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  چكيده

به منظور بررسي تاثير واكسن ويروس بيماري لكه سفيد توليدي تخفيف حدت يافته با استفاده از اشعه گاما بر 
روزه از مركز تكثير بندر كلاهي 3عدد پست لارو  Litopenaeus vannamei  (14000روي ميگوي پاسفيد غربي(

ر آزمايشگاه پژوهشكده ميگوي كشور ذخيره تائي د 1000گروه 14واقع در استان هرمزگان تهيه گرديد و در 
سازي گرديد. بعد از آداپتاسيون آنها را به  سالن مواجهه كه از قبل آماده شده بود، منتقل نموده و به سه گروه 

روزه با ويروس و بدون مواجهه با ويروس و يك  26و  12روزه و پست لاروهاي 15و  5پست لاروهاي واكسينه 
و بدون ويروس تقسيم و با دو روش غوطه وري و تزريقي با واكسن و ويروس مواجهه  گروه نيز بدون واكسن

نموديم. با توجه به نتايج محاسبه ميزان بقا و تلفات در گروه هاي پست لارو ميگو واكسينه شده و نشده نشان مي 
وزه در دو نوبت ر 15تا  5دهد كه استفاده از اين راديوواكسن به روش غوطه وري در پست لاروهاي ميگوي 

درصد كاهش تلفات در ميگوهاي  39و  24روز به طور معني داري باعث  14تا  10واكسيناسيون به فاصله 
روز پس از آخرين  45و  35واكسينه شده بر ضد ويروس لكه سفيد نسبت به گروه شاهد به ترتيب در زمان هاي 

 35روز شروع به افزايش يافته تا زمان  15يمني واكسيناسيون مي گردد. همچنين درصد بقا نسبي در طي دوره ا
روز پس از آخرين  45روز به حداكثر مي رسد و مجدداً كاهش مي يابد و با توجه به اينكه در اين تحقيق تا زمان 

روز  45بوده در زمان  %76روز  35زمان واكسيناسيون بررسي ها ادامه يافت نشان داد كه درصد بقا نسبي در زمان 
گروه  LSDطرفه با آزمون اهش يافته است. با توجه به مقايسه ميانگين ها به روش آناليز واريانس يكك %61به 

كنترل مثبت با دو گروه واكسينه شده به روشهاي غوطه وري و تزريقي كه مواجهه با ويروس هم شده اند 
سماي كل اختلاف معني دار )ولي در پروتئين پلاP>0.05اختلاف معني داري در تعداد هموسيت كل نشان نداده (

در حاليكه كنترل مثبت با گروه كنترل منفي و گروه واكسينه شده بدون مواجهه با  .)P<0.05نشان ميدهند(
ويروس زنده اختلاف معني داري هم در تعداد پروتئين پلاسماي كل و هم هموسيت كل اختلاف معني دار نشان 

شناسي مشخص ناشي از تاثير ويروس در ميگوهاي واكسنه با غير ). نتايج حاصله تغييرات آسيب P<0.05ميدهند(
واكسينه مواجهه شده با ويروس و عدم مواجهه با ويروس را نشان داد. تغييرات ناشي از ويروس بيماري لكه سفيد 

شود در گروههاي واكسينه كمتر از گروههاي مواجهه مشخص مي  Cowdry type Aكه با مشاهده كنجيدگيهاي
 باشد.س و بدون واكسن ميبا ويرو

  : ميگوي پاسفيد غربي، واكسن بيماري لكه سفيد، ويروس بيماري لكه سفيد، ميزان بقاكلمات كليدي
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مقدمه-1  

ميلادي  1970طولاني است و پرورش تجاري آن به سالهاي نخست دهه  "پرورش ميگو در دنيا داراي سابقه نسبتا
انجام گرفت. او در سال  Hudinageنخستين بار توسط   ميگو براي گردد. تكثير مصنوعيو به كشور ژاپن برمي

ميلادي توانست لارو ميگوي پنئوس ژاپونيكوس را پرورش داده و به مرحله پست لاروي برساند(صديق  1942
 2013شود كه در سال ايي يافته و پيش بيني مي). هم اكنون پرورش ميگو در دنيا رشد افزاينده1370مروستي،
رسد مي %72). دراين ميان سهم ميگوي وانامي به حدود 1ميليون تن برسد (نمودار  2/4ميگو به رقم توليد 

(Valderrama & Anderson, 2011) . 

 

  
 دردنيا 2013و پيش بيني تا سال  2012: توليد ميگوي پرورشي تاسال 1نمودار 

  
هزارتن بوده و پيش بيني  12خورشيدي بالغ بر  1391ميلادي يا 2011در اين ميان توليد ميگودر ايران تا سال 

اس گزارش ). براس1هزارتن برسد ( نمودار  12خورشيدي به رقم  1392ميلادي مطابق با  2013ميشود در سال 
هاي پرورش ميگو موضوع بيماريها بوده و ) از مهمترين چالشAnderson )2011و   Valderramaارائه شده توسط 

ميليارد دلار   6از ميگوي توليدي در دنيا از بين رفته كه رقمي معادل  %22ساليانه از ناحيه بيماريهاي ميگو بالغ بر 
 شود. ساليانه به اين صنعت خسارت وارد مي

تا كنون،بيش از پنجاه كشور به توسعه اين صنعت 1970از زمان شروع صنعت تكثير و پرورش ميگو از سال 
ويژه ميگوهاي حجم بالائي از توليدات آبزيان اين كشورها به ميگوي پرورشي به طوريكهمبادرت ورزيده اند، به

 Vanباشند(ده ميليون دلار در سال مي اقتصادي خانواده پنائيده اختصاص يافته است كه داراي ارزشي بيش از

Hulten et al., 2000باشند، صنعت آبزي پروري در اين هاي ميگو كه مناسب تكثير و پرورش مي). با وجود گونه
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ميلادي توليد ميگوي پرورشي در جهان به رقمي بالغ  2011اي كه در سال بخش به سرعت توسعه يافت به گونه
  )Johnsona et al., 2008; FAO, 2013ميليون تن رسيد ( 4بر 

شكي نيست كه بيماري، مشكل درجه يك تأثير گذار بر حيات اقتصادي وپايداري دراز مدت صنعت پرورش 
هاي كشاورزي هيچ تفاوتي ندارد. از ديد مديريتي،همواره ميگو است. اين صنعت دراين زمينه با ديگر فعاليت

مبارزه ودرمان آنها بعد از وقوع است. يكي از چالشهاي اصلي صنعت پيشگيري از بيماريها بهتر از تلاش براي 
ها دلار به كه بيماريهاي آبزيان ساليانه ميليونطوريآبزي پروري مساله بهداشت و بيماريهاي آبزيان است به

ات هاي آبزيان از موضوعسازند.به همين دليل بهداشت و بيماريدهندگان ماهي و ميگو خسارت وارد ميپرورش
- هاي آبزي پروري در سطح ملي، منطقهشود. با توجه به گسترش فعاليتپروري محسوب ميمهم در توسعه آبزي

- روز بر تعداد آنها افزوده ميدر حال افزايش بوده و روز به (Emerge)اي و بين المللي، تعداد بيماريهاي نوظهور 

بيماري  3بيماري باكتريائي،  4ري ويروسي، بيما 20خصوص ميگو تاكنونشود. در خانواده سخت پوستان به
قارچي و تعدادي انگل گزارش شده است كه باعث ايجاد بيماري و خسارت به صنعت تكثير و پرورش ميگو 

هاي ويروسي همانند بيماري ويروسي لكه بيماريLightner, 1996; Muhammad Meezanur Rahman, 2007) اند(شده
)،بيماري ويروسي سندروم (Yellow head virus، بيماري ويروسي كله زرد((White spot syndrome virus)سفيد
 Infection Hypodermal and)، بيماري نكروز عفوني بافت خونساز و هيپودرم(Tura syndrome virus)تورآ

hematopoietic necrosis virus)بيماري باكيولوويروس مونودن ،(Monodon baculovirus)فوني ، بيماري نكروز ع
) همواره به عنوان عوامل بيماريزاي ويروسي اين صنعت را مورد تهديد Infection myonecrosis virusعضلات(

). از اين ميان بيماري ويروسي لكه سفيد يكي از مهمترين بيماريهاي ويروسي 1386قرار داده اند (افشار نسب، 
  ).Lightner, 1996(شايع در مزارع پرورشي ميگو و ساير سخت پوستان مي باشد 

 100ها گزارش شده وبا مرگ و مير   هاي ويروسي ميگو، بيماري لكه سفيد در كليه گونهدر ميان بيماري
شود. روز، يكي از مهمترين تهديدات صنعت تكثير و پرورش ميگو محسوب مي 10الي  3درصدي در مدت 

وده و باعث تلفات شديد در اين صنعت شده هاي مهم صنعت تكثير و پرورش ميگو بسندرم تورا نيز از بيماري
 ,Flegel)ميباشد( L.stylirostnsو   L.vannameiهاي ميگوهاي خانواده پناييده بالاخصاست و از مهمترين بيماري

2006.  
براي اولين بار در تايوان مشاهده شد و  1992بروز بيماري لكه سفيد در صنعت تكثير و پرورش ميگو از سال 

به دليل انتقال ميگوي منجمد و آلوده به  1995شورهاي آسيايي سرايت نمود. اين بيماري در سال سپس به كليه ك
ويروس لكه سفيد در كشورهاي آمريكايي مثل آمريكا، اكوادور، برزيل، هندوراس و غيره نيز گزارش 

تفاده از گونه گيري اين بيماري، پرورش دهندگان آسيايي مايل به اس). بعد از همه1386گرديد(افشارنسب،
خصوص بيماري لكه سفيد مقاومت هاي ميگو بهرسد گونه وانامي در مقابل بيماريوانامي شدندزيرا به نظر مي

) باورود گونه وانامي به صنعت تكثير و پرورش ميگو، تكثير و توليد آن به شدت Briggs et al., 2004بيشتري دارد(
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توليدات  %90طوريكه امروزه بيش از را گرفت، به (Penaeus monodon)توسعه يافت و جاي گونه ببري سياه 
  )FAO, 2008ميگوي پرورشي جهان به گونه وانامي اختصاص يافته است (

گيري ناشي از بيماري لكه سفيد در سايت تكثير و پرورش ميگوي آبادان همه 1383و 1381در ايران در سال 
 1387در استان بوشهر و در سال  1384ري سپس در سال گيموجب ركود اين صنعت در كشور گرديد. اين همه

  در استانهاي سيستان و بلوچستان و خوزستان موجب وارد آمدن خسارت سنگيني به صنعت پرورش ميگو گرديد.
مؤسسه تحقيقات شيلات ايران اقدام به واردات ميگوي گونه وانامي از  1383با توجه به بروز اين بيماري از سال 

هاي جنوبي كشور قرار گرفت. هر چند ا نمود كه مورد استقبال پرورش دهندگان در استانهاوائي آمريك
مشكلات ناشي از وضعيت قيمت ميگوي پرورشي و بيماري لكه سفيد دو تهديد عمده در توسعه اين صنعت مي 

تا سال  1373سال  ميزان توليد در كشور را از 2باشد، با اين وجود توليد ميگو در كشور متوقف نگرديد. نمودار 
 ).1393نشان مي دهد(مجموعه مقالات سندرم مرگ زود رس،  1392

  

 
  1392تا سال  1373: ميزان توليد ميگو در كشور را از سال 2نمودار 

 

براساس گزارش فائو سالانه بالغ بر سه ميليارد دلار از طريق بيماريهاي ميگو بالاخص بيماري لكه سفيد به صنعت 
كند. ويروس اين بيماري را در توليد ميگو ايجاد مي %40ميگو خسارت وارد شده و كاهش تكثير و پرورش 

است،كه نه تنها در ميگو بلكه در كليه Wispovirusو جنسNimavirideaنام متعلق به خانواده جديدي ار ويروسها به
در ميگو  )باشند روس ميسخت پوستان موجب بيماري شده و تعداد زيادي ازآبزيان و سخت پوستان ناقل اين وي

پوستان از جمله خرچنگ دراز آب شيرين،سيستم ايمني در برابر عوامل بيماريزا، بر سه پايه دفاع با و ساير سخت
باشد، با اين وجود سيستم ايمني استفاده از موانع فيزيكي و شيميائي، دفاع سلولي ودفاع هومورال استوار مي

هاي ويروسي ضعيف بوده و توانائي دفاع ندارد. ها بالاخص بيماريتان در مقابل غالب بيماريسخت پوس
هاي طور وسيعي در كنترل و پيشگيري از بيماريها و ساير مواد شيميائي نيز بههمچنين استفاده از آنتي بيوتيك
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يان و تاثير در كيفيت آب استخرهاي دليل بقا اين مواد در بدن آبزگيرد، ولي بهمختلف مورد استفاده قرار مي
هائي دارد. از طرفي در كنترل وپيشگيري پرورشي و همچنين مقاومتهاي آنتي بيوتيكي استفاده از آنها محدوديت

  بيوتيكها و ساير مواد شيميائي تاثير چنداني ندارند.از بيماريهاي ويروسي بالاخص بيماري لكه سفيد آنتي
يشگيري از بيماريهاي ويروسي استفاده گسترده از مواد  تقويت كننده سيستم ايمني امروزه به منظور كنترل وپ 

(Immunostimulant)ها  مورد توجه جدي قرار گرفته است. واكسيناسيون يا پيشگيري از طريق سيستم و واكسن
د زنده مثل بر پايه واكنش سيستم ايمني موجود زنده در برابر هجوم يك موجو(Immuno-prophylaxis) ايمني 

شود. اگر موجود زنده با ويروس يا ساير ميكروارگانيسم ها بوده كه موجب حذف و مقاومت در برابر آن مي
-دليل ضعف سيستم ايمني نميشود. ميگو بهارگانيسم مواجهه داده شود، سيستم ايمني براي مقابله باآن آماده مي

كننده سسيتم ايمني براي افزايش مقاومت ولي از مواد تقويتتواند به مثابه موجودات عالي به واكسنها پاسخ دهد 
شود.  به عنوان مثال از ليپوپلي ساكاريدها در ميگوي اين موجودات در مقابل ويروسها استفاده وسيعي مي

هاي دريائي سارگاسوم و پادينا در وجلبك (P. monodon)، گلوكان درميگوي ببري سياه  (P. Japonicas)ژاپني
بري سبز استفاده شده و تاثيرات موثري در كنترل بيماري دراين گونه از ميگوها داشته است (افشارنسب ميگوي ب

 ،1386 (.  
) Choi et al., 2011با اين وجود يك سيستم شبه ايمني عليه ويروس لكه سفيد در ميگو تشخيص داده شده است (

اند، در مواجه مجدد با اين سفيد زنده ماندهاي كه ميگوهايي كه پس از شيوع بيماري ويروسي لكه به گونه
را نشان دادند كه اين حالت در ميگوهايي كه يكبار آلوده  %94ماه، درصد بقاء نسبي  4ويروس بعد از گذشت 

تواند تأييدي بر تقويت سيستم شبه ايمني باشد. مطالعه ديگري مشاهده نوعي از مقاومت پيشرفته در اند ميشده
از آلودگي ويروسي لكه سفيد عنوان شد كه اين حالت ممكن است ناشي از يك فاكتور خنثي  ميگوهاي بازمانده

  ) Motamedi Sedeh et al., 2008كننده ناشناخته در پلاسماي ميگوها باشد (
) عنوان نمودند كه ميزان بقاء ميگوهاي بازمانده از شيوع بيماري 2000و همكاران (  Van Hultenهمچنين 

اند، بيشتر فيد پس از مواجهه مجدد با اين ويروس در مقايسه با ميگوهاي كه تاكنون آلوده نشدهويروسي لكه س
كنندگي مي باشد. از سوي ديگر عنوان شد كه در پلاسماي ميگوهاي آلوده شده به ويروس يك فعاليت خنثي

ميگوها شود. لذا  گيرد كه تا حدودي مي تواند موجب جلوگيري از فعاليت ويروس و افزايش بقاءشكل مي
مطالعات صورت گرفته مشخص كرد كه يك پاسخ شبه ايمني سه هفته پس از عفونت اوليه شروع شده و تا هفته 

  ). Jiravanichpaisal et al., 2001چهارم پيشرفت كرده و تا انتهاي ماه دوم پايدار باقي خواهد ماند (
،  و WSSVاكسني مثل واكسنهاي غير فعال شده ها يا تركيبات شبه وهمچنين طي سالهاي اخير از واكسن

همراه داشته است. عليه بيماري لكه سفيد استفاده شده و نتايج قابل قبولي به (Recombinant)واكسنهاي نوتركيب
-واكسنها از روشهاي مهمي هستند كه در آينده مي DNAتكنولوژيهاي جديد از جمله واكسنهاي نوتركيب و 

).  در اين 1390كنترل بيماري لكه سفيد مورد توجه قرار گيرند(افشارنسب و همكاران،  توانند براي پيشگيري و
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طرح با توجه به نتايج حاصل از فاز اول طرح مبني بر استفاده از سه روش اشعه گاما، بيم الكترون و فرمالين 
ر فاز دوم طرح، واكسن مشخص گرديد كه اشعه گاما تاثير بالاتري در غير فعال سازي ويروس لكه سفيد دارد. د

وري و تزريقي تخفيف حدت يافته با اشعه گاما را در پست لاروهاي ميگوي پاسفيد غربي  با دو روش غوطه
  مورد مطالعه قرار داده و ميزان بقا و افزايش سطوح ايمني را مورد بررسي قرار ميدهيم.  

