).Soderhall ،1999و  2002
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هاي باكتري و مخمر و يا چندين مطالعه، تنظيم ايمني سلولي و خوني ميگوها را در پاسخ به تجويز ديواره سلول

و  Alabiشود (تر محسوب مياهبردي شبيه واكسيناسيون در حيوانات عالياند كه ركل باكترين نشان داده

و  Song؛ 1989و همكاران،  Kou؛ 1989و همكاران،   Itami؛1998و همكاران،    Devaraja؛ 1999همكاران، 

Hsieh ،1994 وTeunissen ، 1998.(  

Keith ) آئروكوكوس تري غيرفعال شده )، گزارش دادند كه خرچنگ دريايي آمريكا با باك1992و همكاران

روز پس از واكسيناسيون مقاومت در برابر باكتري مشاهده گرديد و  6واريته هوماري واكسينه شد و  ويريدانس

  روز ادامه داشت.  93اين مقاومت تا 

ر ي ديگري در ميگوي ژاپني نشان داده شد كه پلاسماي ميگوهاي زنده مانده از بيماري لكه سفيد قاددر مطالعه

  ). 2002و همكاران،  Wuباشند (ماه پس از عفونت مي 2روز تا  20به خنثي كردن ويروس از 

Kurtz  وFranz )2003 پاسخ ايمني كارآمدتري را پس از  ماكروسيكلوپس آلبيدوس)، نشان دادند كه كوپه پود

  ژني مشابه بود داشت. برخورد قبلي با يك انگل كه از لحاظ آنتي

هاي سلولي و خوني را در العات هرچند محدود، فعال شدن سيستم ايمني بدن، شامل پاسخبه طور مشابه، مط

اند. آزمايشات تجربي با ميگوي ژاپني حضور يك پاسخ شبه هاي تجربي با ويروس لكه سفيد نشان دادهعفونت

ا ويروس لكه سفيد ايمني را در ميگوهاي بازمانده از بيماري لكه سفيد به صورت طبيعي يا تجربي كه مجدداً ب

مورد چالش قرار گرفتند نشان داد كه درصد بازماندگي در مقايسه با ميگوهاي سالم و غير بيمار بسيار بالاتر بود 

)Pan  ،؛ 2000و همكارانRojtinnakorn  ،؛ 2002و همكارانRoux  ،و  2002و همكارانVenegas  ،و همكاران

2000.(  

اي را در ميگوها نشان دادند تا مرزهاي جديدي از تحقيقات به خاطره اين مشاهدات احتمال حضور پاسخ ايمني

ها براي محافظت در برابر بيماري لكه سفيد گشوده شود. اين راهبرد در صورت سمت استفاده از واكسن

موفقيت، فرصت بزرگي را براي مقابله با ويروس لكه سفيد فراهم كرده و صنعت پرورش ميگو را پايدار خواهد 

در اين تحقيق نيز از روش خوراكي به منظور ايمن سازي ميگوها در برابر ويروس لكه سفيد استفاده شد  .نمود

  زيرا تنها راه عملي و كاربردي ايمن سازي در ميگو محسوب مي گردد. 

در حالت طبيعي ميگوها هم از روش خوراكي و هم از طريق آب آلوده به بيماري مبتلا مي شوند و به نظر مي 

كه آبشش ها درگاه ورود ويروس به بدن ميگوها باشند. همچنين در آزمايش مواجهه نيز از روش غوطه  رسد

  وري استفاده گرديد تا حالتي شبيه نحوه آلودگي طبيعي تداعي گردد.

 Liuدر ويروس لكه سفيد شناسايي شده است ( VP9پروتئين ساختاري و يك پروتئين غير ساختاري  50بيش از 

Y. ها در آزمايشات ها را براساس وزن تخميني آن). اين پروتئين2006ان، و همكارSDS-PAGE  يا بر اساس تعداد

  اند.ها نامگذاري كردهاسيد آمينه پروتئين
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، VP24 ،VP28 ،VP31 ،VP36B ،VP68 ،VP76هاي غشاء (در آزمايشات خنثي سازي مشخص شد كه پروتئين

VP281  وVP466 ويروس لكه سفيد نقش دارند () در مراحل اوليه تكثيرHuang  ،؛2005و همكاران He  و

و  Wu؛ b2001و همكاران، van Hulten؛ 2005و همكاران، .Li, L؛ 2006و همكاران، .Li, L.J؛ 2005همكاران، 

  ).Yang ،2006 وXie؛ 2005همكاران، 

 عمومي دخالت دارد) و عفونت 2004و همكاران،Yiها (در اتصال و نفوذ ويروس به سلول VP28پروتئين 

 van( دخالت داشته باشد VP28نيز ممكن است در عفونت عمومي به تنهايي و يا در تركيب با  VP19همچنين 

Hulten  ،و همكارانb2001 ؛Wu  ،مطالعات نشان داده است كه پرايمرهاي طراحي شده براي 2005و همكاران .(

هاي متفاوت اين ويروس در تشخيص جدايه ها پروتئين و آنتي بادي توليدي بر عليه اين VP19و  VP28 هاي ژن

  ).2001و همكاران،  Poulos؛ 2006و همكاران،  Musthaqمناسب بوده است (

هاي ميگو شده و نقش مهمي را نيز در نفوذ موجب اتصال ويروس به سلول VP28 رسد پروتئين به نظر مي

هاي توليد شده بر ضد اين باديشده است كه آنتيكند. همچنين مشخص ويروس به درون سلول ميزبان ايفا مي

   ).2004، وهمكاران، Yi( توانند ويروس را خنثي كرده و عفونت ويروسي را مهار نمايندپروتئين مي

غشاء  VP19و  VP28هاي  زايي پروتئينهاي ايمنيبا اين پيش زمينه، مطالعه حاضر به منظور بررسي پتانسيل

و اثر بخشي آن به عنوان يك راه محافظت ميگوي سفيد غربي در برابر بيماري لكه  ويروس لكه سفيد انجام شده

  سفيد مورد بررسي قرار گرفت.

اگرچه شواهد حكايت از افزايش ميزان بازماندگي ميگوها در برابر ويروس لكه سفيد دارند اما توانايي حفاظت 

 Caipangد (ميزان پروتئين دريافتي توسط ميگوها باش رسد وابسته بهنوتركيب متغير بوده و به نظر مي پروتئين هاي

  ).b2006و همكاران،  Jhaو  2008و همكاران، 

نوتركيب سيستم ايمني ميگو پروتئين هاي  هاي متعدد به آن اشاره شده آن است كه كه در پژوهشيك احتمال 

 Caipang؛ 2005و همكاران،  Bright Singhد (نمايد و يا به اصطلاح شبيه يك واكسن عمل مينرا تحريك مي كن

و همكاران،  Jha ؛a2006و همكاران،  Jha؛ 2006و همكاران،  Du؛ 2003و همكاران،  Chang؛ 2008و همكاران، 

b2006 ؛Jha  ،؛ 2007و همكارانMavichak  ،؛ 2009و همكارانRout  ،؛ 2007و همكارانSong  ،و همكاران

 Witteveldt؛ a2004و همكاران، Witteveldt؛ 2006و همكاران،  Vaseeharan؛ 2000و همكاران،  Takahashi؛ 1997

  ).2006و همكاران،  Witteveldt؛ b2004و همكاران، 

هاي بياني مختلفي از قبيل باكتري گرم منفي تا كنون در سيستمويروس لكه سفيد  نوتركيب  هاي پروتئين

و  Caipang، مخمر و كرم ابريشم بيان شده است (هاي حشرات)، باكتري گرم مثبت، سلولE.Coli(اشريشيا كلي 

و همكاران،  Jha؛ a2006و همكاران،   Jha ؛2007و همكاران،    Jha؛2006و همكاران،  Du؛ 2008همكاران، 

b2006 ؛Mavichak ؛ 2009همكاران،  وNamikoshi  ،؛ 2004و همكارانWitteveldt ،و همكاران a,b2004 ؛

Witteveldt  ،؛ 2006و همكارانXu    ،2006و همكاران .(  
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اشريشيا و باكتري   pMal-c2Xدر سيستم بياني پروكاريوتي VP19و  VP28نوتركيب هاي در اين پژوهش پروتئين 

  بيان گرديد.  TG1سويه  كلي

 14نشان داد كه در پايان روز  نتايج آزمايش مواجهه اول (پايان روز هفتم پس از تغذيه ميگوها با پليت نوتركيب)

و بالاترين  %30±84/3برابر  VP28از مواجهه كمترين درصد تلفات در گروه هاي مختلف مربوط به گروه پس 

بود همچنين بالاترين و كمترين ميزان بازماندگي نسبي به   %22/72±93/2برابر  TG1درصد مربوط به گروه 

   ) بود94/2 ± 41/4%( TG1) و VP28  )09/5 ± 29/60%ترتيب متعلق به گروه هاي 

با ساير گروه ها و همچنين گروه  VP28در مقايسه درصد تلفات گروه هاي مختلف مشخص گرديد كه بين گروه 

VP28+19  با ساير گروه ها اختلاف معني داري وجود دارد در حالي كه بين گروه هايVP19 ،TG1  وpMal 

با  VP28مختلف نيز بين گروه همچنين در ميزان بازماندگي نسبي گروه هاي اختلاف معني داري وجود نداشت 

با ساير گروه ها اختلاف معني داري وجود داشت در حالي كه بين  VP28+19ساير گروه ها و همچنين گروه 

  .)P<0.05اختلاف معني داري وجود نداشت ( pMalو  VP19 ،TG1گروه هاي 

ديد كه كمترين درصد شخص گرم) پليت نوتركيببا  هيروز پس از اتمام تغذ 21(مواجهه دوم  شيدر آزما

و بالاترين درصد مربوط  %50±09/5برابر  VP28در اين مرحله نيز در گروه هاي مختلف مربوط به گروه تلفات 

بود همچنين بالاترين و كمترين ميزان بازماندگي نسبي به ترتيب متعلق به  %55/75±22/2برابر  TG1به گروه 

 .) بود98/2 ± 00/0%( TG1) و VP28 )83/6 ± 83/32%گروه هاي 

با ساير گروه ها  VP28دراين مواجهه هم با مقايسه درصد تلفات گروه هاي مختلف مشخص گرديد كه بين گروه 

اختلاف معني داري  VP28+19و  VP19 ،TG1  ،pMalاختلاف معني داري وجود دارد در حالي كه بين گروه هاي 

  با ساير  VP28اي مختلف نيز بين گروه وجود نداشت  و در مقايسه ميزان بازماندگي نسبي گروه ه

اختلاف  VP28+19و  VP19 ،TG1 ،pMalدر اين مرحله بين گروه هاي  .گروه ها اختلاف معني داري وجود داشت

 ) P<0.05معني داري وجود نداشت (

ن را دريافت كرده بودند بالاتري VP28در آزمايش مواجهه سازي اول گروهي از ميگوها كه پروتئين نوتركيب 

در مواجهه سازي دوم باز هم اين گروه داراي  هاي ديگر نشان دادندميزان بازماندگي نسبي را در مقايسه با گروه

هاي مورد آزمايش بود ولي اين ميزان در مقايسه با آزمايش اول بالاترين ميزان بازماندگي نسبي در ميان گروه

ميزان بازماندگي در مواجهه دوم نسبت به مواجهه  VP19به استثناي گروه هاي ديگر كاهش يافته بود. در گروه

كه در گروهي كه از باكتري بدون پلاسميد تغذيه كرده بود اين سير نزولي مشاهده گرديد به طوري اول نيز

پروتئين نوتركيب  نشان داد كه تقريباً هيچ گونه محافظتي در برابر بيماري مشاهده نشد. اختلاف در بازماندگي

VP28  جاد محافظت ميگوها در برابر بيماري لكه سفيد مؤثر بوده استايدر .  