  
  اهداف اصلي پروژه-1-1

  يري از بيماريتعيين دوز مناسب واكسن توليدي در پيشگ •
 تعيين بهترين روش استفاده از واكسن در ميگو •

 تاثير واكسن در بازماندگي ميگوهاي آلوده  •

 ارائه روشي براي  پيشگيري از بيماري لكه سفيد •

 افزايش توليد در واحدهاي تكثير و پرورش ميگو •

 تلاش در جهت افزايش اشتغال در واحدهاي توليدي با پيشگيري از بيماري لكه سفيد •

 
 

 آشنائي با بيماري لكه سفيد-2-1

 عامل بيماري-1-2-1

باشد. ويروس يكي از بزرگترين ويروسهاي جداشده از ميگو مي (WSSV)عامل ايجاد كننده بيماري لكه سفيد
اي شكل متغير بوده و داراي يك زائده دم مانند (دليل نامگذاري اين خانواده، بيماري به شكل تخم مرغي تا ميله

ها شامل يك مولكول باشد. ويريونباشد زيرا نيمابه معني نخ و زائده است)ميوجود زائده دم مانند ميبه دليل 
اي شكل همراه با غشاء پيچيده شده است. اي بزرگ هستند كه در يك نوكلئوكپسيد ميلهدي ان آي دورشته

( بسته به واريته ويروس) را رمزگردان  180نوكلئوكپسيدها داراي ظاهر مخطط هستند. ژنوم ويروس در حدود 
) در اندازه ژنوم ويروس اختلاف نظر وجود دارد، Yang et al., 2001; Van Hulten et al., 2001كند (رمز گذاري مي

 Van Hultenدر بانك ژن ( AF369029جفت باز مربوط به جدايه تايلند با شماره دسترسي  292967اي از محدوده

et al., 2001 (305107 از مربوط به جدايه چين با شماره دسترسي جفت بAF332093 ) در بانك ژنYang et al., 

در بانك ژن. با اين حال  AF440570جفت باز مربوط به جدايه تايوان با شماره دسترسي  307287) تا 2001
درصد  3/99ها تقريباً يكسان بوده و همساني نوكلئوتيدي، هاي به اشتراك گذاشته شده توسط اين ژنومتوالي
ها بيشتر ناشي از چندين حذف و اضافه كوچك در نواحي با تكرارپذيري دي ان آي تا باشد. اختلاف اندازهمي

كيلو جفت باز  13جفت باز و يك حذف بزرگ با اندازه تقريبي  750تغيير پذيري ژنتيكي در يك ناحيه حدود 
فت باز بزرگتر از آخرين جدايه تعيين توالي كيلوج 5) يك ويروس با ژنومي حدود Marks et al., 2004است (

محسوب شود  2005هاي ويروس تا سال شده كشف شد. اين جدايه ممكن است نياي مشترك بالقوه جدايه
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)Marks et al., 2004 پروتئين ساختاري كه در سه لايه مجزا از لحاظ ريخت  50). در مقايسه ويريون ها حداقل
) با تأكيد بر موقعيت تاكسونوميك ويروس لكه سفيد، بيشتر ;Li et al., 2006(شناسي مرتب شده اند وجود دارد 

اي در مقايسه با پروتئين هايي از ديگر رمزگردان ها در صورت وجود، داراي سطح پائيني از شباهت اسيدآمينه
روس اختلافات هاي وي) تاكنون جدايهVlak et al., 2005; Lightner, 2003ويروس ها يا موجودات ديگر هستند (

ها بسيار به هم مرتبط شود كه آناند و حدس زده ميكوچك ژنتيكي و زيستي را در توالي و ميزباني نشان داده
  )  Lightner, 2003گيرند (باشند و حتي از يك منبع نشأت مي

اين  .تدر ويروس لكه سفيد شناسايي شده اس VP9پروتئين ساختاري و يك پروتئين غير ساختاري  50بيش از 
ها يا بر اساس تعداد اسيد آمينه پروتئين SDS-PAGEها در آزمايشات ها را براساس وزن تخميني آنپروتئين

،  VP12 ،VP19 ،VP22 ،VP24 ،VP28 ،VP31،VP36B ،VP38Aهاي غشاء عبارتند از:اند. پروتئيننامگذاري كرده
VP39 ،VP41 ،VP41A ،VP41B ،VP51B ،VP52A ،VP52B ،VP53 ،VP53A ،VP68 ،VP110 ،VP124 ،VP150 ،

VP187 ،VP281 ،VP292 ،VP466)Li et al., 2006; Van Hulten et al., 2000; Wu et al., 2005; Yang & Xie, 2006; Yi 

et al., 2004; Zhang et al., 2002; Zhu et al., 2005(  
 VP15 ،VP35 ،VP51C ،VP60B ،VP388 ،VP664 )Leu et al., 2005; Van Hulten etهاي نوكلئوكپسيد شامل:پروتئين

al., 2002;Witteveldt et al., 2005;هاي موجود در تگومنت(پوشش) عبارتند از: ) و پروتئينVP36A، VP39Aو 
VP95)Tsai et al., 2006ها به طور كامل ها ناشناخته بوده و عملكرد بيشتر اين پروتئين). موقعيت ديگر پروتئين

) Witteveldt et al., 2005يك پروتئين متصل شونده به دي ان اي است (  VP15رسدنظر ميروشن نشده است.به 
، VP24 ،VP28 ،VP31 ،VP36B ،VP68 ،VP76هاي غشايي آزمايشات خنثي سازي نشان داده است كه پروتئين

VP281  وVP466 )  در مراحل اوليه تكثير ويروس لكه سفيد نقش دارندLi et al., 2006; Li et al., 2005; Wu et al., 

2005; Yang & Xie, 2006(  
 Van)  و ايجادعفونت عمومي دخالت دارد (Yi et al., 2004ها (در اتصال و نفوذ ويروس به سلول VP28پروتئين 

Hulten et al., 2001; Wu et al., 2005 پرايمرهاي طراحي شده براي ژن (VP28  و آنتي بادي توليدي بر عليه اين
  (Poulos etal., 2001)  هاي متفاوت اين ويروس مناسب بوده استدر تشخيص جدايهپروتئين 

ها رود. تا مدتروز در محيط آزاد زنده بماند و اگر ميزباني پيدا نكند، از بين مي7 -4ويروس مي تواند به مدت 
 2001نجام گرفته در سال دانستند، ولي با مطالعات مولكولي امي Baculoviridaeاين ويروس رامتعلق به خانواده 
  قرار دادند.  Whispovirusو جنس   Nimaviridaeنامويروس رادر خانواده جديدي به

در  VP 15و VP ،26 VP ،24 VP ،19 VP 28مشخص كرده كه ژنهاي پروتئينهاي ويروس، شامل WSSVترجمه ژنهاي 
ريبونكلئو اسيدها زودتر از اين ژنها  (Riductase)هنگام ايجاد بيماري با تأخير ظاهر شده درحاليكه آنزيم ريدكتاز 

پروتئين هاي شبيه  - (Ribonucletoid ridactase),دنبال آن ساير ژنها شبيه ريبونكلئوتيد ريدكتازشوند. بهظاهر مي
VP ي اند. پروتئينهاشناسائي و مطالعه گرديده (Protein kinase)و پروتئين كينازها  like protein) -(Collagenكلاژن  
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28 ،26 VP  24و VP  ممكن است بوسيله تكرار ژنها رشد و تكثير يابند. همه اينها توسط رمز گردانها(Open reading 

SFrame) ORF اسيد آمينه برآورد گرديده است، اما  206رمزگذاري شده و بطور تقريبي اندازه آنها حدود
 VP 28باشند. مطالعات بعدي نشان داده است كه پروتئينهاي آنها بطور مشخص داراي حركات الكتروفورزي مي

سفيد در ميگو داشته باشند، نقش كليدي در عفونت سيستمي بيماري لكهكه مهمترين پروتئين پوشش ويروس مي
  سازي مشخص گرديده است.بصورت روش خنثي In vivoو اين موضوع از روش 

 DNAهاي يستون است، عبارت از باند كردن پروتئينكه يك پروتئين شديد بازي و مشابه ه 15VPفعاليت پروتئين 
 15VPاند كه پروتئين نشان داده 2005و همكارانش در سال  Witteveldtباشد. همچنيندر نوكلئوكپسيد ويروسها مي

باشند. همچنين اظهار داشتند كه پروتئين باكولوويروسها مي DNAهاي باند شده داراي ساختاري مشابه با پروتئين
15 VP بندي ژنوم ويروس در بستهWSSV داران دار در مهرهدر نوكلئوكپسيد نقش و تأثير دارد. ويروسهاي پوشش

مهرگان داراي گليكوپروتئين در پوشش خود بوده كه غالباً نقش مهمي در واكنشهاي متقابل بين ويروس و و بي
در ديواره غشاء. همچنين هيچكدام از پنج  ها ومشاركت كردنميزبان دارند، شبيه چسبيدن به رسپتورها يا گيرنده

مشاركت دارند، نقشي در اضافه شدن قندها به پروتئين و چربي يا  WSSVپروتئين مهم كه در ساختمان ويروس 
دار نداشته و اين خصوصيت يك خصوصيت غيرمعمول در ويروسهاي پوشش (Glycosylated)گليكوزيليشن 
در چسبيدن و نفوذ به سلولهاي ميگو نقش دارد.  VP 28است كه پروتئين  باشد. اخيراً مشاهده شدهموجودات مي

بوده،  Nuclear localization signal(NLS)گذاري هسته يا كه داراي يك علامت نشانه VP 35مشخص شده پروتئين 
  داخل هسته سلولهاي آلوده دارد.به WSSVويروس  DNAاي در انتقال  نقش واسطه

در مدت يك دقيقه يا  ºC60دقيقه، يا  20در مدت  ºC50سفيد به حرارت ند كه ويروس لكهامطالعات نشان داده
ºC70  زده ميگو براي مدت طولاني شود. اين ويروس در بافت يخدقيقه حساس بوده و غيرفعال مي 2/0در مدت

يك بيماريزائي و در محيط تار ºC30سفيد در آب درياي استريل نگهداري شده در ماند. ويروس لكهزنده مي
روز در  3ماند، اما اعتقاد بر اين است كه اين ويروس در مدت روز حفظ نموده و زنده مي 30خود را تا بيش از 

  شود.يا حرارت غيرفعال مي UVمزارع پرورشي در اثر اشعه 
شود. غيرفعال مي اين ويروس pHو  UVالكل، اوزن، با استفاده از تركيبات كلرين، فرمالين، پويدين آيوداين، اتيل

طور مستقيم بر روي متابوليسم موجودات آبزي درجه حرارت يكي از مهمترين فاكتورهاي محيطي است زيرا به
طور غيرمستقيم كه بهاندازي تاثير دارد و هنگاميگذارد. درجه حرارت برروي مصرف اكسيژن و پوستتأثير مي

محلول ارتباط دارد. مطالعات كمي درخصوص تأثيرات درجه با ساير فاكتورها تركيب شود، با شوري و اكسيژن 
سفيدانجام گرفته است كه به تحقيقات حرارت برروي ايمني ميگوها بالاخص در زمينه گسترش ويروس لكه

  ). 1386بيشتري در آينده  نياز دارد(افشارنسب،
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  پراكندگي جغرافيائي-2-2-1

ات فراواني به پرورش دهندگان ميگو شد. در چين به در كشور چين موجب خسار 1992اين بيماري در سال 
عامل ايجاد كننده بيماري پي نبردند تا اينكه بيماري در تايوان نيز خسارات فراواني را به وجود آورد. با بررسي 
ضايعات ايجاد شده در ميگو مشخص گرديد كه بيماري در بافت هاي هيپودرم و بافت هاي خونساز 

(Hematopoietic) كند و عامل ايجاد كننده بيماري را ويروس تشخيص دادند. اين بيماري در د بيماري ميايجا
نيز موجب خسارت سنگيني در ميگوهاي كشور ژاپن گرديد و عامل ايجاد كننده آن را ويروسي به  1994سال 

جمله چين، هند،  گزارش نمودند. در قاره آسيا، بيماري در اغلب كشورها از Baculoviridaeشكل گرد از خانواده 
مالزي، سنگاپور، تايلند، فيليپين، سريلانكا و ساير كشورهاي پرورش دهنده ميگو گزارش شده است. بيماري لكه 

طوري كه در سفيد از طريق انتقال پست لارو به قاره آمريكا سبب ايجاد خسارت در كشورهاي آن منطقه شد، به
كميته آبزيان سازمان  1999را گزارش نمودند. همچنين در سال، كليه كشورها آن منطقه اين بيماري 1999سال 
OIE  اين بيماري را به عنوان بيماريهاي قابل گزارش براي سخت پوستان اعلام نمود و مقرر گرديد كه كليه

در منطقه  1381كشورها در حمل و نقل سخت پوستان به اين بيماري توجه داشته باشند. در ايران در تابستان سال 
هاي پرورش ميگو در بده آبادان در استان خوزستان، اين بيماري باعث تلفات فراوان گرديد و كليه فعاليتچوئي

 1387و 1384اين منطقه متوقف شد و خسارت سنگيني به پرورش دهندگان وارد گرديد. همچنين در سالهاي 
موجب تلفات سنگيني در اين  بيماري از استان هاي بوشهر، خوزستان و سيستان و بلوچستان نيز گزارش شد و

  مناطق گرديد. 
  
 علائم كلينيكي-3-2-1

شود.علائم باليني بيماري عبارت اين بيماري در كليه ميگوهاي خانواده پنائيده در مرحله جواني و بالغ ديده مي
  است از:

ز اين لكه ها ميلي متر روي كاراپاس ميگو كه بعد از چند رو 2-5/0هاي سفيد رنگ به اندازه. مشاهده لكه1
گيرد. اين لكه ها در قسمت دربندهاي پنجم و ششم بدن نيز مشاهده شده و در انتها كل بدن ميگو را فرا مي

  داخلي كاراپاس ميگو ايجاد مي گردند.
. با توجه به بروز لكه هاي سفيد در قسمت داخلي كاراپاس ميگو و درناحيه اپيدرم، قسمت كوتيكول ميگو به 2

طوري كه در مقايسه با ميگوي سالم عمل جدا شدن كوتيكول بسيار راحت شود، بهاپيدرم جدا مي آساني از لايه
 انجام مي گيرد.

. هپاتوپانكراس ميگوهاي آلوده تغيير رنگ داده و به صورت زرد مايل به سفيد در مي آيند. همچنين 3
 هپاتوپانكراس بسيار بزرگ و شكننده مي شود.

 ريكه عمل انعقاد در مدت زماني طولاني انجام شده يا هرگز انجام نمي گيرد.. همولنف رقيق شده بطو4
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. ميگوها تمايلي به غذا خوردن نداشته و معده ميگوهاي آلوده خالي مي باشد. همچنين به دليل كندي حركات 5
مواد ميگو، ذرات و موادي روي آبشش ميگو رسوب نموده و ميگو بدليل كندي حركت قادر به پاك كردن اين 

 از روي آبشش خود نمي باشد.

. ميگوها در كنارهاي استخر شنا نموده و در بعضي مواقع به آهستگي در سطح آب شنا مي كنند تا زماني كه در 6
 كف استخر فرو روند.

. ميگوهاي بي حال تغيير رنگ داده و كليه اندام هاي حركتي و بدن ميگوها قرمز مي شود. همچنين تعدادي از 7
 ي ميگوهاي آلوده نيز شكسته شده و كوتاه مي گردند.آنتن ها

روز بعد از ظهور علائم كلينيكي در مزارع اتفاق  2-7درصدي معمولاً طي 70 -100. مرگ و مير بسيار زياد 8
مي افتد. مشاهده ميكروسكوپي لكه هاي سفيد نشان مي دهد كه اين لكه ها شامل يك حلقه هاي سفيد داراي 

مي باشند و توسط حفره هاي كوچك به هم متصل بوده و در پاره اي موارد حالت دانه هاي هسته قهوه اي رنگ 
اي رنگ در مركز اين لكه ها مشاهده مي گيرد. همچنين تعدادي نقاط ملانوزه قهوهخود ميتسبيح به

 ميزبانان ويروس لكه سفيدميگو-1-2-4).1386شود(افشارنسب،

) هر Rodriguez et al., 2003دا نسبت به ويروس لكه سفيد حساس هستند (ميگوهاي دريائي خانواده پنائيده شدي
گزارشاتي دال بر  (Hameed et al., 2003)چند كه ساير سخت پوستان و خرچنگهاي دريائي نيز مبتلا مي شوند 

 و  Pacifastacus leniusculus آلوده شدن گونه هاي آب شيرين از جمله خرچنگ دراز آب شيرين
Macrobrachium rosenbergii ) وجود دارد. ژنومDNA   ويروس لكه سفيد مي تواند به روش انتقال عمودي وارد

  .(Jiravanichpaisal et al., 2001) سيست آرتميا گردد، ولي در حين هچ از بين مي رود
  
 سوابق تحقيق-3-1

بررسـي امكـان   "نهـائي پـروژه    در ايران اولين گزار ش مرتبط با توليد واكسن براي بيماري لكه سفيد به گزار ش
تهيه واكسن غير فعال جهت پيشگيري از بيماري ويروسي لكه سفيد با استفاده از روشهاي هسته ائي و غيـر هسـته   

گـردد كـه توسـط موسسـه تحقيقـات شـيلات ايـران و پژوهشـكده تحقيقـات          برمي  "ائي در ميگوي سفيد هندي
). در ايـن  1390بـه انجـام رسـيد (افشارنسـب و همكـاران،       كشاورزي،پزشكي و صنعتي سازمان انرژي هسته ائـي 

پروژه مشخص گرديد كه ويروس لكه سفيد پرتو داده شده با سه روش اشعه گاما، بيم الكترون و فرمـالين داراي  
اثرات  متفاوت بوده و بهترين تاثير واكسن تهيه شده را ميتوان در پرتوهاي تابيده به روش گاما مشاهده نمـود. در  

ml/LD50وسهاي غير فعال شده به روش گاما با تيتر  وير
كيلو گـري در حالـت    15توسط پرتو گاما با دوز   10 504

ml/LD50گردد. همچنين ويروس پرتو داده شده با تيتر  انجماد كاملا غير فعال مي
توسـط بـيم الكتـرون بـا       10 504

ml/LD50ن ويروس با فرمالين با تيتر  كيلو گري در حالت انجماد كاملا غير فعال ميشود و اي 135دوز 
غير   10 504
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فعال ميگردد. در نهايت نتيجه گيري شد كه اثر حفاظتي واكسن توليدي با اشعه گاما اثر بهتري نسبت بـه واكسـن   
  ). 1390هاي حاصل از فرمالين و بيم الكترون دارد(افشارنسب و همكاران، 

نسبت به محافظت از ميگو  VP 19و VP28ده از  پروتئين هاي و همكاران با استفا Witteveldt، 2004در سال 
درمقابل بيماري اقدام نمودندو نشان دادند با توجه به اينكه امكان استفاده از روش تزريقي امكان پذير نميباشد 
بهتر است از روش حمام استفاده گردد. در يك بررسي در محيط طبيعي از طريق روش خنثي سازي، 

از نوكلئو كپسيد ميگو انجام گرديد و اين پروتئين VP28گوي ببري سياه با استفاده از پروتئين واكسيناسيون مي
 ;Van Hullten et al., 2001توانست نقش حفاظتي خوبي در برابر ويروس لكه سفيد در ميگو داشته باشد (

Witteveldt et al., 2004 همچنين با استفاده از پروتئين (VP19 ي موجب تحريك سيستم ايمني فقط از طريق تزريق
) بررسي صورت گرفته Witteveldt et al., 2004شده و باعث تقويت ميگو در برابر ويروس لكه سفيد گرديد (

) بر اساس خنثي سازي نسبت به توليد واكسن نو تركيب با استفاده از 2008و همكاران (Yu Mi Haتوسط 
VP19ين منظور يك قطعه از پروتئين عليه ويروس لكه سفيد ساخته شده است. براي اVP19 به صورت Sf21 در

باند گرديد.  6His-tagسلول حشرات توسط سيستم باكيلوويروس و توسط پروتئين هاي متصل كننده با هيستون 
در خرگوش توليد گرديد. مقدار ثابتي از ويروس لكه سفيد رقيق  rVP19سپس پلي كولونال آنتي سرم بر عليه 

روز از تزريق نمونه هاي  9تلف انكوبه شده و سپس به ميگوي چيني تزريق گرديد. بعد از شده در غلظتهاي مخ
روز  15تلفات در ميگوها گزارش گرديد. ميگوهاي كه با سرمهاي انكوبه تزريق شده بودند بعد از  %100شاهد، 
ميكروليتر، و 5ر، ميكروليت1تلفات در آنها مشاهده شد. ميگوهائي كه به ترتيب با دوزهاي  %85به ميزان 

روز تلفات دادند. اين نتايج بيان ميكند  15بعد از  %6/26و  %40، % 6/66ميكروليتر تزريق شده بودند به ترتيب 10
  شود. كه افزايش ميزان آنتي سرم موجب كاهش مرگ ومير در ميگوها مي

  
  آسيب شناسي-4-1

مشخص  (H&E/Ph)سيلين ائوزين و فلوكسين در رنگ آميزي اندامهاي مختلف ميگوهاي بيمار با رنگ هماتوك
ها گردد كه كليه بافت ها و اندام هاي داراي اكتودرم و مزودرم، آلوده به اين ويروس مي باشند. اين انداممي

شامل آبشش، دستگاه لنفاوي، بافت پيوندي، اپيدرم كوتيكول، روده، معده، قلب، عضلات مخطط، بيضه و 
بي و غدد آنتني مي باشند. با اين حال ويروس سلول هاي هپاتوپانكراس و سلول تخمدان، هموسيت ها، بافت عص

گيهاي  كند. همچنين در سلول هاي هپاتوپانكراس نيز هيچ علائمي از گنجيدهاي اپيتليال روده مياني را آلوده نمي
بيـن فضاهاي  درون سلولي مشاهده نمي شود ولي هموسيت ها به شدت آلوده بوده كه توسط مايع همولنف در

هاي شود. سلولهاي لنفي گنجيدگي ها و آثار آلودگي ويروسي مشاهده ميسلول هـاي مختلف و سينـوس
هپاتوپانكراس به شدت واكوئله شده و موجب كم شدن و از بين رفتن مجاري بين سلولي مي شود. افزايش 

ر مقابل ويروس بوده وتلاش مي نمايد تا ايمني هاي واكوئله هپاتوپانكراس ناشي از فعاليت بالاي اين اندام دسلول
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سلول را افزايش دهد. اين موضوع ممكن است دليلـــي باشد براي اينكه چرا هپاتوپانكراس بسيــــار بزرگ و 
هپاتوپانكراس بندرت ديده مي شوند ولي  Bشود. همچنين واكوئل هاي ايجاد شده در سلول هاي شكننده مي

  ).1386هپاتوپانكراس بشدت افزايش مي يابند(افشارنسب، واكوئلهاي كوچك در بافت
در مطالعات سلولي اندام هاي آلوده در مراحل اوليه آلودگي، هسته سلول هاي آلوده بزرگ و هستك ها 
متلاشي شده، كروماتين ها مهاجرت كرده و مركز سلول بسيار رقيق و حالت قرمز رنگ پيدا مي كند. به دنبال 

در سلولها مشاهده شده و  Cowdry Type A-inclusion body(CAIs)ولي قرمز رنگ به نام آن گنجيدگي بين سل
سپس در حالت پيشرفته رنگ آبي به خود گرفته و گنجيدگي ها متراكم تر مي شود. همچنان كه آلودگي 

ول حالت غير ويروسي توسعه مي يابد، چندين منطقه نكروز با اندازه متغير در سلول ديده مي شود و در نهايت سل
  ).1386طبيعي پيدا مي كند(افشارنسب،

  
  مطالعات ميكروسكوپ الكتروني-5-1

درميس كــوتيكول، اپـيتليال معده، اپيتليال از بافت هاي اپي(TEM)مشاهده با ميكروسكوپ الكترونيكي 
دات هپاتوپانكـــراس، هموسيتها و آبشش نشـــان دهنده وجود گنجيدگي ويروسي مي باشند. با مشاه

توان مشاهده نمود. ميكروسكوپ الكتروني، چگونگي تكثير، تشكيل و توزيع اين ويروس درون هسته را مي
پوشش اين ويروس در برش طولي بيضي متمايل به گرد بوده در صورتيكه در برش عرضي گرد مي باشد. 

ر ميان آنها يك لايه پوشش اين ويروس به صورت سه لايه اي بوده كه شامل دو لايه تاريك در اطراف و د
نانومتردر عرض مي باشد، در  127±11نانومتردر طول و  305±30شفاف مي باشد. پوشش ويروس به اندازه 

  ).1386نانومتردر عرض مي باشد(افشارنسب، 84±9نانومتردر طول و  271±25صورتي كه اندازه كپسول 
  
  (PCR)مطالعات بيماري با استفاده از روش -6-1

شخيص بيماريهاي ميگو كاربرد وسيعي يافته است و براي تشخيص بيماري در ميگو با اين روش اين روش در ت 
سلول آلوده كافي است كه بتوان مثبت بودن حضور عامل بيماري را گزارش نمود. از اين  10وجود حداقل 

 و غيره در MBV,HPV,WSD,IHHNV,BPروش در تشخيص اغلب بيماري هاي ميگواز جمله بيماري هاي 
مي توان از كيت  PCRآزمايشگاه ودر مزارع تكثير و پرورش استفاده مي شود.  امروزه براي انجام آزمايش 

مخصوص بيماري لكه سفيد استفاده نمود كه بصورت تجارتي توليد مي شود. در ايران نيز از كيتهاي تشخيص 
  شود.سريع براي شناسائي اين ويروس استفاده مي
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  وستانسيستم ايمني سخت پ-7-1

در طي روند تكامل، دو مكانيسم دفاعي دروني جهت مقابله با عوامل عفونت زا شكل گرفته است كه عبارتند از 
ايمني ذاتي(طبيعي) و ايمني اكتسابي (سازگار). سيستم ايمني ذاتي را در تمامي جانوران پرسلولي مي توان يافت. 

) مي باشد. مهمترين مكانيسم هاي ايمني سلولي Humoral) و همورال (Cellularاين سيستم شامل عوامل سلولي (
-Cellدر مواجهه با ميكروارگانيسم هاي مهاجم عبارتند از فاگوسيتوز، كپسوله شدن، سايتوتوكسيسيتي سلولي (

Mediated Cytotoxicity ،و لخته شدن همچنين فاكتورهاي ايمني همورال مانند پروتئين هاي لخته شونده (
ثل لكتين ها)، آنزيم هاي هيدروليتيك و پپتيدهاي ضد ميكروبي بوده كه، اغلب به همراه ايمني آگلوتينين ها (م

سلولي توليد شده و فعاليت مي نمايند. از نظر فيلوژني، ايمني اكتسابي جوانتر بوده و فقط در مهره داران يافت مي 
  .(Bachere, 2000)واسطه سلولهاي لمفوسيتي عمل مي كندشود و به
شود. سيستم ايمني اكتسابي و سيستم ايمني مادرزادي، سخت ايمني معمولاً به دو شاخه مهم تقسيم مي سيستم

باشد. مي (Innate)پوستان نظير ميگو فاقد سيستم اكتسابي بوده و سيستم ايمني آنها مبتني بر سيستم دفاع مادرزادي 
طور مشخص در محيط طبيعي و پوست (ميگو، خرچنگ، خرچنگ دراز آب شيرين)  به آبزيان سخت 

باشند. تعدادي از اين عوامل، بيماريزا بوده ولي تعدادي هاي پرورشي با باكتريها و ويروسها در تماس ميسيستم
از آنها غيربيماريزا و فرصت طلب هستند. موجودات زنده در شرايط طبيعي توسط سيستم دفاع ايمني بدن عليه 

باشد. كوتيكول كه پوستان، كوتيكول آنها مي ولين سد دفاعي بدن سختكنند.اعوامل بيماريزا فعاليت مي
باشد كه مانع از چسبيدن كننده شرايط فيزيكي و شيميايي ميباشد تأمينپوستان ميترين قسمت بدن سختبيروني

گزوكوتيكول از سه قسمت اپيكوتيكول،ا(Shell) گردد. كوتيكول يا پوسته عوامل بيماريزا و نفوذ آنها در بدن مي
كوتيكول و اگزوكوتيكول از فسفات و كربنات كلسيم تشكيل شده و اند كه لايه اپيواندوكوتيكول تشكيل شده

باشد. روي سطح اپي كوتيكول  يك سري مواد مومي يا لايه اندوكوتيكول يك لايه كيتني غيركلسيمي مي
ن مواد به خاطر قوام و خاصيت مومي كه شود. ايواكسي توسط غدد ترشحي كه در پوست وجود دارد ترشح مي
  زا هستند. دارند يك عامل فيزيكي و شيميايي در مقابل عوامل بيماري

اي ساده و هيپودرم با بافت همبند نيزكه درزيركوتيكول قرار دارد از لايه اپيدرم با سلولهاي استوانه(Skin) پوست 
باشند. ردار سد دفاعي محكمي در برابر عوامل بيماريزامياند كه با داشتن غدد و سلولهاي كروماتوفوتشكيل شده

دستگاه گوارشي نيز از مهمترين قسمتهائي است كه ممكن است توسط عوامل بيماريزا مورد هجوم قرار گيرد، اما 
شدن يك لايه غشاء كيتيني در طول دستگاه گوارشي و داشتن مواد اسيدي و آنزيمي قادر به غيرفعال با پوشيده
  باشد.و از بين بردن تعداد زيادي از ويروسها و باكتريها ميكردن 
باشد و توانائي دفاع از كوتيكولي براي مقابله با برخي از عوامل بيماريزا كافي مي اي اوقات سيستم دفاعدر پاره