اعتقاد عمومي بر اين است كه باكتري غير فعال سبب تحريك سيستم ايمني عمومي ميگو مي شود و حضور 

باكتري در واكسن نوتركيب شايد به خودي خود اثر مثبتي بر بازماندگي ميگوها در آزمايش هاي مواجهه داشته 
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دهنده عدم تحريك نشانباكتري بدون پلاسميد كاهش ميزان بازماندگي نسبي در گروه حالي كه باشد. در 

  بوده است.در اين آزمايش  سيستم ايمني ميگوها با سلول باكتري

Witteveldt  و همكاران در سالa2004 		نشان دادند كه ميگوهايي كه با پروتئين هاي wssv  واكسينه شده بودند

ي نسبت به ميگوهاي واكسينه نشده داشتند. اين محققين همچنين نشان دادند كه سيستم ايمني بازماندگي بالاتر

هكار ميگو قادر به شناسايي پروتئين هاي ساختاري ويروس لكه سفيد مي باشد و لذا امكان استفاده از را

  .واكسيناسيون را مطرح نمودند

Witteveldt و همكاران، در سالb  2004 وراكي ازپروتئين هاي نوتركيب ويروس لكه سفيد را امكان استفاده خ

بيان  E.coli بطور جداگانه در 28Vp و 19Vp بعنوان واكسن مورد بررسي قرار دادند. در اين تحقيق پروتئين هاي

شدند. متعاقبا باكتري هاي مولد پروتئين ها پس از غير فعال شدن وارد پلت هاي غذايي ميگوها گشته و در تغذيه 

مورد استفاده قرار گرفتند. چالش ميگوهاي واكسينه شده به روش ذكر شده (از طريق خوراكي) نشان داد ميگوها 

از طريق خوراكي موجب افزايش مقاومت ميگوها نسبت به چالش با ويروس مي شود.  28Vp كه مصرف پروتئين

  . دوام داشتهفته بطول  3يگوها تا اين مطالعه همچنين نشان داد كه محافظت ايجاد شده در م

ضمن ارزان بر شمردن و قابليت تجاري شدن اين راهكار، حضور باكتري  و همكاران Witteveldtبراساس نتايج 

  در واكسن را براي ايجاد محافظت مهم و همانند يك ادجوانت در نظر گرفتند.

Yi ضمن اثبات نقش پروتئين 2004در سال  و همكاران VP28 لول ميزبان و در اتصال به رسپتورهاي سطح س

به منظور خنثي سازي ويروس  VP28 ايجاد عفونت سيستميك، استفاده از آنتي بادي پلي كلونال بر عليه پروتئين

بيماري لكه سفيد را مورد مطالعه قرار دادند. اين محققين بر اساس يافته هاي خويش اعلام نمودند كه آنتي بادي 

  از عفونت ويروسي جلوگيري مي كنند. قادر به خنثي كردن ويروس بوده و		VP28هاي ضد

Kumar  در سه آزمايش متفاوت پروتئين هاي نوتركيب 2006و همكاران در سال VP19 و VP28  را به صورت

مخلوط در غذا، تزريق پروتئين خالص و غوطه وري در آب داراي پروتئين مورد آزمايش قرار دادند. در پايان 

درصد محافظت كنندگي بيشتري در مقايسه با پروتئين ديگر دربرابر  28VP گروه هاي واكسينه شده با پروتئين

چالش با ويروس از خود نشان دادند و در روش هاي مورد استفاده روش تزريقي بهتر از دو روش ديگر اعلام 

  شد.

Yi mu  و همكاران از باكتري حاوي پلاسميد بيان كننده پروتئينVP28 وصيه به روش خوراكي استفاده نموده و ت

كردند كه روش خوراكي به دليل كپي برداري از ويروس طبيعي روش درماني ساده تري بر عليه بيماري لكه 

و همكاران ويروس لكه سفيد ابتدا در روده جايگزين شده و  Chenسفيد در آبزي پروري مي باشد.بر اساس نظر 

احتمالاً از  VP28علام شد كه پروتئين تكثير مي يابد سپس به آبشش منتقل مي شود. همچنين در اين تحقيق ا

  طريق رقابت با ويروس در چسبيدن به سلول ميزبان سبب محافظت ميگو در برابر بيماري مي باشد.
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انجام دادند از باكتري باسيلوس سابتليس به عنوان ناقل پروتئين  2011و همكارن در سال  Lin Fuدر مطالعه اي كه 

VP28 نامي استفاده كردندو مشاهده كردند كه ميگوهاي تغذيه شده با به روش خوراكي در ميگوي وا  

  محافظت نشان دادند. %3/83پلت هاي پوشيده شده با باكتري نوتركيب در برابر چالش با ويروس لكه سفيد 

 VP28رسد ژن و ساير تحقيقات در اين زمينه به نظر مي) 1393(مطالعه هوشمند براساس نتايج به دست آمده در 

باشد اما در هاي اپيدميولوژي نميبراي بررسيكانديد مناسبي به دليل ميزان حفاظت بسيار بالا لكه سفيد  ويروس

لكه سفيد بر پايه  هاي تشخيص بيماريو پروتئين حاصل از آن براي توسعه روشتوان از اين ژن مقابل مي

  . استفاده نموديك سيستم ايمني ميگوها هاي نوتركيب به منظور تحربادي و نيز توليد واكسنيا آنتي آرسيپي

ها در ويريون، نحوه هاي ساختاري ويروس لكه سفيد و جايابي آنبه نظر مي رسد درك بهتر از پروتئين

  تر خواهد ساخت. شدن يا مونتاژ ويروس و راه عفونت آن و كشف داروهاي ضدويروسي را روشنسرهم

كه با توجه به نتايج به دست آمده از اين تحقيق و نيز نتايج هوشمند  به عنوان يك نتيجه كلي مي توان اشاره نمود

به هر شكلي در اختيار ميگوها قرار گيرد قابليت ايجاد محافظت را در برابر  VP28پروتئين نوتركيب  )1393(

ويروس لكه سفيد خواهد داشت در حالي كه در اين تحقيق و نيز مطالعات ديگر مشخص شد كه پروتئين 

دت زمان در م. همچنين ميزان بازماندگي ارتباط مستقيم با قابليت محافظت را نخواهد داشت VP19يب نوترك

  اختيار داشتن پروتئين نوتركيب دارد.
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 پيشنهادها

  :گردديم يشنهادپژوهش موارد زير پ ينحاصل شده در ا يجبا توجه به نتا

 واكسن ها به DNAتم هاي بياني يوكاريوتي براي توليد مثلاً استفاده از سيس يگرد يانيب يستم هاياستفاده از س-1

  .نوتركيب در بدن ميگو ينپروتئتوليد  يمنظور بررس

و در  يدهبه اثبات رس يدر مطالعات متعدد يدلكه سف يروسقسمت از ژنوم و ينكه ثابت بودن ا ينبا توجه به ا-2

 يصيتشخ هاييتو ساخت ك يژن در طراح ينانجام شد استفاده از ا يسهمقا ينا يزن )1393هوشمند ( يقتحق

  .شوديم يهتوص

  استفاده از ميگوهاي با سن بالاتر به منظور بررسي پارامترهاي ايمني شناسي ميگو در آزمايش هاي مواجهه. -3

  استفاده از روش هاي تشخيصي مثل ايمنوهيستوشيمي با به كارگيري آنتي بادي هاي توليدي بر عليه  -4

  كيب توليد شده.پروتئين هاي نوتر
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 تشكر و قدرداني

  از رئيس و معاونين محترم پژوهشكده به دليل حمايت از اجراي اين پروژه قدرداني مي گردد.

از همكاران محترم بخش بهداشت و بيماري هاي آبزيان پژوهشكده سپاسگزاري مي گردد همچنين از رئيس و 

مواجهه همكاري لازم را با مجري به عمل همكاران محترم بخش آبزي پروري كه در اجراي قسمت هاي 

  آوردند سپاسگزاري مي گردد.

  از سركار خانم دكتر معتمد به دليل همكاري در قسمت مواجهه سپاسگزاري مي گردد.

از سركار خانم داغري كارشناس محترم بخش ويروس شناسي دانشكده دامپزشكي به دليل همكاري هاي بي 

  دريغشان قدرداني مي گردد.



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٥٦

عمناب  

 ص.  61. انتشارات سازمان شيلات ايران 1384). ميزان ميگوي پرورشي در سال 1384آمار نامه شيلات ايران ( - 1

؛ سيدمرتضايي، سيدرضا؛ آهنگرزاده، مينا؛ هوشمند، حسين؛ كر، نيازمحمد؛ جرفي، الهام؛ محمد، افشارنسب - 2

هاي مراكز تكثير و پرورش  و بيماري بررسي وضعيت بهداشت .)1388(نژاد، لفته، سبزعليزاده، سارا و محسني

 ميگوي كشور،گزارش نهايي پروژه تحقيقاتي، موسسه تحقيقات شيلات ايران.

 بيماري ويروس برابر در) Litopenaeus vannamei(وانامي  ميگوي محافظت بررسي). 1393هوشمند، حسين( - 3

 PhD. پايان نامه دكتري زيستي دهش كپسوله VP28 نوتركيب پروتئين خوراكي تجويز از استفاده با سفيد لكه

 .9358959بهداشت آبزيان از دانشگاه شهيد چمران اهواز، شماره 

  
4- Abila, R.O. (2003). Fish trade and food security: Are they reconcilable in Lake Victoria. Rome: FAO.  

5- Adger, W.N. (1998). Sustainability and social resilience in coastal resource use. CSERGE workingpaper 
GEC, 97-23.  

6- Alabi, A. O., Jones, D. A. And Latchford, J. W.(1999). The efficacy of immersion as opposed to oral 
vaccination of Penaeus indicus larvae against Vibrio harveyi. Aquaculture, 178: 1-11. 

7-  Anderson ED, Mourich DV, Fahrenkrug SC, LaPatra S, Shepherd J, Leong JA. (1996). Genetic 
immunization of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) against infectious hematopoietic necrosis virus. 
Molecular Marine Biology and Biotechnology;5:114–22. 

8- Anonymous (2003) Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals. Office International des Epizooties, 
Paris, France.APHIS-USDA (2005) Impact Worksheet White Spot Disease in Brazil. APHIS-USDA, 
Natural Resources Research:Fort Collins, CO Center. 

9- Arts J.A.J., Taverne-Thiele A.J., Savelkoul H.F.J. & Rombout J.H.W.M. (2007) Hemocyte reactions in 
WSSV immersion infected Penaeus monodon. Fish & Shellfish Immunology 23, 164–170. 

10- Ausubel, F.M., Brent, R., Kingstone, RE., Moore, DD., Seidman, JG., Smith, JA and Struhl, K. (1992). 
Short Protocols in Molecular Biology. 2nd edition. John Wiley and sons. New York. Pp: A1-15. 

11- Balcázar, J.L. & Rojas-Luna, T. (2007). Inhibitory  activity of probiotic Bacillus subtilis UTM 126 
against  Vibrio species confers protection against vibriosis in juvenile shrimp (Litopenaeus vannamei). 
Current Microbiology 55, 409–412.  

12- Bardhan, P. (2006). Globalization and rural poverty. World Development  34, 1393–404.  

13- Barton, G.M., 2007. Viral recognition by toll-like receptors. Semin.Immunol. 19, 33-40.Berteau, O. and 
Mulloy, B., 2003. Sulfated fucans, fresh perspectives: structures, functions, and biological properties of 
sulfated fucans and an overview of enzymes active towardthis class of polysaccharide. Glycobiology 13, 
29-40. 

14- Brey, P.T., Lee, W., Yamakawa, M., Koizumi, Y., Perrot, S., Francois, M., Ashida, M., 1993. Role of the 
integument in insect immunity:  epicuticular abrasion and induction of cecropin synthesis in cuticular 
epithelial  cells. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6275-6279. 

15- Briggs, M., Funge-Smith, S., Subasinghe, R. & Phillips, M. (2004). Introductions and movement of 
Penaeus vannamei  and Penaeus stylirostris  in Asia and the Pacific. FAO, Regional Office for Asia and 
the Pacific, Bangkok. RAP Publication 2004/10, pp. 1–12. 

 Bright Singh, I.S. Manjusha, M. Pai, S.S. and Philip, R. (2005).  Fenneropenaeus indicus is protected from 
white spot disease by oral administration of inactivated white spot syndrome virus. Diseases of Aquatic 
Organisms, 66:265-270. 

16- Caipang, C.M.A. Verjan, N. Ooi, E.L. Kondo, H. Hirono, I. Aoki, T. Kiyono, H. and  Yuki Y. 2008. 
Enhanced survival of shrimp, Penaeus (Marsupenaeus) japonicus from white spot syndrome disease after 
oral administration of recombinant VP28 expressed in Brevibacillus brevis. Fish and Shellfish 
Immunology 25:315-320. 

17- Chang CF, Su MS, Chen HY, Lo CF, Kou GH, Liao IC. (1999). Effect of dietary b-1, 3-glucan on 
resistance to white spot syndrome virus (WSSV) in post larval and  juvenile Penaeus monodon. Dis 
Aquat Organ; 36: 163-168. 



 �٥٧ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

18- Chang P.S., Lo C.F., Wang Y.C. & Kou G.H. (1996). Identification of white spot syndrome virus 
associated baculovirus (WSBV) target organs in the shrimp Penaeus monodon by in situ hybridization. 
Diseases of Aquatic Organisms 27, 131–139. 

19- Chang P.S.,Chen H.C. &Wang Y.C. (1998). Detection of white spot syndrome associated baculovirus in 
experimentally infected wild shrimp, crabs and lobsters by in situ hybridization. Aquaculture 164, 233–
242. 

20- Chang, C.F., Su, M.S., Chen, H.Y. & Liao, I.C. (2003). Dietary beta-1,3-glucan effectively improves 
immunity and survival of  Penaeus monodon challenged with white spot syndrome virus. Journal of Fish 
and Shellfish Immunology 15, 297-310.  

21- Chang, Y.S., Peng, S.E., Wang, H.C., Hsu, H.C., Ho, C.H., Wang, C.H., Wang, S.Y., Lo, C.F. & Kou, G. 
H. (2001). Sequencing and amplified restriction  fragment length polymorphism analysis of 
ribonucleotide reductase large subunit gene of the  white spot syndrome virus in blue crab (Callinectes 
sapidus ) from American coastal waters. Marine Biotechnology 3, 163–171. 

 Chen L.L., Leu J.H., Huang C.J., Chou C.M., Chen S.M., Wang C.H., Lo C.F. & Kou G.H. (2002a) 
Identification of a nucleocapsid protein (VP35) gene of shrimp white spot syndrome  virus and 
characterization of the motif important for targeting VP35 to the nuclei of transfected insect cells. 
Virology 293, 44–53. 

22- Chen L.L., Wang H.C., Huang C.J., Peng S.E., Chen Y.G., Lin S.J., Chen W.Y., Dai C.F., Yu H.T. & 
Wang C.H. (2002b). Transcriptional analysis of the DNA polymerase gene of shrimp white spot 
syndrome virus. Virology 301, 136–147. 

23- Chotigeat, W., Tongsupa, S., Supamataya, K. & Phongdara, A. (2004). Effect of fucoidan on disease 
resistance of black tiger shrimp. Aquaculture 233, 23-30. 

 Chou H.Y., Huang C.Y., Lo C.F. & Kou G.H. (1998). Studies on transmission of white spot syndrome 
associated baculovirus (WSBV) in Penaeus monodon and P. japonicus via waterborne contact and oral 
ingestion. Aquaculture 164, 263–276. 

24- Chou H.Y., Huang C.Y., Wang C.H., Chiang H.C. & Lo C.F.(1995). Pathogenicity of a baculovirus 
infection causing white spot syndrome in cultured penaeid shrimp in Taiwan. Diseases of Aquatic 
Organisms 23, 165–173. 

25- Citarasu T, Sivaram V, Immanuel G, Rout N, Murugan V.,( 2006). Influence of selected Indian 
immunostimulant herbs against white spot syndrome virus (WSSV) infection in black tiger shrimp, 
Penaeus monodon with reference to haematological, biochemical and immunological changes. Fish and 
Shellfish Immunology,21:372–84. 

26- Claydon K., Cullen B. & Owens L. (2004) OIE white spot syndrome virus PCR gives false-positive 
results in Cherax quadricarinatus. Diseases of Aquatic Organisms 62, 265–268. 

27- Dehghan M., Jafariyan H., Habibi Rezai M., Amoozagar M.A., Sahandi J., (2011). Potential of Brine 
Shrimp (Artemia urmiana) Enrichment with Two Species of Bacillus and Yeast (Saccharomyces 
cerevisiae). World Journal of Fish and Marine Sciences, 3 (6): 523-528. 

28- Destoumieux, D., Munoz, M., Cosseau, C., Rodriguez, J., Bulet, P., Comps, M. And Bachere, E., (2000). 
Penaeidins, antimicrobial peptides with chitin-binding activity, are produced and stored in shrimp 
granulocytes and released after microbial challenge. Journal of Cell Science, 113: 461-469. 

29- Devaraja, T. N., Otta S. K., Shubha, G., Karunasagar, I., Tauro, P. And Karunasagar, I., (1998). 
Immunostimulation of shrimp through oraladministration of Vibrio bacterin and yeast glucan In: 
Advances in shrimp biotechnology. Flegel, T. W., (Ed), National centre for genetic engineering and 
Biotechnology, Bangkok. pp 167 - 170. 

30- Di Leonardo V.A., Bonnichon V., Roch P., Parrinello N. & Bonami J.R. (2005) Comparative WSSV 
infection routes in the shrimp genera Marsupenaeus and Palaemon. Journal of Fish Diseases 28, 565–569. 

31- Du, H.H., Xu, Z.R., Wu, X.F., Li, W.F. & Dai, W. (2006). Increased resistance to white spot syndrome 
virus in Procambarus clarkii  by injection of envelope protein VP28 expressed using recombinant 
baculovirus. Aquaculture 260, 39–43.  

32- Dupuy, J.W., Bonami, J.R. & Roch, P. (2004). A synthetic antibacterial peptide from  Mytilus 
galloprovincialis  reduces mortality due to white spot syndrome virus in penaeid shrimp. Journal of Fish 
Diseases 27, 57-64.  

33- Durand S., Lightner D.V., Nunan L.M., Redman R.M., Mari J.& Bonami J.R. (1996) Application of gene 
probes as diagnostic tools for white spot baculovirus (WSBV) of penaeid shrimp. Diseases of Aquatic 
Organisms 27, 59–66. 

34- Durand S., Lightner D.V., Redman R.M. & Bonami J.R.(1997) Ultrastructure and morphogenesis of 
white spot syndrome baculovirus. Diseases of Aquatic Organisms 29, 205–211. 



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٥٨

35- Durand, S.V., Tang, K.F.J. & Lightner, D.V. (2000). Frozen commodity shrimp: potential avenue for 
introduction of white spot syndrome virus and yellow head virus.  Journal of Aquatic Animal Health 12, 
128–135.  

36- Escobedo-Bonilla C.M., Wille M., Alday-Sanz V., Sorgeloos P.,Pensaert M.B. & Nauwynck H.J. (2005) 
In vivo titration of white spot syndrome virus (WSSV) in SPF Litopenaeus vannamei by  intramuscular 
and oral routes. Diseases of Aquatic Organisms 66, 163–170. 

37- Escobedo-Bonilla C.M., Wille M., Alday-Sanz V., Sorgeloos P.,Pensaert M.B. & Nauwynck H.J. (2007) 
Pathogenesis of a Thai strain of white spot syndrome virus (WSSV) in SPF Litopenaeus vannamei. 
Diseases of Aquatic Organisms 74, 85–94. 

38- Escobedo-Bonilla CM, Alday-Sanz V, Wille M, Sorgeloos P, Pensaert MB, Nauwynck HJ. (2008). A 
review  on  the morphology, molecular characterization, morphogenesis and pathogenesis of white spot 
syndrome virus. Journal of Fish Diseases; 31(1): 1-18. 

39- FAO (2006) Fishstat, Universal Software for Fishery Statistical Time Series, Version 2.3. FAO, Rome, 
Italy.  

40- Filee, J. & Chandler, M. (2008). Convergent mechanisms of genome evolution of large and giant DNA 
viruses. Research in Microbiology 159, 325-331.  

41- Flegel T.W. & Alday-Sanz V. (1998) The crisis in Asian shrimp aquaculture: current status and future 
needs. Journal of Applied Ichthyology 14, 269–273. 

42- Flegel TW.(1997). Major  viral diseases of black tiger prawn (Penaeus monodon) in Thailand. World 
Journal of Microbiology and Biotechnology;13:433–42. 

43- Flegel, T.W. (2007). Update on viral accommodation, a model for host-viral interaction in shrimp and 
other arthropods. Developmental and Comparative Immunology 31, 217–31. 