بطور  ولي در برخي موارد كه كوتيكول يا پوست آنها پوست در مقابل اين عوامل بيماريزا را دارد،بدن سخت
فيزيكي آسيب ديده باشد، ممكن است عوامل بيماريزا وارد بدن آنها شده و وارد هموسلهاي ميزبان شوند. در 
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هاي هاي دفاعي مواجه شده كه شامل پاسخاي از مكانيسماين موقع عامل بيماري وارد شده به بدن با مجموعه
و باعث ملانوزه شدن و  (proPO)شده اكسيداز فعال نلباشد. در اين ارتباط ابتدا سيستم پروفهومورال و سلولي مي

باشد. در مرحله بعد سيستم هاي ايمني مؤثر ميشوند كه در پاسخمي Peroxinectinبوجود آمدن فاكتورهائي شبيه 
باشد، در شناسائي عامل بيماري و مواجه با آن دخالت ايمني سلولي كه داراي انواع مختلفي هموسيت مي

يستم ايمني سلولي، مقابله با عامل بيماريزاي وارد شده به بدن ميگو را از طريق فاگوستيوزكردن نمايد. سمي
انداختن آنها توسط هموسيتها و تغيير آنها به شكل يك توده، يا از طريق كپسوله  ها، يا با به دامميكروارگانيسم

 دهد. تودهانجام مي (Cytotoxic)سلولي  عوامل بيماريزاي بزرگ و يا واكنش مسموميت (Encapsulation)نمودن 
شود. در اكسيداز به صورت ملانوزه ظاهر ميشدن يا كپسول شدن عوامل بيماريزا معمولاً از طريق سسيتم فنل

يك مجموعه وسيعي از مولكولهاي مؤثر شبيه پيتيدهاي صورتيكه عفونت عمومي (سيستميك) پيش آيد، 
  شود.باشد توليد ميمي Opsonizationكننده كه فاكتور تأمين AMPSيا  (Antimicrobial peptides)ضدميكروبي 

نمايش  1پوستان كه در شكل  شماره دهنده سيستم ايمني ميگو و ساير سختمهمترين تركيبات و اجزاء تشكيل
 باشد.داده شده است، به شرح ذيل مي

 

  
 

 

   

  
 

 

 
  

  

  

  

  

  ايمني ميگو: تصوير كلي سلولهاي درگير در سيستم 1شكل

 

 هاهموسيت-8-1

در پستانداران سلولهاي مختلف خوني داراي فعاليتهاي اختصاصي بوده كه در حيات وبقاء آنها نقش اساسي 
داشته و هركدام وظايف خاصي را بعهده دارند، شبيه انتقال اكسيژن يا دفاع در برابر عوامل عفوني، درحاليكه در 

هاي مهاجم لهاي خوني و هموسيتها دفاع از جاندار در مقابل ارگانيسمپوستان (ميگو) مهمترين نقش سلوسخت
  باشد.مي
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در طي روند تكامل، دو مكانيسم دفاعي دروني جهت مقابله با عوامل عفونت زا شكل گرفته است كه عبارتند از 
ولي مي توان يافت ايمني ذاتي(طبيعي) و ايمني اكتسابي (سازگار). سيستم ايمني ذاتي را در تمامي جانوران پرسل

) مي باشد. مهمترين مكانيسم هاي ايمني سلولي Humoral) و همورال (Cellularاين سيستم شامل عوامل سلولي (
-Cellدر مواجهه با ميكروارگانيسم هاي مهاجم عبارتند از فاگوسيتوز، كپسوله شدن، سايتوتوكسيسيتي سلولي (

Mediated Cytotoxicityهاي لخته شونده، آگلوتينين ها ايمني همورال مانند پروتئين ) و لخته شدن.فاكتورهاي
(مثل لكتين ها)، آنزيم هاي هيدروليتيك و پپتيدهاي ضد ميكروبي، اغلب به همراه ايمني سلولي توليد شده و 
فعاليت مي نمايند. از نظر فيلوژني، ايمني اكتسابي جوانتر بوده و فقط در مهره داران يافت مي شود و بواسطه 

  .(Bachere, 2000)سلولهاي لمفوسيتي عمل مي كند
اگر چه در توصيف سيستم ايمني بي مهرگان اغلب ذكر مي شود كه آنها واجد سيستم ايمني ساده تري نسبت به 
مهره داران مي باشند ولي سيستم ايمني آنها بسيار كارآمد و پيچيده است. بي مهرگان تقريباً در تمامي 

ره زمين زندگي مي كنند و اين بدآن معناست كه آنها قادرند از عهده مبارزه و مقابله زيستگاههاي موجود در ك
با طيف وسيعي از پاتوژنها برآيند. بقاء و تكامل بي مهره گان در طي ميليون ها سال دليلي بر كارآيي سيستم 

  ).Millar & Ratcliffe, 1994دفاعي آنها مي باشد (
پوستان صورت گرفته است كه منجر به شناسايي انواع سلولهاي ني سختمطالعات وسيعي بر روي سيستم ايم

 Johnston et)هاي ايمونولوژيك يا معيارهاي مرفولوژيك   شده استخوني و طبقه بندي آنها  بر اساس كارآيي

al,1999)  ن هاي دفاعي، بسياري از عملكردهاي سيستم ايمني را روشسازي و شناسايي پروتئينجداسازي، خالص
بندي هاي آنها موجب شده است كه دستهمهرگان و دانش اندك ما از هموسيتساخته است.   تنوع بسيار زياد بي

ها سلولهاي بسيار فعالي بوده و پس از ها بر اساس مرفولوژي آنها انجام شود. افزون بر اين، هموسيتهموسيت
دهد، لذا مطالعه و شناسايي اين سلولها بسيار مي تغييرات قابل ملاحظه اي در آنها رخ haemocoalخارج شدن از 

ها موجب لخته شدن باشد. فعال شدن هموسيتمشكل تر از بررسي عملكرد سلولهاي خوني مهره داران مي
گردد. و به دنبال آن توليد مولكولهاي چسبنده مي proPoسريع، دگرانوله شدن سلولي آنها، فعال شدن سيستم 

مهرگان، كار جداسازي يك پروتيئن خاص از بودن، بسياري از پروتيئن هاي دفاعي بيناپايدار بودن و اندك 
  ).Soderhal etal, 1990نمايد (سيستم دفاعي را بسيار مشكل مي

كنند. اگر چه سه گروه مختلف سلولي به طور ها نقش بسيار مهم و كليدي در دفاع درون بافتي ايفا ميهموسيت
كنون طبقه بندي جامعي براي هموسيت هاي ميگوهاي پنائيده در دسترس  كلي توصيف شده است ولي تا

هاي موجود در هاومشاهدات صورت گرفته به كمك ميكروسكوپ الكتروني،هموسيتنميباشد. براساسيافته
توان به ترتيب فراواني به سه گروه شامل اگرانولوسيت يا فاقدانه جريان همولمف ميگوهاي پنائيده را مي

)(agranulocgte) (AG گرانولوسيت متراكم ،(DG)(dense granuloyte)  وگرانولوسيت نيمه متراكم(SG)) (Semi-

dense granuloyteبندي كرد (طبقه(Lu et al., 2008; Laxmilatha & Laxminarayana, 2004(  
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انگين اندازه كوچكترين سلولهاي يافت شده درهمولمف ميگوهاي پنائيده مي باشند. مي (AG)آگرانولوسيت ها 
ميكرو ميليمتر تعيين شده است. شكل اين سلولها بيضوي تاكروي بوده وداراي يك هسته  4,76در  3,35آنها 

غيرمتراكم ميباشند. هسته بزرگ بوده وبخش اعظم سلول رادربرگرفته ومعمولابيضي شكل است. دراين سلولها 
سلولهاصاف وگنجيدگيهاي سيتوپلاسم  بسيار نسبت هسته به سيتوپلاسم اغلب زياداست. پوشش هسته دراين 

باشد. برخي اوقات ميتوان شبكه اندوپلاسمي صاف يا خشن اندك بوده و يا سيتوپلاسم كلاً فاقدگنجيدگي مي
توان بيان كردكه سلولها ي آگرانولوسيت دار) را در اين نوع هموسيتها مشاهده كرد و بر اين  اساس مي(دانه
  .ا نشان ميدهندهايي از تمايز رنشانه

بطوركامل تمايزيافته وداراي گرانولهاي متراكم فراواني هستند.  اين سلولها اغلب   (DG)گرانولوسيت متراكم
تعيين شده وهسته µm 85/5  ×72/4بيضي شكل بوده و از ساير هموسيتها بزرگتر ميباشد وميانگين اندازه آنها 

گرفته وهتروكروماتين متراكمي درمجاورت غشاءهسته قابل دراين سلولها بخش اعظ م سيتوپلاسم را در برن
روئيت است.  هسته ممكن  است واجد اشكال متنوعي باشد. مهمترين خصوصيت متمايزكننده اين دسته 

متغيراست.  µm56/0 تا  µm1/0ازسلولها، داشتن گرانولهاي حجيم يامتراكم ميباشد. اندازه اين گرانولها بين
 و ديگري گرانولهاي با تراكم اندك   (G) ها ي بسيارمتراكموع گرانول، يكي گرانولن 2دربرخي موارد 

(LG) دردرون سيتوپلاسم جلب توجه مينمايد. گرانولها توسط يك غشاء احاطه شده اند و معمولاواجد محتواي
  يكنواخت و متراكم الكتروني هستند.

دانست  ودرتصويرالكتروني،مناطق روشن در بين اين البته  درمواردي هم اين محتواي،تراكم الكتروني اندكي 
شود. تعداد اندكي واكوئل نيز قابل مشاهده است. توسعه وشكل رفتن ضمائم شبيه به پاي ها مشاهده ميگرانول

  كاذب نيز مشاهده مي شود.

  
يتوپلاسم )، هموسيت دوكي شكل با س1: هموسيتها با سيتوپلاسم ائوزيني كه حالت گرانولار دارند (2شكل 

)، هموسيت تخم مرغي شكل با سيتوپلاسم ائوزيني روشن كه حالت 2ائوزيني روشن كه حالت گرانولار دارند(

)، هموسيت با كاهش 4)، هموسيت با گلبولهاي ائوزيني كه حالت سمي گرانولار دارند(3سمي گرانولار دارند(

  ).5نسبت سيتوپلاسم به هسته كه حالت هيالين دارند(

  
ها بيضي ) راميتوان حدواسط دونوع سلول ديگر دانست. اين دسته ازسلولSGيت نيمه متراكم (گرانولوس

تعيين شده است.وجه  µm  18/7 × 16/4شكل،دوكي شكل،گاهي فاقد شكل معين هستند و ميانگين اندازه آنها
توپلاسمي درمقايسه ها، حضور تعداد بسيارفراوان گرانولهاي سيتمايز اين دسته از سلولها از ساير  گروه
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باشد. اين گنجيدگيهاي سيتوپلاسمي اغلب در  مواردمشابه ديده شده درسلولهاي هاي گرانولوسيت ميباسلول
باشد.  هسته دراين دسته مي µm043/0 گرانولوست متراكم،كوچكتر هستند و اندازه آنها اغلب در حدود 

مي بخشهاي سيتوپلاسم را اشغال نكرده است. در اين  هاي گوناگوني است.ولي تماازسلولها،اغلب داراي شكل
ها،مناطقي از هسته كه داراي تراكم بيشتري ازهتروكروماتين هستند، بيشتراست واغلب دراطراف جدار سلول

صورت دار بيشتر بهشوند. در برخي موارد هسته بسيار كوچك شده وشبكه اندوپلاسمي دانهداخلي هسته ديده مي
و كشيده توسعه يافته است. ميزان شبكه اندوپلاسمي دراين دسته از سلولها از سلولهاي هاي نازك تيغه

ها وزيكولهاي ترشحي واجد تركيباتي با تراكم الكتروني بالاو گرانولوسيت متراكم، بيشتراست. در اين سلول
  كنند.ها جلب توجه ميهمچنين حضور ميتوكندري

نام گروه هموسيت بيان شده يك گروه سلول كاملاً متفاوت به) علاوه بر سه Cyanocyteها (سيانوسيت
اين سلول ها داراي يك گرانول مركزي بزرگ، شبكه اندوپلاسمي فراوان و . شودها نيز مشاهده ميسيانوسيت

باشند. شايد اين سلولها صرفاً در بافت خونساز يافت شوند و درجريان ها و دستگاه گلژي ميوسيع، ميتوكندري
  ف مشاهده نشوند.همولن

اي هستند، يك نوع هموسيت كاملاً علاوه بر اين موارد در ميگوهاي ماده پنائيده كه داراي تخمدان توسعه يافته
متفاوت نيز مشاهده شده است. اين سلولها  حداقل سه برابر بزرگتر ازساير هموسيتها بوده و درتمامي مراحل بلوغ 

هاي گليكوژن فراواني درسيتوپلاسم ها واجد گرانولشوند.اين سلولحتي در مرحله تخمريزي نيز مشاهده مي
شوند. تعداد ميتوكندريها در اين دسته هاي با ماهيت هموژنوس وهتروژنوس ديده ميخود هستند. گرانول

ازسلولها بسيارفراوان بوده وتعداد زيادي واكوئل نيز قابل مشاهده است. اعتقاد بر اين است كه سلولهاي 
يت وظبفه توليدكردن هموسيانين وهمچنين كريستالين و ذخيره نمودن آنها را درگرانولهاي سيتوپلاسمي سيانوس

  ها منشاءگرفته باشد.هاي ويژه مشاهده شده در ميگوهاي ماده از گرانولوسيتدارند. احتمال داردكه سلول
شد،سد فيزيكي مناسبي باداشتن يك پوشش كوتيكولي سخت، كه گاهي حاوي تركيبات ضدميكروبي نيز مي

توان آن را به عنوان دفاع خارجي درسخت پوستان در نظر گرفت. اين پوسته مانع از گرددكه ميمحسوب مي
  باشد.چسبيدن عوامل بيماريزا و نفوذ آنها در بدن مي

يكول اند كه لايه اپيكوتكوتيكول،اگزوكوتيكول واندوكوتيكول تشكيل شدهكوتيكول يا پوسته ازسه قسمت اپي
- و اگزوكوتيكول از فسفات و كربنات كلسيم تشكيل شده و لايه اندوكوتيكول يك لايه كيتني غيركلسيمي مي

باشد. روي سطح اپي كوتيكول  يك سري مواد مومي يا واكسي توسط غدد ترشحي كه در پوست وجود دارد 
يكي و شيميايي در مقابل عوامل شود. اين مواد به خاطر قوام و خاصيت مومي كه دارند يك عامل فيزترشح مي

  .(Millar & Ratcliffe, 1994)بيماريزا هستند
ها باشدكه توسط هموسيتهاي مهاجم ميترين فرآيند دفاع دروني ،شناسائي ميكروارگانيسماولين و ضروري 

مهرگان، ني بي).فرض بر اين است كه سيستم ايمAlbores & Plascencia, 2000شود (هاي پلاسما انجام ميوپروتئين
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هاي كند.  چندين نوع ازپروتئينالگوهاي مولكولي ثابت متعلق به طيف وسيعي از پاتوژنها را شناسائي مي
شوند. ناميده ميPatern recognized protein( (PRPs)هاي شناسائي الگو (اندكه به نام پروتئينشناسائي،تعريف شده

هيدراتهاي كربن موجود در تركيبات ديواره سلولي هاي كوچكي از قادرند بخش PRP هايپروتئين
قارچي را  گلوكان 3وβ 1باكتريايي يا  (PG) يا پپتيدوگليكانهاي (LPS) ميكروارگانيسم را مانند ليپو پلي ساكاريدها

و شوند ها محسوب ميها جزء لكتين PRP ) برخي ازSoderhall et al., 1996; Albores et al., 1997شناسايي نمايند (
به تركيبات ميكروبي، جايگاه  PRP اپسونين عمل نمايند. پس از اتصال توانند مستقيماً به عنوان آگلوتنينمي
افتد ها پس از مرحله اتصال ثانويه،اتفاق ميشود. فعال شدن هموسيتاي جهت اتصال سلولي فعال ميثانويه
)Albores & Plascencia, 2000.(  

اند عبارتنداز: پروتئين متصل از ميگوهاي خانواده پنائيده جدا سازي و شناسايي شده پروتئينهاي دفاعي كه تاكنون
گلوتاميناز، پروتئين لخته شونده و پروفنل نكتين، بازدارنده كازال، ترانسگلوكان، پروكسي 3وβ-1 شونده به
  اكسيداز.