 Galaviz-Silva, L., Molina-Garza, Z.J., Alcocer-Gonzalez, J.M., Rosales-Encinas, J.L. & Ibarra-Gamez, C. 
(2004). White spot syndrome virus genetic variants detected in Mexico by a new multiplex PCR method. 
Aquaculture 242, 53–68.  

44- Global Aquaculture Alliance (1999a). Shrimp white spot disease in Latin America an update. Global 
Aquaculture Advocate 2, 34–45. 

 Global Aquaculture Alliance (1999b). Shrimp white spot virus confirmed in Central America. Global 
Aquaculture Advocate 2, 1–5.  

45- Gómez, G.D. & Shen, M.A. (2008). Influence of probiotics on the growth and digestive enzyme activity 
of white Pacific shrimp (Litopenaeus vannamei). Journal of Ocean University of China (English Edition) 
7, 215–218.  

46- Granja, C.B., Aranguren, L.F., Vidal, O.M., Aragon, L. & Salazar, M. (2003). Does hyperthermia 
increase apoptosis in white spot syndrome virus (WSSV)-infected  Litopenaeus vannamei? Diseases in 
Aquatic Organisms 54, 73–78.  

47- Gross, P.S., Bartlett, T.C., Browdy, C.L., Chapman, R.W., Warr, G.W., 2001. Immune gene discovery by 
expressed sequence tag analysis of hemocytes  and hepatopancreas in the Pacific White Shrimp,  
Litopenaeus vannamei, and the Atlantic White Shrimp,  L.setiferus. Dev. comp. immunol. 25, 565-577. 

48- Han F. & Zhang X. (2006) Internal initiation of mRNA translation in insect cell mediated by an internal 
ribosome entry site (IRES) from shrimp white spot syndrome virus (WSSV). Biochemical and 
Biophysical Research Communications 344, 893–899. 

49- Han F., Xu J. & Zhang X.. (2007) Characterization of an early gene (wsv477) from white spot syndrome 
virus (WSSV). Virus Genes 37, 193–198. 

50- He, N., Qin, Q., Xu, X., (2005). Differential profile of genes expressed in hemocytes of white spot 
syndrome virus resistant (Penaeus japonicus) by combining suppression subtractive hybridization and 
differential hybridization. Antiviral Research, 66, 39-45. 

51- Hossain, S., Chakraborty, A., Joseph, B., Otta, S.K., Karunasagar, I. & Karunasagar, I. (2001). Detection 
of new hosts for white spot syndrome virus of shrimp using nested polymerase chain reaction. 
Aquaculture 198, 1–11.  

52- Huang C., Zhang X., Lin Q., Xu X. & Hew C.L. (2002b) Characterization of a novel envelope protein 
(VP281) of shrimp white spot syndrome virus by mass spectrometry. Journal of General Virology 83, 
2385–2392. 

53- Huang C., Zhang X., Lin Q., Xu X., Hu Z. & Hew C.L. (2002a) Proteomic analysis of shrimp white spot 
syndrome viral proteins and characterization of a novel envelope protein VP466. Molecular & Cellular 
Proteomics 1, 223–231. 

54- Huang, C.C., Song, Y.L., (1999). Maternal transmission of immunity to white spot syndrome associated 
virus (WSSV) in shrimp (Penaeus monodon). Dev. Comp. Immunol. 23, 545-552.   



 �٥٩ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

55- Huang, R., Xie, Y., Zhang, J., Shi, Z., (2005). A novel envelope protein involved in White spot syndrome 
virus infection. Journal of General Virology, 1357-61. 

56- ICTV (2008). Template for Taxonomic Proposal to the ICTV Executive Committee to rename an existing 
virus name. immunity. Nature;425:37–8. 

57- Inouye K, Miwa S, Oseko N, Nakano H, Kimura T, Momoyama K, et al.( 1994). Mass mortalities of 
cultured kuruma shrimp, Penaeus japonicus, in Japan in 1993: electron microscopic evidence of the 
causative virus. Fish Pathology;29:149–58. 

58- Inouye K., Yamano K., Ikeda N., Kimura T., Nakano H., Momoyama K., Kobayashi J. & Miyajima S. 
(1996) The penaeid rod-shaped DNA virus (PRDV), which causes penaeid acute viremia. Fish Pathology 
31, 39–45. 

59- Itami, T., Asano, M., Tokushige, K., Kubono, K., Nakagawa, A., Takeno,N., Nishimura, H., Maeda, M., 
Kondo, M. And Takahashi, Y., (1989).Enhancement of disease resistance of kuruma shrimp, Penaeus 
japonicus, after oraladministration of peptidoglycan derived from Bifidobacterium thermophilum. 
Aquaculture, 164: 277-288. 

60- Jesus, G. S., Gabriel, A. & Humberto, M. (2007). White spot syndrome virus in cultured shrimp: A 
review. Aquaculture Research 38, 1339–1354.  

61- Jha, R.K. Xu, Z.R. and Pandey A. (2006a). Protection of Procambarus clarkia against white spot 
syndrome virus using recombinant subunit injection vaccine expressed in  Picha pastoris. Fisheries 
Science 72:1011-1019. 

62- Jha, R.K. Xu, Z.R. Bai, S.J. Sun, J.Y. Li, W.F. and Shen, J. (2007). Protection of Procambarus clarkii 
against white spot syndrome virus using recombinant oral vaccine expressed in Pichia pastoris. Fish and 
Shellfish Immunology 224:295-307. 

63- Jha, R.K. Xu, Z.R. Shen, J. Bai, S.J. Sun, J.Y. and Li, W.F.(2006b). The efficacy of recombinant vaccines 
against white spot syndrome virus in  Procambarus clarkia. Immunology Letters 105:68-76. 

64- Jiqiu, L., Beiping, T. & Kangsen, M. (2009). Dietary probiotic Bacillus OJ and isomal to oligosaccharides 
influence the intestine microbial populations, immune responses and resistance to white spot syndrome 
virus in shrimp (Litopenaeus vannamei). Aquaculture 291, 35–40.  

65- Jiravanichpaisal, P., Soderhall, K. & Soderhall, I. (2004).  Effect of water temperature on the immune 
response and infectivity pattern of white spot syndrome virus (WSSV) in freshwater crayfish.Journal of 
Fish and Shellfish Immunology 17, 265–275. 

 Johnson, K., van Hulten, M.C.W. & Barnes, A.C. (2008). ‘‘Vaccination’’ of shrimp against viral pathogens: 
phenomenology and underlying mechanisms. Vaccine 26, 4885–4892. 

 Karunasagar I., Otta S.K. & Karunasagar I. (1997) Histopathological and bacteriological study of  white spot 
syndrome of Penaeus monodon along the west coast of India. Aquaculture 153, 9–13. 

66- Kasornchandra J., Boonyaratpalin S. & Itami T. (1998) Detection of white spot syndrome in  cultured 
penaeid shrimp in Asia: microscopic observation and polymerase chain reaction.Aquaculture 164, 243–
251. 

67- Keith, I. R., Paterson, W. D., Airdrie, D. And Boston, L. D., (1992). Defense mechanisms of the 
American lobster (Homarus americanus): vaccination provided protection against gaffkemia infections in 
laboratory and field trials. Fish and Shellfish Immunology, 2: 109-119. 

68- Kiatpathomchai W., Boonsaeng V., Tassanakajon A.,Wongteerasupaya C., Jitrapakdee S. & Panyim S. 
(2001)A non-stop, single-tube, semi-nested PCR technique for grading the severity of white spot 
syndrome virus infections in Penaeus monodon. Diseases of Aquatic Organisms 47, 235–239. 

69- Kim C.S., Kosuke Z., Nam Y.K., Kim S.K. & Kim K.H. (2007) Protection of shrimp (Penaeus  chinensis) 
against white spot syndrome virus (WSSV) challenge by double-stranded RNA. Fish & Shellfish 
Immunology 23, 242–246. 

70- Kimbrell, D. A. And Beutler, B., (2001). The evolution and genetics of innate immunity. Nature Reviews 
Genetics, 2: 256-267. 

71- Kou G.H., Peng S.E., Chiu Y.L. & Lo C.F. (1998) Tissue distribution of white spot syndrome  virus 
(WSSV) in shrimp and crabs. In: Advances in Shrimp Biotechnology (ed. by T.W. Flegel), pp. 267–271. 
National Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Bangkok. 

72- Kurtz, J. And Franz, K., (2003). Innate defense: evidence for memory in invertebrate immunity. Nature, 
425: 37-38. 

73- Lee, S.Y., Söderhäll, K., (2002). Early events in crustacean innate immunity. Fish and Shellfish 
Immunology, 12, 421-437. 

74- Leu J.H., Tsai J.M., Wang H.C., Wang A.H.J., Wang C.H., Kou G.H. & Lo C.F. (2005) The unique 
stacked rings in the nucleocapsid of the white spot syndrome virus virion are formed by the major 
structural protein VP664, the largest viral structural protein ever found. Journal of Virology 79, 140–149. 



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٦٠

75- Lewis, R.R. III., Phillips, M.J., Clough, B. & Macintosh, D.J. (2003). Thematic review on coastal wetland 
habitats and shrimp aquaculture. Report prepared under the World Bank, NACA, WWF and FAO 
Consortium Program on Shrimp Farming and Environment. Work in Progress for Public Discussion. 
Published by the Consortium, pp. 81.  

76- Li H., Zhu Y., Xie X. & Yang F. (2006a) Identification of a novel envelope protein (VP187) gene from 
shrimp white spot syndrome virus. Virus Research 115, 76–84. 

77- Li HX, Meng XL, Xu JP, Lu W, Wang J.(2005). Protection of crayfish, Cambarus clarkii, from white 
spot syndrome virus by polyclonal antibodies against a viral envelope fusion protein. Journal of  Fish 
Disease;28:285–91. 

78- Li L., Xie X. & Yang F. (2005a) Identification and characterization of a prawn white spot syndrome virus 
gene that encodes an envelope protein VP31. Virology 340, 125–132. 

79- Li Q., Chen Y. & Yang F. (2004) Identification of a collagen-like protein gene from white spot syndrome 
virus. Archives of Virology 149, 215–223. 

80- Li, L., Xie, X., Yang, F., (2005). Identification and characterization of a prawn white spot syndrome virus 
gene that encodes an envelope protein VP31.Virology, 340,125-32. 

81- Li, L.J., Yuan, J.F., Cai, C.A., Gu, W.G., Shi, Z.L., (2006). Multiple envelope proteins are involved in 
white spot syndrome virus (WSSV) infection in crayfish. Archives of Virology, 151, 1309-1317. 

82- Li, P., Burr, G.S., Gatlin, D.M., Hume, M.E., Patnaik, S., Castille, F.L. & Lawrence, A.L. (2007). Dietary 
supplementation of short-chain fructooligosaccharides influences gastrointestinal microbiota composition 
and immunity characteristics of Pacific white shrimp,  Litopenaeus vannamei, cultured in a recirculating 
system. Journal of  Nutrition 137, 2763–8.  