حلي كه تهاجم اتفاق افتاده است پس از شناسائي مواد بيگانه، به واسطه فرآيند كيموتاكتيك، هموسيتها به م
داران ديده ميشود. كنند كه اين امر باعث بروز التهاب ميگردد و شبيه به فرآيندي است كه در مهرهمهاجرت مي

هاي زنجيرهاي خون،سيستم دفاعي سريع و كارآمدي را طلب مينمايد كه واكنش باز بودن سيستم چرخش
كنند. هموسيتها مسئول سنتز، ذخيره سازي و ترشح (به محض فعال ا ميفاگوسيتي نقش مهمي را در اين زمينه ايف

ميباشند  proPo ايشدن) مواداوليه و پيش سازهاي آنزيمي جهت لخته شدن و واكنشهاي زنجيره
(Srilunyalucksana & Soderhall, 2000).  

جلوگيري مينمايد. واكنش لخته  فرآيند لخته شدن، تركيبات بيگانه را به دام انداخته و از سر درگمي هموسيتها
شناسائي شده است. هنگامي كه چنگ آب شيرين شدن وابسته به ترانس گلوتاميناز در سخت پوستان، درخر

گردد. شود، واكنش لخته شدن تحريك ميها يا بافتها رهاسازي ميازهموسيت (T Gase) ترانس گلوتاميناز
مريزاسيون پروتئين لخته شونده درپلاسما شكل ،پليTGase وعمل كاتاليزوري  (+Ca2) باحضور يون كلسيم

   (Kopacek et al., 1993; Yeh et al., 1998) شود گرفته وتركيبي ژل مانند تشكيل مي
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 هاي ميگوهاي خانواده پنائيده:تصوير شماتيك از عملكردهاي شناخته شدة هموسيت3شكل 

 

در سخت پوستان مورد بررسي قرارگرفته است. پروتئينهاي  اينيز به طور گسترده proPO  سيستم فعال كننده
ها و توليد ملانين ايفاء اي در شناسائي غير خودي،ارتباط بين هموسيتنقش بسيار برجسته proPO سيستم
غير فعال تحت تأثير آنزيم فعال كننده  proPO ها،نمايند. به محض فعال شدن و دگرانوله شدن هموسيتمي

موجب كاتاليز شدن اكسيداسيون گام به گام فنل وتبديل آن به  PO فعال شده وآنزيم  (PPA) پروفنل اكسيداز
 Soderhall et)گردد گردد. ادامه يافتن واكنش و طي شدن مراحل واسطه، منجر به توليد ملانين ميها ميكوئينون

al., 1996).  
اي تيره اي به رنگ قهوهد. ملانين رنگدانهشوندر خلال اين فرآيندها، فاكتورهاي ضد ميكروبي نيز تشكيل مي

نمايد. مكانهاي ملانيزه را باشد كه با محاصره كردن عوامل بيماريزا از تماس آنها با ميزبان جلوگيري ميمي
 Po فاكتور مهم ديگري كه در سيستم .توان اغلب بر روي سطح يا در زير كوتيكول آرتروپودها مشاهده كردمي

باشد. اين تركيب دو عملكرد متفاوت شامل اتصال سلولي وفعاليت نكتين ميسيكند، پروكشركت مي
شود و در شرايطي كه ها سنتز مينكتين مربوط به سخت پوستان در هموسيتپراكسيدازي دارد. پروكسي

ها، گردد. درصورت تحريك شدن هموسيتها به صورت غيرفعال مي باشند در گرانولها ذخيره ميهموسيت
ها نقش هاي غشائي موجود بر روي هموسيتگردد. گيرندهنكتين آزادشده و در خارج سلول فعال ميپروكسي

بسيار مهمي را در عملكرد اتصال سلولي پروكسين كتين بازي مينمايد. اتصال سلولي موجب اتصال، گسترش، 
يدازي، موجب كشتن گردد و در كنار خاصيت راكسمي شدن،تشكيل ندول وآگلوتيناسيونفاگوسيتوز،كپسوله

  .(Johnston, 1999)گردد ميكرو ارگانيسم مهاجم مي
فاگوسيتوز عبارت است از بلعيده شدن ذرات بيگانه كوچك توسط سلولهاي خاص. در هموسيتهاي ميگو نيز 
مانند سلولهاي خوني مهره داران،هموسيتها پس ازبلعيدن ذرات بيگانه، با استفاده از راديكالهاي اكسيژن كه 

صيت سايتوتوكسيك دارند، موجب مرگ ذرات بيگانه ميشوند. اگر مقادير فراواني از ذرات بيگانه وارد بدن خا
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اي بزرگ باشند كه يك هموسيت نتواند آنرا ببلعد، چندين ميگو شوند و يا اينكه ذرات بيگانه وارد شده به اندازه
كنندكه به اين دو پدپده به ترتيب اصره ميها را محهمتوسيت با يكديگر همكاري كرده و پاتوژن يا پاتوژن

 .(Soderhall et al., 1996)شود تشكيل ندول وكپسول گفته مي
  
  پاسخ شبه ايمني-1-8-1

تحقيقات زيادي در مورد سيستم ايمني سخت پوستان انجام شده، همگي بيان مي نمايند كه اكثر بي مهرگان فاقد 
ا ناشي از سيستم ايمني ذاتي است كه هم به صورت سلولار و هم سيستم ايمني اكتسابي مي باشند و دفاع آنه

در ميگو تشخيص داده شده  WSSVهمورال مي باشد. ولي وجود يك سيستم شبه ايمني عليه ويروس لكه سفيد
ماه،  4زنده مانده اند در مواجهه مجدد با اين ويروس بعد از  WSSVاست. ميگوهايي كه پس از شيوع بيماري

اند تاييدي بر تقويت نشان داده اند، اين مقاومت ميگوهايي كه قبلاً يك بار عفوني شده %94بي درصد بقاء نس
در ژاپن نشان داده شد  1997در يك مطالعه در سال  (Sanchez Martinez et al., 2007)ايمني مي باشدسيستم شبه

وس ميزان بقاء خيلي بيشتري پس از مواجهه مجدد با اين وير WSSVكه ميگوهاي بازمانده از شيوع ويروس 
همچنين يك مورد مشابه در ميگوهاي  (Smolko & Lombardo, 2005)نسبت به ميگوهاي آلوده نشده دارند 

نشان داده كه اگر يك ماه بعد از عفونت به صورت تزريق عضلاني مواجهه با ويروس  WSSVبازمانده از عفونت 
ص كرد كه يك پاسخ شبه ايمني سه هفته پس از عفونت اوليه كنند. اين تجربيات مشخزنده شوند، مقاومت مي

شروع شده و تا هفته چهارم پيشرفت كرده و تا انتهاي ماه دوم پايدار است. مستنداتي هم در مورد فعاليت خنثي 
كنندگي ويروس در پلاسماي گرفته شده از همولنف ميگوهاي بازمانده از طريق تجويز ويروس تيمار شده با 

ر ميگوهاي سالم بدست آمد. از طريق كروماتوگرافي تبادل كاتيوني ماده اي در پلاسما ميگوهاي پلاسما د
  . (Wu et al., 2002)بازمانده تشخيص داده شده كه ممكن است مرتبط با اين فعاليت خنثي كنندگي باشد 

  
  (proPO system)سيستم پروفنل اكسيداز -2-8-1

باشد. اسخ دفاعي قوي مادرزادي در مقابل اجرام غيرخودي در بدن مييا پروفنل اكسيداز يك پ proPOسيستم 
در ديواره  3و  1اين سيستم با شناسائي ليپوپلي ساكاريدها يا پپتيدوگليكانها در ديواره باكتريها يا بتاگلوكان 

عوامل  دهد كه اين سيستم در مقابل حضورشود. اين موضوع نشان ميقارچها در كمتر از چند دقيقه فعال مي
recognition -(Patternاكسيداز شامل الگوهاي شناسائي پروتئين يا  شود. سيستم پروفنلبيماريزا فعال مي

Sproteins)PPR كننده پروتئين هاي تجزيهو تعداد زيادي آنزيم(Zymogenic proteins) باشد.و فنل اكسيداز مي  
شناسائي گرديد، تاكنون در  P.leniusulusآب شيرين  از زمانيكه اولين شكل سيستم پروفنل اكسيداز از خرچنگ

پوستان چنين سيستمي گزارش شده است. در خرچنگ دراز آب شيرين اين سيستم در گونه از ساير سخت 20
 3و  1به بتا  (BGBP)شود. وقتي كه پروتئينهاي باندكننده بتاگلوكان هموسيتها ساخته و در گرانولها ساكن مي
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-Cell)ند، اين سيستم فعال شده و به طور اختصاصي به پروتئينهاي پيوندي سطح سلول شوگلوكان باند مي

Surfaces associated protein) باشد كه سوپراكسيد غيرمتغير مي(Super oxide dismutas)(SOD)  يا به يك سلولB 

integrin  در سطح سلولهاي هموسيت از طريق فاكتور(Arg-Gly-Asp)(RGD) اين شناسائي موجب شوندباند مي .
شود. در ميان پروتئينهاي رها شده از اين سلولها، تحريك سلولهاي سمي گرانولار شده و باعث تجزيه آنها مي

نيز آزاد شده و موجب فعال  Prophenol oxidase activiting enzyme(proPO)كننده يا آنزيم پروفنل اكسيداز فعال
 pathogen associated molecular)سته به عامل بيماريزا در حضور الگوهاي مولكولي واب PPAشدن 

patterns)(PAMPS) شود. ميPPAشده موجب تجزيه هاي فعالproPO  (سيستم پروفنل اكسيداز) به فنل اكسيداز يا
PO شود (ميPO  شامل منوفنل، دي هيدروكسي فنيل آلانين و آنزيم اكسيدو ردوكتازOxidoredactase باشد مي

  )1386ب،(افشارنس
PO باشد كه هم نقش آنزيم تيروزيناز را داشته و همچنين اي مييك آنزيم با تركيبات مس و عمل دوگانه

شود. ماده فنل در حضور اكسيژن، اكسيد شده و به كوئينون موجب تسريع در واكنش ملانوزه شدن مي
(Quinons) خاصيت ضدميكروبي و از بين بردن  شود و اين موادتبديل شده و اين ماده باعث ايجاد ملانين مي

ذرات عامل بيماري را  دارند. در زمان فعال شدن سيستم پروفنل اكسيداز، ساير پروتئينهاي موجود در سيستم نيز 
هاي چسبنده است و بنام پروتئين Peroxinectinكيلو دالتوني 76بايد فعال شوند. يكي از مهمترين آنها پروتئين 

سازي و و ميگوشناسائي، خالص  P.leniuselusاده پروتئيني در خرچنگ دراز آب شيرين باشند. اين ممعروف مي
از هموسيتها  Exocytosisداراي فعاليت چندگانه بوده كه توسط عمل  Peroxinectinبرداري شده است. ماده كپي

و همچنين  (peroxides)شود. اين ماده دو عمل متفاوت داشته كه هم خاصيت آنزيم پراكسيداز داشته توليد مي
شود بايد شود. مواد توليد شده ضدباكتريائي كه توسط فعاليت پراكسيداز ايجاد ميموجب چسبندگي سلولها مي
هاي مهاجم به موجود نقش داشته، درحاليكه فعاليت چسبندگي به سلول موجب در كشتن ميكروارگانيسم

و كپسوله كردن سلولهاي مهاجم  (degranulation)كردن هدايت و راهنمائي سلولهاي فاگوسيتوزي، تجزيه
  ).b،1386شود(افشارنسب مي
  
  (The coagulation system)سيستم انعقادي -3-8-1

باشد كه در مي  (Body fluid)پوستان در مواد مايع بدن داران و سختيكي از اختلافات اساسي مابين مهره 
پوستان باشند(گردش خون بسته) درحاليكه سختحصور ميداران اساساً در عروق خوني و عروق لنفاوي ممهره

اي از بينند بايد سريعاً يك شبكهپوستان آسيب ميباشند. از اينرو وقتي سختباز ميداراي سيستم گردش خون
هاي خارجي از طريق هموسلها به مواد ايجاد نمايند تا از خروج همولنف و همچنين از ورود مواد و ارگانيسم

  جلوگيري شود.داخل بدن 
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باشد كه توسط ميكروبهاي وارد پوستان ميانعقاد همولنف يك بخش مهمي از سيستم ايمني مادرزادي سخت
ساكاريد شود. در خرچنگ نعل اسبي، همولنف به شدت به مقدار كمي از ليپوپليشده به بدن تنظيم و فعال مي

و كواگولان به مواد  (Soluble protein)نهاي محلول  ديواره باكتريها حساس بوده و موجب انعقاد و تبديل پروتئي
  شود.مي (Insoluble coagulin)انعقادي غيرقابل حل 

براي ليپوپلي ساكاريدها بررسي گرديده و  (Clotting cascade)بيشترين حساسيت سيستم انعقاد آبشاري 
ادي از تركيبات سيستم انعقادي در جداسازي و شناسائي شده است. تعداد زي LPSهاي باكتريائي يا اندوتوكسين

شوند. اين تركيبات پروتئيني انواع مختلفي از گرانولهاي هموسيتها ذخيره و در زمان فعال شدن سيستم آزاد مي
 B,G.proclotting)اي لختهآنزيم پيش(Serine proteinase zymogen factor)شامل فاكتور  پروتئينازسرين زايموژن 

enzyme)B,G اي لختههاي انعقادي پيشن پروتئينو همچني(proclottable protein coagulation) باشد. فاكتور ميC   و
G  به شدت بهLPS شدن ممكن است باشند. همچنين ارتباطات متقاطع و عرضي در لختهو بتاگلوكان حساس مي

ريق واكنش متقابل با فاكتورهاي توانند سيستم پروفنل را از طها نيز بستگي داشته باشد، چون ميبه هموسيانين
  انعقادي دريافت نمايند.