83- Li, Q., Zhang, J., Chen, Y. & Yang, F. (2003). White spot syndrome virus (WSSV) infectivity for 
Artemia at different developmental stages. Diseases in Aquatic Organisms 57, 261–264.  

84- Lightner D.V. (1996) A Handbook of Pathology and Diagnostic Procedures for Diseases of Penaeid 
Shrimp. World Aquaculture Society, Baton Rouge, Louisiana, USA. 

 Lightner D.V., Hasson K.W., White B.L. & Redman R.M. (1998) Experimental infection of western hemisphere 
penaeid shrimp with Asian white spot syndrome virus and Asian yellow head virus. Journal of Aquatic 
Animal Health 10, 271–281. 

85- Lightner, D.V. (2003). Exclusion of specific pathogens for disease prevention in a penaeid shrimp 
biosecurity program. In: Biosecurity in aquaculture production systems: Exclusion of pathogens and other 
undesirables (C.-S. Lee & P.J. O’Bryen, eds.). The World Aquaculture Society , Baton Rouge, LA, USA. 
pp. 81-116.  

86- Lightner, D.V., Redman, R.M., Poulos, B.T., Nunan, L.M., Mari, J.L. & Hasson, K.W. (1997). Risk of 
spread of penaeid shrimp viruses in the Americas by the international movement of live and frozen 
shrimp. Scientific and Technical Review  16, 146–160.  

87- Liu Y., Wu J., Song J., Sivaraman J. & Hew C.L. (2006) Identification of a novel nonstructural protein, 
VP9, from white spot syndrome virus: its structure reveals a ferredoxin fold with specific metal binding 
sites. Journal of Virology 80, 10419–10427. 

88- Liu, H., Jiravanichpaisal, P., Söderhäll, I., Söderhäll, K., 2006. Antipolysaccharide factor interferes with 
white spot syndrome virus replication in vitro and in vivo in the crayfish Pacifastacus leniusculus. J. 
Virol. 80, 10365-10371. 

89- Lo C.F., Ho C.H., Chen C.H., Liu K.F., Chiu Y.L., Yeh P.Y., Peng S.E., Hsu H.C., Liu H.C., Chang C.F., 
Su M.S., Wang C.H. & Kou G.H. (1997) Detection and tissue tropism of white spot syndrome 
baculovirus (WSBV) in captured brooders of Penaeus monodon with a special emphasis on reproductive 
organs. Diseases of Aquatic Organisms 30, 53–72. 

90- Lo C.F., Ho C.H., Peng S.E., Chen C.H., Hsu H.C., Chiu Y.L.,Chang C.F., Liu K.F., Su M.S., Wang C.H. 
& Kou G.H.(1996b) White spot syndrome baculovirus (WSBV) detected in cultured and captured shrimp, 
crabs and other arthropods. Diseases of Aquatic Organisms 27, 215–225. 

91- Lo C.F., Leu J.H., Ho C.H., Chen C.H., Peng S.E., Chen Y.T., Chou C.M., Yeh P.Y., Huang C.J., Chou 
H.Y., Wang C.H. & Kou G.H. (1996a) Detection of baculovirus associated with white spot syndrome 
(WSBV) in penaeid shrimp using polymerase chain reaction. Diseases of Aquatic  Organisms 25, 133–
141. 

92- Loker ES, Adema CM, Zhang SM, Kepler TB.( 2004). Invertebrate immune systems—not homogeneous, 
not simple, not well understood. Immunology Review;198:10–24. 

93- Lorenzen N, Lorenzen E, Einer-Jensen K.( 2001). Immunity to viral haemorrhagic Lotz J.M. & Soto 
A.M. (2002) Model of white spot syndrome virus (WSSV) epidemics in Litopenaeus vannamei. Diseases 
of Aquatic Organisms 50, 199–209. 



 �٦١ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

94- Lotz, J.M. & Soto, M.A. (2002). Model of white spot syndrome virus (WSSV) epidemics in Litopenaeus 
vannamei. Diseases in Aquatic Organisms 50, 199–209.  

95- Luo, T., Li, F., Lei, K., Xu, X., 2007. Genomic organization, promoter characterization and expression 
profiles of an antiviral gene PmAV from the shrimp Peaneus monodon. Mol. Immunol. 44, 1516-1523. 

96- Luo, T., Zhang, X., Shao, Z. & Xu, X. (2003). PmAV, a novel gene involved in virus resistance of shrimp 
Penaeus monodon. FEBS Letters 551, 53–57.  

97- Marks, H., Goldbach, R.W., Vlak, J.M. & van Hulten, M.C.W. (2004). Genetic variation among isolates 
of white spot syndrome virus. Archives of Virology  149, 673–697.  

98- Marks, H., van Duijse, J.J.A., Zuidema, D., van Hulten, M.C.W. & Vlak, J.M. (2005a). Fitness and 
virulence of an ancestral white spot syndrome virus isolate from shrimp. Virus Research 110, 9-20.   

99- Marks, H., Vorst, O., van Houwelingen, A.M., van Hulten, M.C. & Vlak, J.M. (2005b). Gene-expression 
profiling of white spot syndrome virus in vivo.  Journal of General Virology  86, 2081–2100.  

100- Mavichak, R. Kondo, H. Hirono, I. Aoki, T. Kiyono, H. and Yuki, Y. 2009. Protection of pacific white 
shrimp,  Litopenaeus vannamei against white spot virus following administration of N-terminus truncated 
recombinant VP28 protein expressed in Gram-positive bacteria, Brevibacillus choshinensis. Aquaculture 
Science 57:83-90. 

101- Mikalsen AB, Torgersen J, Alestrom P, Hellemann AL, Koppang EO, Rimstad E.( 2004).  Protection of 
Atlantic salmon Salmo salar against infectious pancreatic necrosis after DNA vaccination. Diseases of 
Aquatic Organisms ;60:11–20. 

102- Moon, C.H., Do, J.W., Cha, S.J., Yoon,W.J., Kim, S.B., Ko, M.S., Park, M.A., Kim, J.W., Sohn, 
S.K.,Lee, J.H. & Park, J.W. (2003). Highly conserved sequences of three major virion proteins of a 
Korean isolate of white spot syndrome virus (WSSV). Diseases in Aquatic Organisms 53, 11–13.  

103- Musthaq, S.S., Sudhakaran, R., Ahmed, V.P.I., Balasubramanian, G., Sahul Hameed, A.S., (2006). 
Variability in the tandem repetitive DNA sequences of white spot syndrome virus (WSSV) genome and 
suitability of VP28 gene to detect different isolates of WSSV from India. Aquaculture, 256, 34-41. 

104- Nadala E.C.B. & Loh P.C. (1998) A comparative study of three different isolates of white spot virus. 
Diseases of Aquatic Organisms 33, 231–234. 

105- Namikoshi A, Wu JL, Yamashita T, Nishioka T, Arimoto M, Muroga K.(2004).  Vaccination trials with 
Penaeus japonicus to induce resistance to white spot syndrome virus. Aquaculture;229:25–35. 

106- Newman, S.G., Bullis, R.A., 2001. Immune mechanisms of shrimp: form, function and practical 
application.  In: Browdy C.L. and Jory D.E., editors. 2001. The New Wave, Proceedings of the Special 
Session on Sustainable Shrimp Culture, Aquaculture 2001. The World Aquaculture Society, Baton 
Rouge, Louisiana, USA, 226-237 pp. 

107- OIE (World Organisation for Animal Health, formerly Office International des Epizooties) 
(2003).Manual of diagnostic tests for aquatic animals, 4th edn. OIE, Paris.  

108- Otta S.K., Shubha G., Joseph B., Chakraborty A., Karunasagar I.& Karunasagar I. (1999) Polymerase 
chain reaction (PCR) detection of white spot syndrome virus (WSSV) in cultured and wild crustaceans in 
India. Diseases of Aquatic Organisms 38, 67–70. 

109- Pan, J., Kurosky, A., Xu, B., Chopra, A.K., Coppenhaver, D.H., Singh, I.P., Baron, S., (2000). Broad 
antiviral activity in tissues of crustaceans. Antiviral Research, 48, 39-47. 

 110- Park J.H., Lee Y.S., Lee S. & Lee Y. (1998) An infectious viral disease of penaeid shrimp newly found in 
Korea. Diseases of Aquatic Organisms 34, 71–75. 

110- Park, J.H., Seok, S.H., Cho, S.A., Baek, M.W., Lee, H.Y., Kim, D.J., Kim, H.Y., Chang, S.O. & Park, 
J.H. (2004). Safety and protective effect of a disinfectant (STEL water) for white spot syndrome viral 
infection in shrimp. Diseases in Aquatic Organisms 60, 253–257. 

  Phuoc, L.H., Corteel, M., Thanh, N.C., Nauwynck, H., Pensaert, M., Alday-Sanz, V., Van den Broeck,W., 
Sorgeloos, P. & Bossier, P. (2009). Effect of dose and challenge routes of Vibrio spp. on co-infection 
with white spot syndrome virus in Penaeus vannamei . Aquaculture 290, 61-68.  

111- Poulos, B.T., Pantoja, C.R., Bradley-Dunlop, D., Aguilar, J., Lightner, D.V., (2001). Development and 
application of monoclonal antibodies for the detection of white spot syndrome virus of penaeid shrimp. 
Diseases in Aquatic Organisms, 47, 13-23. 

112- Pramod-Kiran R., Rajendran K., Jung S. & Oh M. (2002) Experimental susceptibility of different life-
stages of the giant freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii (de Man), to white spot syndrome virus 
(WSSV). Journal of Fish Diseases 25, 201–207. 

113- Rahman, M.M., Escobedo-Bonilla, C.M., Corteel, M.,  Dantas-Lima, J.J., Wille, M., Sanz, V.A., 
Pensaert, M.B., Sorgeloos, P. & Nauwynck, H.J. (2006). Effect of high water temperature (33degrees C) 
on the clinical and virological outcome of experimental infections with white spot syndrome virus 
(WSSV) in specific pathogen-free (SPF) Litopenaeus vannamei. Aquaculture 261, 842-849.  



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٦٢

114- Rajan P.R., Ramasamy P., Purushothaman V. & Brennan G.P.(2000) White spot baculovirus syndrome in 
the Indian shrimp Penaeus monodon and P. indicus. Aquaculture 184, 31–44. 

115- Rajendran K.V., Vijayan K.K., Santiago T.C. & Krol R.M.(1999) Experimental host range and 
histopathology of white spot syndrome virus (WSSV) infection in shrimp, prawns, crayfish and lobsters 
from India. Journal of Fish Diseases 22,183–191. 

116- Robalino, J., Bartlett, T.C., Chapman, R.W., Gross, P.S., Browdy, C.L., Warr, G.W., (2007). Double-
stranded RNA and antiviral immunity in marine shrimp: inducible host mechanisms and evidence for the 
evolution of viral counter-responses. Dev. Comp. Immunol. 31, 539-547. 