آن موجب فعال شدن سيستم انعقادي شده وبا  LPSهمانگونه كه مشاهده مي شود بعد از ورود باكتري به بدن 
نيز فعال B شود. اين اتصال موجب فعال شدن پروتئينازسريني شده و بدنبال آن پروتئاز نوع باند ميCپروتئازنوع 
شود كه موجب به دام انداختن ذرات هاي نامحلول ميائي ترشح وايجاد لختهدرنتيجه آنزيمهاي پيش لخته شده و

  شود.     خارجي يا جلوگيري ازخروج همولنف و يا مسدود كردن زخم مي
اي شدن علاوه بر انعقاداز طريق لخته شدن همولنف،  از طريق پليمريزاسيون پروتئينهپوستان عمل لختهدر سخت

انعقادي پلاسما نيز انجام گرفته و اين عمل توسط يونهاي كلسيم آنزيم ترانس گلوتاميناز كه از هموسيتها و ساير 
هاي انعقادي براي اولين بار در خرچنگ دراز آب شيرين گردد.پروتئينشود تسريع ميبافتها ترشح مي

دهد كه در ميگو و روتئينهاي انعقادي نشان ميبرداري و بطور كامل شناسائي گرديده است. ساختمان اوليه پكپي
  باشد.خرچنگ دراز آب شيرين اين پروتئينها از ليپوپروتئين ساخته شده و متعلق به غشاء سطحي كيسه زرده مي

  
  (Proteinase inhibitors)مهاركننده پروتئيناز -4-8-1

ستم پروفنل اكسيداز نيازمند تنظيم دقيق بوده هاي پروتئيناز، شبيه سيستم انعقاد آبشاري و سيسيستم آبشاري آنزيم
هاي پروتئيناز تا از فعاليت اضافي و دروني خودداري شده و آسيبي به بافتهاي بدن جاندار نرسد. مهاركننده آنزيم

مهرگان مشخص گرديده و نسبت به خالص سازي آنها اقدام و ساختمان اوليه آنها در حال در تعداد زيادي از بي
 α-macro)آلفاماكروگلوبولين   kasal ،Kunitz ،Serpinsها شبيه ست. تعداد زيادي از اين مهاركنندهشناسائي ا

globulins)  و مهاركننده متالوپروتئيناز (Metaloproteinase) اند.  بخوبي شناسائي شده  
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سيداز بوده تا از هاي پروتئيناز داراي يك نقش كليدي در كنترل و تنظيم سيستم پروفنل اكمهاركننده آنزيم
اي بسيار سمي توليد كند تواند تركيبات واسطهاكسيداز كه ميتأثيرات زيانبار تركيبات اين سيستم بالاخص فنل
هاي پروتئيناز به منظور جلوگيري از افزايش فعاليت آنزيم پروفنل جلوگيري نمايند. تعداد زيادي از مهاركننده
اكسيداز را مهار كنند از توانند فعاليت فنلاكسيداز كه مستقيماً ميلاكسيداز و همچنين مهاركننده آنزيم فن

اكسيداز در خرچنگ آب بندپايان متعددي گزارش گرديده است. از مهمترين مهاركننده هاي آنزيم پروفنل
و چند وجهي و داراي  kda 155باشد كه اين ماده يك پروتئين با وزن مي (pasifastin)شيرين، پاسيفاستين 

اختمان واحدي است. اين پروتئين داراي يك زنجيره سبك با نه واحد مهاركننده پروتئيناز و يك زنجيره س
باشد. اين مجموعه پروتئيني بوسيله يك پيوند پپتيدي در كنار هم قرار گرفته و سنگين با سه بخش ترانسفرين مي

آورند كه را بوجود مي Pacifastin-like serine proteinas inhibitorيك نوع جديد از مهاركننده پروتئيناز بنام 
  اكسيداز در تعداد زيادي از حشرات باشد.كننده سيستم پروفنلتواند مهاركننده و تنظيممي
  
  (The non-self recognition system)سيستم شناسائي غيرخودي -5-8-1

الگوهاي مولكولي وابسته به عامل دارد كه در ميكروبهاي بيماريزا ايده الگوي شناسائي غير خودي بيان مي
وجود دارد. بدليل عدم حضور اين مولكولها در بدن  associated molecular patterns-)PathogenS(PAMPبيماري 

هائي كه در توانند بين سلولهاي ميزبان و سلولهاي خودي تمايز قائل شوند. گيرندهميزبان، عوامل بيماريزا مي
ها كنند بنام الگوي شناسائي گيرندهلها را شناسائي كرده و با آنها پيوند برقرار ميسلولهاي ميزبان اين مولكو

(Pattern recognition receptors)  يا)S(PRR  و يا الگوي شناسائي پروتئيني(Pattern recognition proteins) 
توان به باشد ميايمني نيز ميكننده سيستم كه به عنوان تحريك PAMPنامند. از مهمترين مولكولهاي ميS(PRP(يا

گلوكان در ديواره سلولي  3و  1يا پيتيدوگليكان در ديواره سلول باكتريها، بتا  (LPS)ساكاريد مولكولهاي ليپوپلي
  در ويروسها اشاره نمود. (ds RNA)اي قارچها و ريبونوكلئيك اسيد دو رشته

 SPAMPباشند. مولكولهاي رگي از باكتريها مشترك مياين مولكولها داراي الگوهاي تكراري بوده و بين گروه بز
باشد و مطمئناً اين ميكروبها قادر نيستند سيستم ايمني مادرزادي براي زنده ماندن ميكربها بسيار ضروري مي

  كند.استفاده مي SPAMPبراي شناسائي  SPRPرا تخريب نمايند. سيستم ايمني مادرزادي ازيك سري  موجود زنده
توانند در سطح سلول قرار گرفته و يا در همولنف ترشح شوند و وقتي يك ميكروب وارد مي SPRPي مولكولها 

شوند. اين خصوصيت سلولهاي باكتريائي شوند از طريق پيامهائي حضور ميكروبها را در سلول متوجه ميبدن مي
ودي را از غيرخودي تشخيص شود كه سيستم ايمني مادرزادي شبيه سيستم ايمني اكتسابي، سلولهاي خباعث مي
  دهد.
گلوكان پروتئينهاي باندشونده  3و1يا بتا  LPSجداسازي و تشخيص داده شده است شبيه  SPRPتعداد زيادي    

(B,1,3Galcan binding protein)  شبيهLBP ،BGBP  ياLGBP  پروتئينهاي شناسائي كننده پيتيد و گليكان(PGRP) ،
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اند. اين مولكولها بعد از باند مهرگان شناسائي شدهدر تعداد زيادي از بي (Hemolin)و همولين  (Lectins)لكتين 
  باشند.شدن با ميكروبها داراي فعاليت بيولوژيكي متفاوتي مي

اند كه فاقد فعاليتهاي كاتاليزوري از واحدهاي گليكو پروتئين ساخته شده (Agglutinins)ها كنندهها يا انعقادلكتين 
ن مولكولها در اغلب موجودات زنده وجود داشته و توانائي پيوستن اختصاصي با كربوهيدراتها را باشند. ايمي

شدن را انجام دهند. تداخل بين لكتين و توانند با سلولها پيوند برقرار كرده و عمل لختهدارند. اينها مي
ونقل سلولي و بافتي در حمل كربوهيدراتها در تعداد زيادي از فعاليتهاي بيولوژيكي دخالت دارد، از جمله

  و ايجاد ندولهاي سلولي. opsonizationمولكولهاي كربوهيدرات و گليكو پروتئينها، عمل چسبيدن سلولها، عمل 
گزارش شده  (calcunim dependent)كه آن را لكتين وابسته به كلسيم گويند  Cبه طور اختصاصي، لكتين تيپ 
از جمله ميگو دخالت دارد. همچنين بيان گرديده است كه اين ماده  مهرگاناست كه در ايمني مادرزادي بي
و همچنين سوسك  (Bombyx mori)بوده و اين خصوصيت در كرم ابريشم  LPSداراي خصوصيت باند شدن با 

، LPSگزارش گرديده است. از ويژگيهاي اين دسته از پروتئينهاي باند شونده  (Periplaneta Americana)آمريكائي 
  باشد.مي (Opsonic)ائي باكتريها و فعاليتهاي اپسونيك شناس

 اسبي، خرچنگ دراز آب شيرين، ميگوي گونهدر خرچنگ نعل BGBPsتا به حال 

) شناسايي شده است از ديگر Bimoriو  Blaberus carniiferو دو حشره (   (P.Californiansis)كاليفورنيانسيس
اشاره داشت كه هر دو از واحدهاي مشابه گلوكوناز  BGBPsو  LGBPsتوان به كننده ميهاي شناسائيپروتئين

اند ولي فاقد فعاليتهاي گلوكوناز بوده ودر عوض باعث افزايش فعاليت سيستم باكتريائي درست شده
گلوكان  3و1در خرچنگ دراز آب شيرين در پلاسما وجود دارد و با بتا  BGBPشوند. اكسيداز ميپروفنل

ن ميدهد و موجب افزايش ايمني سيستم پروفنل اكسيداز ميشود و در افزايش خصوصيت واكنش متقابل نشا
  شود، دخالت دارد. اپسونيزاسيون كه موجب افزايش فعاليت فاگوسيتوزي مي

توانند به سطح سلولهاي گرانولار منتقل شده و اين اتصال  از طريق و كمپلكس گلوكان مي BGBPهاي پروتئين
-integrinكننده اتصال اين مولكولها به پروتئينهاي توانند تعيينصورت گرفته كه مي RGD(Arg-Gly-Asp)تركيب 

like  شود. همچنين مولكولبوده و موجب گسترش و تجزيه سلولهاي گرانولارLGBP  در خرچنگ دراز آب
 3و  1زا با بتا تگونه جداسازي، تكثير و شناسائي گرديده و موجب ايجاد اتصالات فعاليشيرين از همولنف اين

سازي آن نشان داده است شود. ساختمان اوليه و مطالعات شبيهشده ولي با پيتيدوگليكان باند نمي LPSگلوكان و 
هاي به طور مشخص داراي ساختمان مشابه با پروتئينهاي باندشده با باكتريهاي گرم منفي و آنزيم LGBPكه 

گلوكان و سپس فعال كردن سيستم پروفنل  3و1يا بتا LPSال به اتص SLGBPباشد. عمل كلوكوناز باكتريها مي
در  masquerade-like(mas-like protein)باشد.به طور دقيق مشخص گرديده است كه پروتئينهاي اكسيداز مي

  اند.كننده) شناخته شده(الگوهاي پروتئين شناسايي PRPسلولهاي هموسيت به عنوان 
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گلوكان باكتريهاي گرم منفي و مخمر متصل شوند. بعد از فعال شدن، اين  3و1بتا  و LPSتوانند با اين سلولها مي
 mas-likeپروتئينها در اپسونيزه شدن، بالاخص در فعاليت چسبندگي سلول نقش دارند. بنابراين پروتئينهاي 

هاي پروتئيني آنزيم پروتئينهاي چندكاره بوده و رديفهاي اسيدآمينه اين پروتئينها نشان دهنده ساختمان مشابه با
هاي پروتئيني سرين باشد. تعداد زيادي از آنزيمها ميسرين بوده كه فقط فاقد خصوصيت كاتاليزوري اين آنزيم
اند كه فعاليت اغلب آنها چسبندگي مهرگان شناسائي شدهكه داراي ساختمان مشابه هستند از تعداد زيادي از بي

اكسيداز و همچنين يك تركيب براي سيستم پروفنل LPSد شدن با سلولي، فعاليت ضدميكروبي فعاليت بان
هاي هاي پروتئيني سرين پيشنهاد شده است كه در پاسخباشد با داشتن اين خصوصيات بيولوژيكي آنزيممي

ها باشد كه متعلق به خانواده ايمنوگلوبولينمهرگان نقش دارند.همولين يكي ديگر از اين پروتئينها ميايمني بي
و باكتريهاي گرم منفي  LPSمجموعه  Aقرار گرفته و به قسمت ليپيد  g (Ig)وده و در محدوده ايمنوگلوبولين ب

كننده سيستم ايمني در همولنف بوده كه شود. اين مولكول يكي از مهمترين پروتئينهاي تحريكمتصل مي
  باشد.  pupaeHyalophora cecropiaتواند تنظيم كننده هيجده دسته از فعاليتهاي ايمني مي
  
  (The non-self recognition system)سيستم شناسائي غيرخودي -6-8-1

به طور گسترده در بين موجودات زنده اعم از  S(AMP(پپتيدهاي ضدميكروبي ژنهاي رمزدار شده پپتيدها يا پلي 
  ميكروارگانيسم و گياهان و جانوران عالي مشخص گرديده است. 

باشد. بطور باشد كه شامل پپتيدها مييستم ايمني مادرزادي توليد مواد ضدميكروبي مييكي از بخشهاي اصلي س
باشد كه بوسيله انواع مختلفي از سلولها توليد شده اسيد آمينه يا كمتر از آن مي 150-200شامل  SAMPطبيعي 

عوامل بيماريزاي مهاجم  اي عليهتوانند بصورت عمومي يا منطقهمي SAMPاست. براساس توزيع بافتي مولكولهاي 
در حشرات و عنكبوتيان مشخص شده است ولي تعداد  SAMPاز بافتها محافظت بعمل آورند. تعداد زيادي از 

در ميگو، خرچنگ  SAMPاند. در ده سال گذشته چندين مولكول پوستان شناسائي گرديدهكمي از آنها در سخت
بنام كالينكتين  kDa 7/3و  kDa 5/6كول پپتيد با وزن و خرچنگ دراز آب شيرين شناسائي شده است. يك مول

(Callinectine) گونه بطور بخشي از هموسيتهاي خرچنگ(Carcinus maenus)  و(Callinectussapidus)  شناسائي
پيدا شده است  )L.vannamei(يك مولكول در همولنف ميگوي وانامي  SAMPشده است. از خانواده مولكولهاي 

شناخته شده است. اخيراً  (Penaeidians)رچي و هم فعاليت ضدباكتريائي داشته و بنام پنائيدين كه هم نقش ضدقا
باشد از ميگوي وانامي كپي و شناسائي شده و اين مي SAMPكه يك مولكول  H2A(Histone H2A)ماده هيستون 

ي ضدباكتريائي هيستون شبيه تواند سازنده پپتيدهامشخص گرديده است كه مي (N-terminus)پايانه نيتروژني يا 
  باشد.Hipposin و  I  ،Parasin(Bufarin I)بوفارين 

براي اولين بار از همولنف خرچنگ  (AntiLipopolysacharide Factors)(ALFs)ساكاريدي فاكتورهاي ضدپلي
ا گرديده به روشهاي ژنتيكي جد (P.monodon)اسبي جدا گرديده و اخيراً نيز از همولنف ميگوي مونودن نعل
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داراي يك خصوصيات گسترده ضدقارچي و ضدباكتريائي عليه باكتريهاي گرم  ALFاست. تركيبات جديد  
كه  (Hemocyanin)و هموسيانين  (Crustin)شامل كرستين AMPباشند. دو مولكول ديگر مثبت و گرم منفي مي

اند. ماده كرستين با وزن ديدهباشند درميگو و خرچنگ آب شيرين شناسائي گرداراي پپتيد ضدميكروبي مي
نيز وجود دارد. پايانه كربني  (C.maenus)يك ماده ضدباكتريائي است كه در خرچنگ  kDa 5/11مولكولي 
عليه قارچها بسيار فعال بوده اما اينكه مكانيسم عمل آن بوسيله كدام يك از  (C-terminal hemocyanin)هموسيانين 
  در ميگوها مشخص نگرديده است.شود هنوز ها فعال ميهموسيانين

اند از نامگذاري شده (Astacidin 1,2) 2و1دو پيتيد ضدباكتريائي با تجمع پائيني از مولكولها كه بنام آستاسيدين 
اسيد آمينه  16با داشتن  1اند. آستاسيدين شناسائي گرديده (P.leniuscus)دراز آب شيرين  همولنف خرچنگ

اسيدآمينه به مقدار  14با  2شود، درحاليكه آستاسيدين ليتيكي هموسيانين توليد ميبوسيله ويژگي تقسيم پروتئو
 Palemonaحشره  (Hemipteran)پتران خالص شده از همي Proline rich peptide ،metalinkowin 1بسيار زيادي شبيه 

prasing باشد.مي  
  
  (Enveloped virus entry)دار به سلول ورود ويروسهاي پوشش-9-1

راههاي ورود ويروسها به داخل سلولها برپايه ساختمان آنها مورد مطالعه قرار گرفته است. براساس ساختار 
دار داراي شوند. ويروسهاي پوششدار و بدون پوشش تقسيم ميساختماني ويروسها، آنها به دو دسته مهم پوشش
اند. اين غشاءها از و غشاء پيچيده شدهباشند كه درون يك يا دژنوم ويروسي و پروتئينهاي هسته مركزي مي

اند. براي ايجاد عفونت و بيماريزائي، ويروس ابتدا شدن و تكثير آنها بدست آمدهسلولهاي ميزبان در زمان ساخته
بايد خود را به تعدادي سلولهاي ميزبان چسبانده و نوكلئيك اسيد خود را به درون سلولهاي ميزبان رها نمايد. 

با تعدادي استثناء  RNAتوانند وارد هسته سلولها شوند، درحاليكه ويروسهاي مي DNAويروسهاي  تعداد زيادي از
چسبند شامل يك يابند. مولكولهايي كه ويروسها به آنها ميتكثير مي(Cytosol) در ماده سيتوپلاسمي يا سيتوزول 

. تعدادي از اين مولكول ها فقط باشد، كربوهيدرات يا چربي مياي مختلف از مولكول هاي پروتئينمجموعه
نقش گيرنده ويروس در سطح سلول را دارند. اما بقيه آنها ممكن است علاوه بر اين وظيفه كه موجب اتصال 

شوند، مسئول هدايت ويروسهاي متصل شده به داخل سلولها و انتقال پيامهائي بداخل سيتوپلاسم نيز ويروسها مي
نند به عنوان پشتيبان، ويروسها را راهنمائي نموده تا موجب تأئيد تغييرات سلولي و تواها ميباشند. همچنين گيرنده

دادن به سلولها به منظور چسبيدن ويروسها و نفوذ در آنها باشد. شناسائي و توزيع فاكتورهاي گيرنده در اجازه
  عفونت نمايند بستگي دارد.توانند موجب ايجاد سطح سلولها به نوع سلولها، بافتها و نوع ارگانيزمهائي كه مي

نمايند. ها بطور موازي استفاده ميتعدادي از ويروسها از فاكتورهاي چندگانه چسبيدن به سلولها و گيرنده
كنند. ها نقش اساسي و مهمي در تهاجم ويروسها به سلولها بازي ميهاي بين كربوهيدراتها و پروتئينواكنش

چسبند، مي (Sialic- containing group)گروه اسيدهاي سياليك  تعدادي از ويروسها به طور اختصاصي به
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ها ها لكتينشوند. در تعدادي از سيستمدرحاليكه برخي ديگر به گلوكز آمينوگلايسيس يا گليكوليپيدها متصل مي
دار شبيه هاي كربوهيدراتي در سطح ويروس قرار دارند. ويروسهاي پوششدر سطح سلول قرار گرفته و رشته

Myxovirus ها ياParamyxovirus توانند به سياليك اسيد كه داراي گليكوپروتئين با فعاليت ميneuramidinase 
توانند فعاليتهاي ديگري از قبيل باشند متصل شوند. اين پروتئينها معمولاً داراي فعاليت چندگانه بوده كه ميمي

ها را نيز پشتيباني كنند. برخلاف ويروسهاي ندهكننده گيرهاي تخريبفاكتورهاي اتصالي به غشاء يا آنزيم
باشند و اين دسته از ويروسها به روشهائي ها فاقد غشاء ميrotavirusدار، ويروسهاي بدون پوشش شبيه پوشش

غيراز اتصال به سلول و ورود به آن تكيه كرده و از روشهائي شبيه تجزيه كردن غشاء يا ايجاد يك سوراخ در 
قادر به نفوذ در سلولها و ايجاد عفونت  endocyticنمايند. تعداد زيادي از ويروسها به روش  غشاء استفاده مي

  باشند. مي
-clathrinاستفاده مي كنند از طريق روشهاي مختلف از جمله وزيكولهاي  endocytosisويروسهائي كه از روش 

coated فاگوسيتوز، ماكروپينوسيتوزيس ،(macropinocytosis)  حفره و ايجاد(caveolae)  براي ورود به سلول استفاده
شوند. براساس نوع ويروس، ذرات مي كنند. در اين روش ويروسها بداخل سيتوپلاسم سلولهاي ميزبان وارد مي

آندوپلاسميك و  توان در قسمتهاي مختلف سلول ميزبان اعم از اندامهاي داخلي، ليزوزمها، شبكهويروسي را مي
كننده شرايط ملايم در اندامهاي داخلي سلول تأمين pHر دستگاه گلژي مشاهده نمود. وجود اي مواقع ددر پاره

 Aخوبي است كه ويروس به داخل سلول وارد شده و سپس تكثير شود. براي مثال ورود ويروس آنفولانزاي تيپ 
سياليك اسيد باشد به اين شكل است كه هم آگلوتيناسيون ويروسي با داراي پوشش مي RNAكه يك ويروس 

به داخل Cathrin-coated كند. ويروس از طريق وزيكولهاي حاوي گليكوپروتئين يا گليكوليپد پيوند برقرار مي
شدن مجاري پروتئيني پائين موجب فعال pHشود. سلول حمل شده و به ذرات و اجزاءداخل سلولي وارد مي

2Mوس به دليل شرايط اسيدي حل شود. مواد حد دهد كه كپسول داخلي ويردر سطح ويروس شده و اجازه مي
شود. آگلوتيناسيون ويروسي باعث اتصال پوشش ويروس به اندامهاي داخلي سلول ميواسط هم

متصل شده و از طريق كمپلكس  B(importin B)هاي ويروس از همديگر جداشده و به حامل نوكلئوپروتئين
شود. بعد از نفوذ نوكلئوپروتئين هسته سلول ميزبان مي وارد NPCيا  (Nuclear Pore Complex)سوراخ هسته 

هاي ويروسي نيز يا وارد هسته سلول يا سيتوزولهاي اختصاصي ويروس به داخل هسته سلول، ساير نوكلئوپروتئين
  شوند. مي

هاي هاي سلولي يا حفرههاي مختلف سلول، ويروسهاي وارد شده اغلب از پروتئينجهت حركت در گوشه
برند. هسته سلولهاي ميزبان موجب فراهم شدن عمليات بسيار عالي براي تكثير ويروسها سلولي بهره ميداخلي 

شود. توسط آنزيم تغييردهنده تبديل مي RNAبه واحدهاي كوچك  RNAيا  DNAشده و اندازه آن بسته به نوع 
ماندن نيز در هسته سلولها به همين  بهرحال ورود به هسته سلولهاي ميزبان براي ويروسها بسيار مشكل است و زنده

  باشد و ويروسها بايد از مكانيسم سلول ميزبان پيروي نمايند. ترتيب مشكل مي
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گيرد. براي هدف قراردادن صورت مي NPCهمانگونه كه ذكر شد ورود ويروس و كپسول ويروسي از طريق 
بوده يا از پيامهاي ساكن شدن روي  (Cytosolic)هاي سيتوزوليك سلولها، ويروسها داراي رسپتورها با گيرنده

شوند وصل مي 7(importine 7)كننده و آرنوويروسها به حمل HIV-1كنند. به عنوان مثال ويروس هسته استفاده مي
چسبند. حداكثر اندازه جهت انتقال مي B(importinα,B)و αكننده و آنفولانزا به حمل Bدرحاليكه ويروس هپاتيت 

باشد. ويروسهاي كوچكتر از اين اندازه بدون تغييرشكل وارد هسته نانومتر مي 39حدود  NPCق ويروسها از طري
شوند درحاليكه ويروسهاي بزرگتر از اين ميزان بايد تغييرشكل داد تا ژنوم آنها اجازه ورود از سلول ميزبان مي

موجب ايجاد تغييرات در  HI(histone HI)ياهيستون  7يا  Bرا پيدا كند. تداخل بين ويروس و حاملين  NPCطريق 
شوند. ويروسها به داخل نكئوپلاسم سلول ميزبان وارد مي  DNAشود. در نهايت شكل ويروس و كپسول آن مي

جهت وارد شدن به داخل هسته استفاده نمايند.  NPCتوانند از نيز نمي retovirusها، ويروسهاي  Lentivirusباستثناي 
طريق ميتوز كمپلكس يكنواختي وارد هسته سلول شده و اين در زماني است كه پوشش  در زمان تقسيم سلولي از

شود. درخصوص ورود ويروس وجود نداشته و همين موضوع باعث عفونت در سلولهاي تقسيم شده مي
  مهرگان و نفوذ آنها به داخل سلولها هنوز اطلاعاتي كاملتر نياز است.ويروسهاي بي

  
  Antiviral defense)دفاع ضدويروسي (-10-1

پوستان شامل هاي درگير در سيستم ايمني مادرزادي سختهاي گذشته، تعداد زيادي از پروتئيندر دهه
ها شناسائي اكسيداز، پيتيدهاي ضدميكروبي و لكتينهاي مختلف از قبيل سيستم پروفنلها و مولكولپروتئين
ها درگير بوده ولي درخصوص ويروسها به چها، باكتريها و انگلاند. اما اين فاكتورها غالباً در مقابله با قارشده

نسبت خيلي كم اين فاكتور دخالت دارند. اخيراً اطلاعات بيشتري درخصوص دفاع ضدويروسي مادرزادي بين 
  است. پوستان شناسائي شدهويروس و ميزبان در سخت

باشند. اين نشهاي ايمني مادرزادي دارا مينقشي اساسي در واك like receptors)-like(Toll-Tollهاي گيرنده
كننده بوده و عمل آنها شبيه  فعال 1 –هاي انترلوكين از نظر ساختماني شبيه رسپتورها و گيرنده S(TLR(ها گيرنده
ع باشد. تاكنون ده نوها يا عفونتها ميدر مقابل آسيب (Activator of intracelluar signalling)هاي داخل سلولي پيام

بسيار ضروري  LPSبراي شناسايي   TLR4,5 & 9 از اين گيرنده ها در پستانداران شناسائي شده است. براي مثال
در شناسائي  2G DNA)TLRP(Cباشند ميCpGآنها داراي تركيب اصلي غيرمتيله  DNAباشند. تاژك باكتريها و مي

همكاري نمايد و موجب شناسائي پپتيدوگليكان  2TLRتواند با مي 6TLRپيتيدوگليكان و ليپوپپتيدها دخالت دارند. 
ناشي از ويروسها  dsRNAموجب فعال شدن ايمني سلولي در پاسخ به  3TLRو ليپوپپتيدهاي مايكوپلاسماها شوند. 

توانند مي R-848و  imidazoquinolines(Imiquimod)شود. اخيراً نيز تركيبات بسيار كوچك ضدويروسي كه بنام مي
  كه وابسته به سيستم سيگنالي است شوند. MyD887TLRل كردن سيستم ايمني از طريق موجب  فعا
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شوند. موجب شناسائي تركيبات اختصاصي ايجاد شده توسط عوامل بيماريزا مي STLRبهرحال فاكتورهاي  
و شامل يك سري از مولكولهاي وفق دهنده داخل سلولي بوده كه موجب راهنمائي  STLRبراساس اين فعاليت 

باشد. درحشرات شناسائي باكتريها و قارچهاي كه موجب تنظيم سيگنالهاي ايجاد شده ناشي عوامل بيماريزا مي
انجام  Immune deficiency(Imd)ها و راههاي كاهش ايمني يا TLRشوند از طريق تحريك سيستم ايمني مي

اكتريائي دخالت داشته ولي در فعاليتهاي ضدقارچي و ضدب TLRمهرگان سيستم شود. بهرحال در بيمي
داران از درخصوص فعاليت آنها در عفونتهاي ناشي از ويروسها هنوز به خوبي شناسائي نشده است. در مهره

ناشي از عمل سيتوكيناز در مقابل عفونتهاي ويروسي مشخص گرديده است.  βو  αمدتها پيش نقش اينترفرونهاي 
باشند. اين سلولها موجب ايجاد سيگنالهايي ختلف ضد ويروسي مياين سلولها داراي توانائي تحريك راههاي م

كند. از مواردي كه مطالعه زيادي روي آنها صورت شده و هزاران ژن توليد مي Janus kinase/signalاز طريق 
، (PKR)فعال شده  RNAsdاينترفرون بود كه شامل سرين/ تيرونين پروتئين كيناز  1گرفته و موجب ايجاد ژن تيپ 

، myxovirus-resistance protein،RNase L ،Oligodenylate synthetase)(Mx)هاي مقاوم به ميكسوويروسها پروتئين
Specific adenosine deaminase(ADAR)-RNA  و خودSIFN باشند.ها مي  

سي در باشد. اين مولكول در هنگام عفونت ويرومي dsRNAيكي از مهمترين ايجادكننده اينترفرونها مولكول 
توسط dsRNAشود. در پستانداران ويروسها به يك ساختمان ثانويه تبديل مي RNAنتيجه تكرار ژنوم ويروسي و 

3TLR تمايز ميلوئيد 88شدن فاكتور شوند كه موجب فعالشناسائي مي(Myeloid differentiation factor 88) شود مي
ن فعاليت ضدويروسي داخل سلولي نيز شده كه موجب فعال شد dsRNAكه يك مولكول وابسته است همچنين 

باشد. اين فعاليت موجب هدايت مهاركنندگي سنتز سلولي پروتئيني از ها ميPKRاين عمل بوسيله تأثير مستقيم 
شود. اين سيستم در ميα2)α(eukaryotic translation initiation factor 2)α (elf 2طريق فسفريلاسيون فاكتور 

  پوستان وجود ندارد. ختمهرگان مثل سبي
توانند ايجادكننده پوستان مثل ميگوي وانامي ميبراساس مطالعات صورت گرفته مشخص شده است كه سخت

بصورت  TSVو  WSSVباشند. مشخص گرديده است كه ميگوهائي كه با ويروسهاي  dsRNAدفاع ضدويروسي 
 dsRNAفزايش يافته است. ايجاد اين سيستم دفاعي اند مقاومت آنها ادرمان شده ds RNAتجربي آلوده و سپس با 

نداشته وبه صورت يك مولكول ثابت به صورت ميانجي در پديده  RNAبازهاي  مستقل بوده و ارتباطي با رديف
مهرگان دهد كه ممكن است واكنشهاي عمومي ضدويروسي در بياينترفرون دخالت دارد. اين پديده نشان مي

يا بتاگلوكانها ممكن  LPSدهد كه تركيباتي ميكروبي مثل ن مطالعات ديگر نشان ميوجود داشته باشد. همچني
 LGBPاست موجب افزايش ايمني ميگوها در مقابل ويروسها شوند. بطور تجربي نشان داده شده است كه ژن 

وجب در مراحل اوليه عفونت شده و همچنين با پيشرفت بيماري م WSSVموجب افزايش ايمني و تعديل عفونت 
در مقاومت ويروسي ميگوي مونودن  PmAVشود. يك ژن جديد بنام اكسيداز ميكاهش نظم در سيستم پروفنل

ساخته شده  C-type lectin- like domaine(CTLC)اسيدآمينه و با  170برداري شده است. اين ژن با شناسائي و كپي
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ده كه اين موضوع از طريق آزمايشگاهي داراي يك فعاليت ضدويروسي قوي بو PmAVاست. پروتئينهاي حامل 
دهد كه اين ژن در و مهار تأثيرات سلولي در محيط كشت مشاهده گرديده است.مطالعات ايمنولوژيكي نشان مي

شود كه مكانيسم شود. چنين حدس زده ميمتصل نمي WSSVسيتوپلاسم سلولهاي ميگو بوده ولي به ويروس 
PmAV  هاي ديگري در عملباشد و مكانيسمبه سلول ميزبان نميشامل جلوگيري از چسبيدن ويروس 

ضدويروسي اين مولكول نقش دارند كه هنوز شناخته نشده است. تعدادي از مواد ضدويروسي از بافتهاي 
تواند با ، خرچنگ آب شيرين كه مي(blue crab)، خرچنگ آبي Setiferusمهره از جمله ميگوي موجودات بي

، Sindbis virus ،vesicular stomatatis virus ،vacceina virusمثل  DNAيا  RNAروسهاي گروههاي مختلفي از وي
mengo virus ،Banzi virus  وpoliomyetitis virus  متصل شوند،جداسازي و شناسائي گرديده است. فعاليت
كيلو دالتون از  75ا ت 73گي اين مواد هنوز شناسائي نشده است. اخيراً هموسيانين با وزن مولكولي مهاركننده

ميگوي مونودون جداشده و داراي خصوصيات ضدويروسي غيراختصاصي بوده ولي فاقد تأثيرات مسموميت 
  باشد.عليه سلولهاي ميزبان مي cytotoxicityسلولي 
  