117- Robalino, J., Browdy, C.L., Prior, S., Metz, A., Parnell, P., Gross, P., Warr, G.,(2004). Induction of 
antiviral immunity by double-stranded RNA in a marine invertebrate. J. Virol. 78, 10442-10448. 

118- Rodriguez, J., Bayot, B., Amano,Y., Panchan, F., de B I., Alday, V. & Calderon, J. (2003). White spot 
syndrome virus infection in cultured Penaeus vannamei  (Boone) in Ecuador with emphasis on 
histopathology and ultrastructure. Journal of Fish Disease  26, 439–450. 

119- Rojtinnakorn, J., Hirono, I., Itami, T., Takahashi, Y. And Aoki, T., (2002). Gene expression in 
haemocytes of kuruma prawn, Penaeus japonicus, in response to infection with WSSV by EST approach. 
Fish and Shellfish Immunology, 13: 69-83. 

120- Rosenberry,  B. (1996). World shrimp farming 1996.  Shrimp News International, San Diego, CA, USA, 
164 pp.  

 

121- Rosenberry, B. (2000). World shrimp farming 2000.  Shrimp News International, San Diego, CA, USA, 
324 pp.  

122- Rosenberry, B. (2002). World shrimp farming 2002.  Shrimp News International, San Diego, CA,USA. , 
pp. 3–6.  

123- Rosenberry, B. (2004). World shrimp farming 2004.  Shrimp News International, San Diego, CA,USA, 
pp. 52–89.  

124- Rout, N., Kumar, S., Jaganmohan, S. & Murugan, V. (2007). DNA vaccines encoding viral envelope 
proteins confer protective immunity against WSSV in black tiger shrimp. Vaccine 25, 2778–86.  

125- Roux, M.M., Pain, A., Klimpel, K.R., Dhar, A.K., (2002). The lipopolysaccharide and β-1, 3 glucan 
binding protein gene is upregulated in white spot virus-infected shrimp (Penaeus stylirostris). Journal of 
Virology, 76, 7140-7149. 

126- Sahtout, A.H., Hassan, M.D., Shariff, M., 2001. DNA fragmentation, an indicator of apotosis, in cultured 
black tiger shrimp Penaeus monodon infected with white spot syndrome virus (WSSV). Dis. Aquat. Org. 
44, 155-159. 

127- Sahul Hameed, A.S., Sarathi, M., Sudhakaran, R., Balasubramanian, G., Musthaq, S.S., 2006. 
Quantitative assessment of apoptotic hemocytes in white spot syndrome virus (WSSV) infected penaeid 
shrimp,  Penaeus monodon and  Penaeus indicus, by flow cytometric analysis. Aquaculture 256, 111-120. 

128- Sahul-Hameed A.S., Anilkumar M., Raj M.L.S. & Jayaraman K. (1998) Studies on the pathogenicity of 
systemic ectodermal and mesodermal baculovirus and its detection in shrimp by immunological methods. 
Aquaculture 160, 31–45. 

129- Sahul-Hameed, A.S., Balasubramanian, G., Syed Musthaq, S. & Yoganandhan, K. (2003).Experimental 
infection of twenty species of Indian marine crabs with white spot syndrome virus (WSSV). Diseases in 
Aquatic Organisms 57, 157–161.  

130- Schröder, M., Bowie, A.G., 2005. TLR3 in antiviral immunity: key player or bystander ? Trends 
Immunol. 26, 462-468. 

131- Seiffert W, Beltrame E, Andreatta E, Maggioni D. Enfermidades,uma oportunidade para repensar o 

cultivode camar觛es marinhos. Panaroma da 2006; 97: 32-38. 

132- Shi Z., Wang H., Zhang J., Xie Y., Li L., Chen X., Edgerton B.F. & Bonami J.R. (2005) Response of 
crayfish, Procambarus clarkii, haemocytes infected by white spot syndrome virus. Journal of Fish 
Diseases 28, 151–156. 

133- Singh, I.S.B., Manjusha, M., Pai, S.S. & Philip, R. (2005). Fenneropenaeus indicus is protected from 
white spot disease by oral administration of inactivated white spot syndrome virus. Diseases in Aquatic 
Organisms 66, 265–70.  

134- Soderhall, K., (1999). Invertebrate immunity. Developmental and Comparative Immunology, 23: 263-
266. 

135- Solano, J.L.O. & Soto, J.O. (2006). The functional  property of  Bacillus for shrimp feeds.  Food 
Microbiology 23, 519–525.  



 �٦٣ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

136- Song, Y. L. And Hsieh, Y. T., (1994). Immunostimulation of tiger shrimp (Penaeus monodon) hemocytes 
for generation of microbicidal substances: Analysis of reactive oxygen species. Developmental and 
Comparative Immunology, 18: 201-209. 

137- Song, Y.L. Liu, J.J. Chan, L.C. and Sung, H.H. 1997. Glucan-induced disease resistance in tiger shrimp 
(Penaeus monodon). Developments in Biological Standardization. 90:413-421. 

138- Sulaiman ZH, Ming Chan RH, Simanjuntak PM.( 1999).  Gene expression in black tiger prawns 
following intramuscular injection of _-gal plasmid. Aquaculture International;7:333–40. 

139- Supamattaya K., Hoffman R.W., Boonyaratpalin S. & Kanchanaphum P. (1998) Experimental  
transmission of white spot syndrome virus (WSSV) from black tiger shrimp Penaeus monodon to the 
sand crab Portunus pelagicus, mud crab Scylla serrata and krill Acetes sp. Diseases of Aquatic Organisms 
32,79–85. 

140- Takahashi Y., Kondo M., Itami T., Honda T., Inagawa H.,Nishizawa T., Soma G.I. & Yokomiso Y. 
(2000) Enhancement of disease resistance against penaeid acute viraemia and induction of virus-
inactivating activity in haemolymph of kuruma shrimp, Penaeus japonicus, by oral administration of 
Pantoea agglomerans lipopolysaccharide (LPS). Fish & Shellfish Immunology 10, 555–558. 

141- Takano T, Iwahori A, Hirono I, Aoki T.( 2004). Development of a DNA vaccine against hirame 
rhabdovirus and analysis of the expression of immune-related genes after vaccination. Fish and Shellfish 
Immunology;17:367–74. 

142- Teunissen, O. S. P., Faber, R., Booms, G. H. R., Latscha, T. And Boon, J. H., (1998). Influence of 
vaccination on vibriosis resistance of the giant black tiger shrimp, Penaeus monodon (Fabricius). 
Aquaculture, 164: 359-366. 

143- Tsai J.M., Wang H.C., Leu J.H., Hsiao H.H., Wang A.H.J., Kou G.H. & Lo C.F. (2004) Genomic and 
proteomic analysis of thirty-nine structural proteins of shrimp white spot syndrome  virus. Journal of 
Virology 78, 11360–11370. 

144- Tsai J.M., Wang H.C., Leu J.H., Wang A.H.J., Zhuang Y., Walker P.J., Kou G.H. & Lo C.F. (2006) 
Identification of the nucleocapsid, tegument and envelope proteins of the shrimp white spot syndrome 
virus virion. Journal of Virology 80,3021–3029. 

145- van De Braak C.B.T., Botterblom M.H.A., Huisman E.A.,Rombout J.H.W.M. & van der Knaap W.P.W. 
(2002) Preliminary study on the haemocyte response to white spot syndrome virus  infection in black 
tiger shrimp Penaeus monodon. Diseases of Aquatic Organisms 51, 149–155. 

146- van Drunen LHS, Gerdts V, Loehr BI, Pontarollo R, Rankin R, Uwiera R, et al.( 2000). Recent advances 
in the use of DNA vaccines for the treatment of diseases of farmed animals. Advance Drug Delivery 
Review;43:13–28. 

147- van Hulten M.C.W. & Vlak J.M. (2002) Genetic evidence for a unique taxonomic position of white spot 
syndrome virus of shrimp: genus Whispovirus. In: Diseases in Asian Aquaculture IV (ed. by C.R. 
Lavilla-Pitogo & E.R. Cruz-Lacierda), pp. 25–35. Fish Health Section, Asian  Fisheries Society, Cebu 
City,Philippines. 

148- van Hulten M.C.W., Witteveldt J., Peters S., Kloosterboer N.,Tarchini R., Fiers M., Sandbrink H., Klein-
Langhorst R. & Vlak J.M. (2001a) The white spot syndrome virus DNA genome sequence. Virology 286, 
7–22. 

149- van Hulten M.C.W., Witteveldt J., Snippe M. & Vlak J.M. (2001b) White spot syndrome virus envelope 
protein VP28 is involved in the systemic infection of shrimp. Virology 285, 228–233. 

150- Vaseeharan, B., Anand, T.P., Murugan, T. & Chen, J.C. (2006). Shrimp vaccination trials with the VP292 
protein of white spot syndrome virus. Letters of Applied Microbiology  43, 137–42.  

151- Venegas C.A., Nonaka L., Mushiake K., Nishizawa T. & Muroga K. (2000) Quasi-immune  response of 
Penaeus japonicus to penaeid rod-shaped DNA virus (PRDV). Diseases of Aquatic Organisms 42, 83–89. 

152- Vlak, J.M., Bonami, J.R., Flegel, T.W., Kou, G.H., Lightner, D.V., Lo, C.F., Loh, P.C. & Walker,P.W. 
(2005).  Nimaviridae. In: Virus Taxonomy. Eighth Report of the International Committee on Taxonomy 
of Viruses (C.M. Fauquet, M.A. Mayo, J. Maniloff, U. Desselberger & L.A. Ball, eds.), pp. 187–192. 
Elsevier, Amsterdam. 

153- Walker, P.J. & Mohan, C.V. (2009). Viral disease emergence in shrimp aquaculture: origins, impact and 
the effectiveness of health management strategies. Review in Aquaculture  1, 125–154.  

154- Wang C.H., Lo C.F., Leu J.H., Chou C.M., Yeh P.Y., Chou H.Y., Tung M.C., Chang C.F., Su M.S. & 
Kou G.H. (1995) Purification and genomic analysis of baculovirus associated with white spot syndrome 
(WSBV) of Penaeus monodon. Diseases of Aquatic Organisms 23, 239–242. 

155- Wang C.S., Tsai Y.J. & Chen S.N. (1998b) Detection of white spot disease virus (WSDV) infection in 
shrimp using in situ hybridization. Journal of Invertebrate Pathology 72, 170–173. 



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٦٤

156- Wang H.C., Wang H.C., Leu J.H., Kou G.H., Wang A.H.J. & Lo C.F. (2007) Protein expression profiling 
of the shrimp cellular response to white spot syndrome virus infection. Developmental and Comparative 
Immunology, 31, 672–686. 

157- Wang Q., White B.L., Redman R.M. & Lightner D.V. (1999b) Per os challenge of Litopenaeus vannamei 
postlarvae and Farfantepenaeus duorarum juveniles with six geographic isolates of white spot syndrome 
virus. Aquaculture 170, 179–194. 

158- Wang Y.C., Lo C.F., Chang P.S. & Kou G.H. (1998a) Experimental infection of white spot baculovirus in 
some cultured and wild decapods in Taiwan. Aquaculture 164, 221–231. 

159- Wang Y.G., Hassan M.D., Shariff M., Zamri S.M. & Chen X. (1999a) Histopathology and cytopathology 
of white spot syndrome virus (WSSV) in cultured Penaeus monodon from peninsular Malaysia with 
emphasis on pathogenesis and the mechanism of white spot formation. Diseases of Aquatic Organisms 
39, 1–11. 

160- Wang Y.T., Liu W., Seah J.N., Lam C.S., Xiang J.H., Korzh V. & Kwang J. (2002) White spot syndrome 
virus (WSSV) infects specific hemocytes of the shrimp Penaeus merguiensis. Diseases of Aquatic 
Organisms 52, 249–259. 

161- Wang, B., Li, F., Dong, B., Zhang, X., Zhang, C., Xiang, J., 2006. Discovery of the Genes in Response to 
White Spot Syndrome Virus (WSSV) Infection in  Fenneropenaeus chinensis Through cDNA Microarray. 
Mar. Biotechnol. 8, 491-500.   

162- Wang, C.H., Lo, C.F., Leu, J.H., Chou, C.M., Yeh, P.Y., Chou, H.Y., Tung, M.C., Chang, C.F., Su, M.S. 
& Kou, G.H. (1995). Purification and genomic analysis of baculovirus associated with white spot 
syndrome (WSBV) of Penaeus monodon. Diseases in Aquatic Organisms 23, 239–242. 

 163.   Wang, Q., Nunan, L.M. & Lightner, D.V. (2000a). Identification of genomic variations among geographic 
isolates of white spot syndrome virus using restriction analysis and Southern blot hybridization. Diseases 
in Aquatic Organisms 43, 175-181.  

163- Wang, Q., Poulos, B.T. & Lightner, D.V. (2000b). Protein analysis of geographic isolates of shrimp white 
spot syndrome virus. Archives of Virology  145, 263–274.  

164- Wang, Q., White, B.L., Redman, R.M. & Lightner, D.V. (1999b). Per os challenge of Litopenaeus 
vannamei postlarvae and Farfante  penaeus duorarum juveniles with six geographic isolates of white spot 
syndrome virus. Aquaculture 170, 179–194.  

165- Wang, Y.C., Lo, C.F., Chang, P.S. & Kou, G.H. (1998). Experimental infection of white spot baculovirus 
in some cultured and wild decapods in Taiwan. Aquaculture 164, 221-231. 

166- Westenberg, M., Heinhuis, B., Zuidema, D., Vlak, J.M.,( 2005). siRNA injection induces sequence-
independent protection in  Penaeus monodon against white spot syndrome virus. Virus Res. 114, 133-139. 

167- Witteveldt, J. Cifuentes, C. C. Vlak, J. M. and van Hulten, M. C.( 2004a). Protection of Penaeus 
monodon against white spot syndrome virus by oral vaccination.  Journal of Virology 78:2057-2061. 

168- Witteveldt, J. Vlak, J. M. and van Hulten, M. C. (2004b). Protection of Penaeus monodon against white 
spot syndrome virus using a WSSV subunit vaccine.  Fish and Shellfish Immunology 16: 571-579. 

169- Witteveldt, J. Vlak, J.M. and van Hulten, M.C. (2006). Increased tolerance of Litopenaeus vannamei to 
white spot syndrome virus (WSSV) infection after oral application of the viral envelope protein VP28. 
Diseases of Aquatic Organisms 70:167-170. 

170- Wongprasert, K., Khanobdee, K., Glunukarn, S.S., Meeratana, P., Withyachumnarnkul, B., (2003). Time-
course and levels of apotosis in various tissues of black tiger shrimp Penaeus monodon infected with 
white spot syndrome virus. Dis. Aquat. Org. 55, 3-10. 

171- Wongteerasupaya C., Vickers J.E., Sriurairatana S., Nash G.L., Akarajamorn A., Boonsaeng V., Panyim 
S., Tassanakajon A.,Withyachumnarnkul B. & Flegel T.W. (1995) A non-occluded,  systemic baculovirus 
that occurs in cells of ectodermal and mesodermal origin and causes high mortality in the black tiger 
prawn Penaeus monodon. Diseases of Aquatic Organisms 21, 69–77. 

172- Wu C. & Yang F. (2006) Localization studies of two white spot syndrome virus structural proteins VP51 
and VP76. Virology Journal 3, 76–83. 

173- Wu J.L., Namikoshi A., Nishizawa T., Mushiake K., Teruya K. & Muroga K. (2001) Effects of shrimp 
density on transmission of penaeid acute viremia in Penaeus japonicus by cannibalism  and the 
waterborne route. Diseases of Aquatic Organisms 47, 129–135. 

174- Wu W., Wang L. & Zhang X. (2005) Identification of white spot syndrome virus (WSSV) envelope 
proteins involved in shrimp infection. Virology 332, 578–583. 

175- Wu, J. L., Nishioka, T., Mori, K., Nishizawa, T. And Muroga, K., (2002). A timecourse study on the 
resistance of Penaeus japonicus induced by artificial infection with white spot syndrome virus. Fish & 
Shellfish Immunology, 13: 391-403. 



 �٦٥ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

176- Wu, J.L., Namikoshi, A., Nishizawa, T., Mushiake, K., Teruya, K. & Muroga, K. (2001). Effects of 
shrimp density on transmission of penaeid acute viremia in Penaeus japonicus  by cannibalism and the 
waterborne route. Diseases in Aquatic Organisms 47, 129–135. 

 177.   Wu, J.L., Suzuki, K., Arimoto, M., Nishizawa, T. & Muroga, K. (2002). Preparation of an inoculum of 
white spot syndrome virus for challenge tests in Penaeus japonicus . Fish Pathology 37, 65–69.  

177- Xiao N., Zhang X., Dai L., Yuan L., Wang Y., Zhang M., Xu T. & Dai H. (2006) Isolation and 
identification of a novelWSSV nucleocapsid protein by cDNA phage display using an scFv antibody. 
Journal of Virological Methods 137, 272–279. 

178- Xie X. & Yang F. (2006) White spot syndrome virus VP24 interacts with VP28 and is involved in virus 
infection. Journal of General Virology 87, 1903–1908. 

179- Xie X., Xu L. & Yang F. (2006) Proteomic analysis of the major envelope and nucleocapsid proteins of 
white spot syndrome virus. Journal of Virology 80, 10615–10623. 

180- Xu J., Han F. & Zhang X. (2007) Silencing shrimp white spot syndrome virus (WSSV) genes by siRNA. 
Antiviral Research 73, 126–131. 

181- Xu, Z.R., Du, H.H., Xu, Y.X., Sun, J.Y. & Shen, J.  (2006). Crayfish Procambarus clarkii  protected 
against white spot syndrome virus by oral administration of viral proteins expressed in silkworms. 
Aquaculture 253, 179–83.  

182- Yang F., He J., Lin X., Li Q., Pan D., Zhang X. & Xu X. (2001) Complete genome sequence of the 
shrimp white spot bacilliform virus. Journal of Virology 75, 11811–11820.  

183- Yang, L-S., Yin, Z-X., Liao, J-X., Huang, X-D., Guo, C-J., Weng, S-P., Chan, S-M., Yu, X-Q., (2007). A 
toll receptor in shrimp. Mol. Immunol. 44, 1999-2008. 

184- Yi G., Wang Z., Qi Y., Yao L., Qian J. & Hu L. (2004) VP28 of shrimp white spot syndrome  virus is 
involved in the attachment and penetration into shrimp cells. Journal of Biochemistry and Molecular 
Biology 37, 726–734. 

185- Yi M., Jiang-Feng L., Zhang, X.W. Wang, X.W. Zhao, X.F.,  Wang, J.X., (2012). A vector that expresses 

VP28 of WSSV can protect red swamp crayfish from white spot disease. Developmental and 
Comparative Immunology36:442-449. 

186- Yi, G., Qian, J., Wang, Z. & Qi, Y. (2003). A phage-displayed peptide can inhibit infection by white spot 
syndrome virus of shrimp. Journal of General Virology 84, 2545–2553. 

187- Zhan W.B., Wang Y.H., Fryer J.L., Yu K.K., Fukuda H. & Meng Q.X. (1998) White spot syndrome virus 
infection of cultured shrimp in China. Journal of Aquatic Animal Health 10, 405–410. 

188- Zhang X., Huang C., Tang X., Zhuang Y. & Hew C.L. (2004) Indentification of structural proteins from 
shrimp white spot syndrome virus (WSSV) by 2DE-MS. Proteins: Structure, Function and Bioinformatics 
55, 229–235. 

189- Zhu Y., Ding Q. & Yang F.. (2007) Characterization of a homologous-region-binding protein from white 
spot syndrome virus by phage display. Virus Research 125, 145–152. 

190- Zhu Y., Xie X. & Yang F. (2005) Transcription and identification of a novel envelope protein (VP124) 
gene of shrimp white spot syndrome virus. Virus Research 113, 100–106. 

191- Zhu Y.B., Li H.Y. & Yang F. (2006) Identification of an envelope protein (VP39) gene from  white spot 
syndrome virus.Archives of Virology 151, 71–82. 

  

  

  

  



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٦٦

 

 

  

  

  

  

  

  پيوست



 �٦٧ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

  روش تهيه بافرها و محلول هاي مورد استفاده و مواد تشكيل دهنده آن ها 

  روش تهيه محلول تثبيت كننده ديويدسون -1

ليتـر فرمـالين (فرمالدئيـد    ميلـي  220بـا   %95ليتر الكـل اتيليـك   ميلي 330ليتر محلول ديويدسون  براي ساختن يك

شـود. ايـن   ليتر آب مقطر بـه آن اضـافه مـي   ميلي 533ميلي ليتر اسيد استيك گلاسيال مخلوط شده و  115) و 37%

  تثبيت كننده را مي توان در دماي آزمايشگاه به مدت طولاني نگهداري نمود.

  

  RNase freeروش تهيه آب مقطر  -2

ميلي ليتر آب مقطر تزريقي افزوده و به خـوبي مخلـوط    100) به DEPCدرصد دي اتيل پيرو كربنات ( 1/0ميزان  

گـراد گرمخانـه گـذاري شـد و در نهايـت بـه منظـور        درجه سانتي 37ساعت در دماي  12مدت  سپس به گرديد.

  ).1992و همكاران،  Ausubelتوكلاو شد (دست آمده ا، محلول بهDEPCغيرفعال كردن 

  

  تهيه بافر بارگذاري براي ژل آگارز -3

ميلي ليتر گليسيرين استريل افزوده وحجم نهايي  6گرم رنگ بروموفنل بلو را به ميلي 9براي تهيه بافر بارگذاري، 

شود تا در ته ني نمونه ميميلي ليتر رسانده شد. گليسرين موجود در بافر بارگذاري موجب سنگي 10با آب مقطر به

و همكـاران،   Ausubelباشـد ( چاهك قرار گيرد. حركت رنگ بروموفنل بلـو روي ژل، مبـين حركـت نمونـه مـي     

1992  .(  

  

  TAEروش تهيه بافر  -4

 X 1) تهيه شده و دردماي اتاق نگهداري و سپس با غلظت  X 50به صورت محلول ذخيره (غلظت  TAEبافر 

ميلي مولار اسيد استيك  20ميلي مولار تريس و  EDTA، 40ميلي مولار  1محلول آن  X1مصرف گرديد. بافر 

 ( ميلي ليتر اسيد استيك 1/57) با =g/mol114/121MW ( گرم تريس X 50 ،242براي تهيه محلول ذخيره  است.

g/mol05/60MW= و (گرم  6/18EDTA ) g/mol24/372MW=تر ) مخلوط و حجم نهايي با آب مقطر به يك لي

  ). 1992و همكاران،  Ausubelرسانده شد (

  

  ) LBروش تهيه محيط لوريا برتاني ( -5 

گرم كلريد سديم در آب مقطر با حجم  10گرم عصاره مخمر و  5گرم تريپتون،  10، مايع LBبراي تهيه محيط 

ليتر، آگار آگار به آن گرم در  15جامد به ميزان LB نهايي يك ليتر جوشانده و اتوكلاو گرديد. براي تهيه محيط 

  افزوده شد و پس از جوشاندن اتوكلاو گرديد. 



 / ()ارش &%��� $�ح  "!�!� �  ٦٨

ميكروليتر از محلول ذخيره گلوكز  20مايع،  LBگلوكزدار، به ازاء هر ميلي ليتر محيط  LBبراي تهيه محيط 

 ميكرون پالايش گرديد). 2/0مولار تهيه شده و به وسيله فيلتر  2اضافه شد (محلول ذخيره گلوكز با غلظت 

گراد، درجه سانتي 50جامد حاوي آمپي سيلين پس از رسيدن دماي محيط كشت اتوكلاو شده به  LBبراي تهيه 

  ) اضافه شد. µg/µl 100سيلين ( با غلظت به ازاء هر ميلي ليتر محيط، يك ميكروليتر از آمپي

يتر آب مقطـر اسـتريل حـل شـده و     لميلي 1سيلين در گرم از پودر آمپيميلي 100سيلين مقدار به منظور تهيه آمپي

درجـه سـانتي گـراد نگهـداري گرديـد       -20ليتـري دردمـاي   ميلـي  5/1هـاي  پس از تقسيم بندي در ميكروتيـوب 

)Ausubel  ،1992و همكاران.(  

  

   IPTGمولار  1/0روش تهيه محلول  -6

لـي ليتـر آب مقطـر    مي 10) در =IPTG )g/mol283MWميلـي گـرم    IPTG  ،283مـولار  1/0به منظور تهيـه محلـول   

   ).1992و همكاران،  Ausubelميكروني پالايش گرديد ( 22/0و به وسيله فيلتر سرنگي  استريل حل شد

 

  SDS-PAGEتهيه محلول هاي لازم براي  -7 

  درصد اكريل آميد  30روش تهيه محلول  -1-7 

گرم بيس اكريل آميد، آب مقطر  8/0گرم آكريل آميد و  30باشد به اين منظور به توزين در اين روش وزني مي

دقيقه روي همزن قرار داده شـد.   20گرم برسد. سپس مخلوط حاصل به مدت  100اضافه شد تا وزن نهايي آن به 

گراد نگهداري شود.براي درجه سانتي 4اين مخلوط به نور حساس است و پس از تهيه بايد دور از نور و در دماي 

يره كه دور آن نيز با فويل آلومينيوم كاملاً پوشيده شده بود نگهداري شد. اين منظور محلول حاصل را در ظرف ت

)Ausubel  ،1992و همكاران.(  

  

  )Runing buffer)(x5روش تهيه بافر حركت دهنده( -2-7

گرم سديم  5مولار) و  96/0( گرم گلايسين 72مولار)،  125/0( گرم تريس 15/15براي تهيه بافر حركت دهنده، 

ليتـر رسـانده   ميلـي  1000فات را در مقداري آب مقطر مخلوط و حجم نهايي محلول با آب مقطر به دودسيل سول

   ).1992و همكاران،  Ausubelشد (

  

  SDS – PAGE  جهت  Sample buffer ( X 2ي(روش تهيه بافر نمونه-3-7

  بــــامــــولار  5/0ميلــــي ليتــــر تــــريس  2ميلــــي ليتــــر آب دو بــــار تقطيــــر،  4بــــراي تهيــــه ايــــن بــــافر، 

 8/6  =pH  ،1 ميلي ليتر بتا مركاپتواتانول (2 ME)  ،5  ، 2ميلي ليتر گليسرول و در آخر  1ميلي گرم بروموفنول بلو 



 �٦٩ور�� در ��ا�� ���ر� ��� ���� �� .../  ا�� ��ز� 	���ه�� �

باشـد. مخلـوط   درصد با هم مخلوط گرديد. ترتيب ريختن اجـزاء مهـم مـي    10ميلي ليتر سديم دودسيل سولفات 

  ). 1992كاران، و هم Ausubelخوب ورتكس شد تا جهت استفاده آماده شود (

  

     روش تهيه محلول رنگ آميزي كوماسي بلو  -4-7 

ميلي ليتر اسيد اسـتيك   10ميلي ليتر متانول،  50گرم پودر كوماسي بلو،  1/0ي محلول رنگ آميزي به منظور تهيه

  ).1992و همكاران،  Ausubelميلي ليتر آب دو بار تقطير با هم مخلوط شد ( 40و 

  

  ول رنگ برروش تهيه محل -5-7 

ميلي ليتر آب دوبار تقطيـر بـا    60ميلي ليتر اسيد استيك و  10ميلي ليتر متانول،  30به منظور تهيه محلول رنگ بر، 

  ).1992و همكاران،  Ausubelهم مخلوط گرديد (

  

  )  Stacking gel( ) و متراكم كنندهSeparating gel( مواد و مقادير لازم براي ساخت ژل هاي جدا كننده -6-7 

با يكديگر  1-درصد، مواد لازم طبق جدول پ10آميد جدا كننده آكريلليتر ژل پليميلي 30به منظور تهيه 

با  2-درصد، مواد لازم طبق جدول پ 4آميد متراكم كننده آكريلليتر ژل پليميلي 10جهت تهيه  مخلوط و

 ).1992و همكاران،  Ausubelيكديگر مخلوط گرديد (

  
 و مقادير لازم براي تهيه ژل جدا كننده  : مواد1-جدول پ

)Ausubel  ،1992و همكاران(  

  )mlمقدار(  اجزاء

  9/11  آب

  0/10  درصد 30آكريل آميد 

  pH  5/7 = 8/ 8مولار با  تريس يك

  3/0  درصد 10سديم دودسيل سولفات 

  3/0  درصد 10آمونيوم پرسولفات 

  012/0  تمد
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 ي تهيه ژل متراكم كننده : مواد و مقادير لازم برا2-جدول پ

)Ausubel  ،1992و همكاران(  

  )mlمقدار(  اجزاء

  8/6  آب

  7/1  درصد 30آكريل آميد 

  pH=       25/1 8/6مولار با  تريس يك

  1/0  درصد 10سديم دودسيل سولفات 

  1/0  درصد 10آمونيوم پرسولفات 

  01/0  تمد

  

 PBS(1X)روش تهيه  -8

 3/4مـولار كلريـد پتاسـيم،    ميلـي  7/2مولار نمك طعـام،  ميلي 137ي متشكل از )، محلولPBSبافر نمكي فسفات (

ي ايـن  باشـد.به منظـور تهيـه   مـي  مـولار پتاسـيم دي هيـدروژن فسـفات    ميلي 4/1مولار فسفات دي سديك و ميلي

گــرم  g/mol56/74MW=  ،(44/1گــرم كلريــد پتاســيم g/mol44/58MW= ،(2/0 )( گــرم نمــك طعــام 8محلــول، 

بـه    )،=g/mol09/136MW( گرم پتاسم دي هيـدروژن فسـفات   24/0) و =g/mol96/141MWدي سديك  (فسفات 

  ). 1992و همكاران،  Ausubelميلي ليتر رسانده شد ( 1000مقداري آب اضافه و حجم نهايي به 
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Abstract 

Shrimp diseases, especially viral diseases are the major limiting factors of shrimp farming activities in the world. 
White spot disease is one of the most pernicious viral disease that lead to serious loss in all shrimps of penaeids 
family. In Iran during 2002 to 2004 in Khuzestan province and in 2005 in Bushehr province, the most ponds and 
farms infected with white spot and the entire industry faced threat of closure. Surface proteins of virus has 
important role in the early stages of virus with host cell interaction, because these proteins usually enumerated as 
a candidate to produce a subunit and recombinant vaccines. On the other hand, these proteins can use as an 
important virus antigen and produce virus-specific antibodies in the preparation of diagnostic kits. In several 
studies proteins in the form of injection or oral vaccine has shown promising results. This study was designed in 
order to gain these proteins for immunization of white leg shrimp. To achieve the white spot virus genome, 
sampling and DNA extraction of moribund shrimps with clinical signs was done from Choebdeh farms. VP28 
and VP19 protein-coding gene-specific primers were selected, and after amplification and purification were 
cloned in E.coli TG1. Protein expression evaluated and commercial plates were coated with inactivated bacteria 
containing the recombinant protein. White leg shrimp post larvae (PL30) were fed with recombinant food for 7 
days then two times in 9th and 23th day after beginning of plate feeding and was challenged by white spot 

disease virus. 
The results of the first exposure (end of the seventh day after the shrimp fed with recombinant plate) showed that 
the lowest mortality at day 14 after exposure in different groups belong to VP28 group with cumulative mortality 
percent %30 ± 3.84 and the highest percentage of the Group TG1 equal to %72.22±2.93, also The highest and 
lowest relative percent survival, belong to the group of VP28 (60.29± 5.09%) and TG1 (4.41 ± 2.94%), 
respectively. In terms of mortality percent and relative percent survival, VP28 and VP 28+19 has significant 

difference with other groups while there was no significant difference between the groups VP19, TG1 and pMal. 
In the second exposure experiment (21 days after end of plate feeding) results showed that the lowest cumulative 
mortality in different groups belong to VP28 (%50 ± 5.09) and the highest percentage was owned by Group TG1 
equal to %75.55±2.22, also the highest and the lowest of relative percent survival belong to VP28 (%32.86± 
6.83) and TG1 (%0.00 ± 2.98) groups respectively. Similar to the first experiment, VP28 showed significant 

differences in cumulative mortality and relative percentage of survival in contrast to other group. 
As a general conclusion it can be noted that recombinant protein VP28 in any form that delivered to shrimp was 
able to protect shrimp against white spot virus. On the contrary VP19 has no this ability. The survival rate is 
directly related to the duration of the presence of recombinant protein in the diet. 
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