  ها از سيستم دفاعي ميزبانمكانيسم هاي گريز ويروس-11-1

عمولاً اجرام خارجي وارد شده به بدن را شناسائي و موجب بعد از ورود ويروس به داخل بدن، سلولهاي ميزبان م
شوند و در نهايت مانع تكثير تحريك سيستم ايمني مؤثر به منظور جلوگيري از ورود ويروس به داخل سلولها مي

دهنده داران شناسائي تركيبات تشكيلگردند. اولين فاز سيستم دفاعي در بدن مهرهو گسترش ويروس مي
ژن به عنوان باشند. اين پپتيدها به عنوان اجسام خارجي و به مثابه يك آنتيخص پپتيدها ميويروسها، بالا

compatibility complex (MHC)AntigenMajor histo ژن درسطح سلولهاي ايجادكننده آنتيAntigen-Presenting cell 
  باشند. مي

ي و همورال به منظور شناسائي قطعي ويروس وقتي كه شناسائي صورت گرفت، سيستم دفاع ايمني آبشاري سلول
توانند موجب خنثي نمودن ويروسهاي درحال گردش در سلولها شده باديها ميشود. به عنوان مثال آنتيآغاز مي

نمودن باشند را تخريب نمايند. پاسخ سلولي همچنين موجب تجزيهو همچنين سلولهائي كه داراي ويروس مي
نمايد. فاكتورهاي قابل حل از قبيل بادي در بدن ميكمك به شروع توليد آنتي سلولهاي حاوي ويروس شده و
تداخل با  (IFNs)و اينترفرونها  (ILs)ها اينترلوكين Tumor Necrosis factor(TNFs)فاكتور نكروزكننده تومور 

مني در شناسائي شود. تداخل بين ويروس و سيستم ايلمفوسيتها نموده و موجب توقف يا گسترش پاسخ ايمني مي
باشد. تعداد زيادي از ويروس توسط سلولهاي ميزبان همچنين در بهبود و نجات ميزبان بسيار مهم و حياتي مي

پاسخ سيستم ايمني در دهه اخير روشن شده است. بهرحال اين موضوع هنوز بي -مسائل مرتبط با تداخل ويروس
يمني دور نگه داشته و باعث ايجاد عفونت در بدن ميزبان مانده است كه چگونه ويروس خود را از پاسخ سيستم ا

  شود. مي



  /... �� ���	 
��  ٣١ا���ن 	��� ����� وا��� ����ر

 

كند كه شامل ويروس از روشهاي مختلفي جهت جلوگيري از اثر سيستم ايمني ميزبان برخود استفاده مي
، مهار (chemokines)جلوگيري از ايمني هومورال، دخالت در اينترفرونها، مهار و تغيير سيتوكيناز و كيموكينازها 

  باشد.مي MHCو همچنين تعديل كردن فعاليت  NKsو  CTLsو فرار كردن از  (apoptosis)پاپتوزيس آ
تواند در محدود كردن تكثير ويروسها مؤثر باشد در اين آپاپتوزيس به عنوان يك عامل ايمني مادرزادي مي

شدن ويروسها اكندهروش مرگ سريع سلولها موجب محدود شدن تكثير و توليد ويروسها و كاهش يا حذف پر
شود. اغلب ويروسها داراي مكانيسمي هستند كه يا از آپاپتويس فرار كرده و يا در ايجاد در سلولهاي ميزبان مي

يابند كه ميزان زيادي ويروس را توليد و تكثير نمايند. تعداد زيادي از اندازند و در نتيجه اجازه ميآن تأخير مي
ستند كه بطور مؤثر باعث توقف يا تأخير در ايجاد آپاپتوز شده و فرصت كافي ويروسها داراي ژنهاي رمزداري ه

و  P33شود. به عنوان مثال باكولوويروسها داراي براي ازدياد ويروس در حد مناسب براي ايجاد بيماري پيدا مي
IAP تواند موجب مهار چندگانه آنزيم  پروتئاز يا پروتئين بوده كه مي(Caspase) ه تعداد زيادي از شود. بعلاو

ويروسها در حال رشد به منظور ايجاد فعاليت آپاپتوزيس در مراحل آخر عفونت ويروسي لازم است. اين 
تواند موضوع يك مرحله مهم و نهائي در گسترش ويروس به سلولهاي همجوار سلولهاي آلوده بوده كه مي

ها هاي ايجاد شده از آنزيماعث محافظت ويروسهاي ايمني التهابي شده و همچنين بموجب فرار سلولها از پاسخ
  باديها باشد.وآنتي
مطالعات اخير در ميگو نشان داده است كه آپاپتوزيس مسئول حذف سلولهاي آلوده به ويروس در سلولهاي    

تواند كنند كه اين روش يعني آپاپتوزيس نميبيني ميپيش 2004در سال  Morogaو  WUباشد. هر چند عفوني مي
) 2001و همكاران ( Sahtoutباشد.گزارش ارائه شده توسط P. kurumaسفيد در ميگويموجب مهار ويروس لكه

سلولهاي آپايتوز شده بوده و چنين حدس زده  %40داراي  WSSVنشان داده است كه ميگوهاي با علائم ظاهري 
در ميگوي  (YHD)ري سر زرد باشد. همچنين دربروز بيماشود كه اين موضوع دلالت بر مرگ ميگوها ميمي

مونودون گسترش و ظهور آپاپتوزيس در سلولهاي ميگو از مهمترين دلايل عدم كارائي و مرگ سلولهاي 
سفيد نشان باشد. بهرحال درجه آپاپتوزيس در بافتهاي مختلف ميگو با بيماري لكهميگوي ميزبان ويروس مي

ومير ميگوها بوجود آمده، اما اينكه به چه ميزان در مرگ دهد كه اين پديده بعد از بروز بيماري در ميگومي
  دخالت دارد نيازمند تحقيقات بيشتر است. 

  
  هاواكسن-12-1

باشند، ولي پاسخ نيمه با وجودي كه سخت پوستان داراي پاسخ ايمني همورال از طريق توليد ايمونوگلوبولين نمي
ماري ويروسي در ميگو از طريق سلولهاي ايمني موجود در ايمني با توليد مواد شبه ايمنوگلوبوليني بر ضد بي
گرانولار و گرانولار ثابت گرديده است. مكانيسمهاي پاسخهاي همولنف از جمله سلولهاي هيالونوسيت، سمي

ايمني در ميگو شامل: فاگوسيتوز، ايجاد ندول، سايتوتوكسيسيتي(مسموميت سلولي)، كپسول دار نمودن و سيستم 
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از مي باشد. با توجه به موارد ذكر شده در بالا هنگام تجويز عوامل پاتوژن غير فعال محققين شاهد پروفنل اكسيد
افزايش ايمني در برابر آن بيماري خاص بودند كه همين امر آنها را بر آن داشت كه محصولي را تحت عنوان 

زي پروري و دامنه وسيع ميزبانان هاي   آب. از طرفي به علت توسعه فعاليت(Bachere, 2000)واكسن تهيه كنند 
ويروس، اين موجودات همواره در معرض درگيري با عوامل بيماريزاي ويروسي از جمله ويروس لكه سفيد 

سازي پست لاروهاي عاري از اين رو تا كنون راهكارهاي متعددي از جمله بهبود شرايط محيطي، ذخيره.اندبوده
ماريزا، استفاده از محرك هاي سيستم ايمني و استفاده از واكسن جهت از عوامل بيماريزاو مقاوم به عوامل بي

  ).Namikoshi et al., 2004كنترل و پيشگيري از بيماري لكه سفيد ارائه شده است (منظور مصون سازي ميگوها به
ته و داراي ها توليد و مورد استفاده قرار گرفهاي دارويي هستند كه جهت پيشگيري از بيماريها فرآوردهواكسن

هاي مؤثر و ايمن، هاي انجام شده جهت ارائه واكسنرغم تمامي كوششباشند.عليحداقل عوارض جانبي مي
ها ها جهت آزمون واكسنهاي پرداخت شده توسط آزمايشگاهگاهي اوقات اين اهداف ميسر نبوده و هزينه
حيوانات آزمايشگاهي  %10-20د كه حدود شوباشد. تخمين زده ميبرروي حيوانات آزمايشگاهي بسيار زياد مي

ها مورد استفاده قرار هاي مختلف در جهان در جهت انجام كنترل كيفي واكسنمورد استفاده در آزمايشگاه
ها موجب تحريك سيستم ايمني بدن پس از مواجهه با بيماري ناشي از باكتري يا گيرند. استفاده از واكسنمي

عوامل بيماريزا موجب پيدايش ايمني موقت يا پايدار در مقابل اين عوامل  ويروس خاص شده، پس از نابودي
  .)1385ها، كارگاه آموزشي بيوتكنولوژي، جنبه هاي كنترل كيفي واكسن(شود بيماريزا مي

   
 ويژگي هاي يك واكسن خوب-1-12-1

  يك واكسن خوب بايد داراي چنين خصوصياتي باشد:
  ايجاد پاسخ ايمني مناسب  −
  طولاني مدت محافظت  −
  (Safety)سلامتي  −
 (Stability)پايداري  −

 (Affordable)قابل تهيه بودن  −

 

 عوامل مؤثر در ايجاد پاسخ مناسب به ايمن سازي-2-12-1

تر زايي واكسن بيشتر و مدت زمان ايمن بودن فرد طولانيژن:  هر چه ميزان ايمنيميزان ايمني زايي آنتي −
  باشد، بهتر خواهد بود. 

هاي كشته شده ): كه هر چه دز مصرفي كمتر باشد ميزان تحمل (خصوصاً در مورد واكسن دز مصرفي −
  واكسن بهتر و عوارض جانبي واكسن كمتر خواهد بود. 
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چون تزريق عميق  (SC)شوند هاي زنده ضعيف شده به روش زيرجلدي تزريق ميراه و محل تزريق: واكسن −
  تواند به اعصاب آسيب برساند.آن مي

شوند، چون به علت وجود آلومينيوم در تزريق سطحي هاي غير زنده به روش عميق تزريق ميواكسن −
  تواندايجاد آبسه كند. مي

  تواند ايجاد آبسه كند.هاي داراي آلومينيوم در بافت چربي نيز ميواكسن −
  سن دريافت كننده  −
نقص ايمني يا ضعيف  هاي ضعيف شده در افراد بامصرف واكسن –وضعيت ايمني و وضعيت جسمي فرد  −

 شده ممنوع است.

  
 هاي غيرفعال شدهاي در تهيه واكسنهاي هستهكاربرد روش-13-1

هاي مؤثر، كارآمد، سالم و كاربرد واقعي واكسنهاي سلامت،براي حفظ سلامت حيوانات و اجراي برنامه
لية كنترل بسياري از هاي با كيفيت خوب هدف اوباشد. ايمن سازي حيوانات با واكسنخالص ضروري مي

  كني به كار مي روند. هاي ريشهها يا برنامهها براي كنترل بيماريهاي حيوانات است، لذا واكسنبيماري
  توان به سه نوع تقسيم نمود :ها را ميبه طور كلي واكسن

  هاي زنده يا تخفيف حدت يافته واكسن −
  هاي كشته يا غيرفعال شده واكسن −
 (Toxoids sub unit)هاي نوتركيبدي و توكسوئيد يا واكسنهاي زير واحواكسن −

 باشند :توضيحات مختصري در مورد هر يك به شرح زير مي

 

 (Live or Attenuation Vaccines) هاي زنده يا تخفيف حدت يافتهواكسن-1-13-1

راين سيستم ايمني شوند. بنابهاي زنده باعث ايجاد يك عفونت بدون علائم و خود محدود كننده ميواكسن 
ها مطابقت آل واكسنكنند. يكي از خواص اينها كه با خواص ايدهميزبان را مشابه با عفونتهاي طبيعي تحريك مي

دارد، حفاظت طولاني مدت با كمترين ميزان تجويز واكسن در يك دز يا تعداد دزهاي كم   در ميزبان ايجاد 
گردد كه ها باعث حذف توانايي ايجاد بيماري در آنها ميسمباشند. تخفيف حدت ميكروارگانيكنند، ميمي
زا در ميزبانهاي غير معمول، رشد آنها در شرايط هاي بيولوژيكي مثل: پاساژ عامل بيماريتواند توسط روشمي

  هاي شيميايي ايجاد شوند.زير حد مطلوب، موتاژن
د. در حاليكه با توسعه دانش امروزي در شدر گذشته تخفيف حدت دادن توسط تكنيك هاي تجربي ايجاد مي

هاي مولكولي براي شود كه هدفنوتركيب به ما اجازه داده مي DNAهاي ميكروبي و تكنولوژي زمينه پاتوژن
هاي هاي واكسن كه شامل ژنها را شناسايي نموده و تركيب معقول و درستي از سوشتخفيف حدت واكسن
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نوتركيب، تخفيف  DNAهاي ايجاد شده از طريق تكنولوژي م. در سوشاند، ايجاد نماييحذفي شناخته شده
زا بايد به گونه اي باشد كه پاتوژنيستي را بدون خطر برگشت فنوتيپ نوع وحشي محدود حدت عوامل بيماري

 نمايد و نبايد توسط رژيم غذايي و يا تغييرات ايجاد شده در ميزبان كه ناشي از رژيم غذايي هستند، مثل فلور
ها ميكروبي ميزبان، قابل بازگشت باشد. ضمناً ضروري است كه تخفيف حدت يك حالت پايدار در واكسن

  شوند.ها داراي ثبات كمتري هستند به آساني توسط حرارت يا نور تخريب ميباشد، و اين نوع واكسن
  
  (Toxoid & subunit)هاي زير واحدي و توكسوئيد واكسن-2-13-1

هاي ميكروبي است كه در القاء هاي ضروري براي پاتوژنژنآل شامل آنتيدي ايدهيك واكسن زير واح
هاي باكتريايي بودند كه سم زدايي هاي زير واحدي، توكسينهاي ايمني حفاظتي مؤثرند، نخستين واكسنپاسخ

(detoxified) وتركيب و هاي نهاي خالص شده، پروتئينژنهاي زير واحدي بيشتر آنتيشده بودند. واكسن
  باشند.ها ميهاي طبيعي ميكروارگانيسمپروتئين
  
  (Inactivated or Killed Vaccines)هاي كشته يا غيرفعال شده واكسن-3-13-1

هاي عفوني انسان و حيوان شامل كل ارگانيسم غيرفعال شده كه ايمونوژنيستي ها عليه بيماريبسياري از واكسن 
سازي و آزمونهاي ها، غيرفعالترين مراحل در توليد اين نوع واكسنحرانيباشند. بآن حفظ گرديده است، مي

 هستند. (Safety Test)تائيد سلامت 

  
  سازي ويروسغيرفعال-14-1

).مواد شيميايي كه براي هاي حرارتي، مواد شيميايي و پرتوها انجام شودتواند توسط روشسازي ميغيرفعال
  سازي به كار مي روند شامل : غيرفعال

  
  (formaldehyde)سازي با فرمالدئيد غيرفعال-1-14-1

كنند كه عمدتاً به آن روش ها استفاده ميسازي ويروسهاي اروپايي، فرمالدئيد را براي غيرفعالاخيراً اكثر روش
Waldmann )گويندBarteling & Woortmeyer, 1984; Lombardo & Smolko, 1990; Gudding et al., 1999; Salehi, 

Bonilla et al., 2005;-2010; Escobedoها مورد شك و ترديد است، زيرا ويروس بايد ). اما سلامت اين نوع واكسن
متقاطع تواند باعث اتصال ها سمي است. همچنين فرمالدئيد ميجذب شود و اين ژل براي سلول 3AL(OH)به ژل 
ژنيستي را تخريب نمايد. ضمناً بعضي اوقات هاي پروتئيني گردد و بعضي اوقات خاصيت آنتيمولكول
  شود.سازي توسط فرمالدئيد به طور كامل انجام نميغيرفعال
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  سازي با آزيريدينهاغيرفعال-2-14-1

پروپيلن امين ، كمتر از روش فرمالدئيد  ها مثل استيل اتيلن امين، اتيلن امين ،سازي با آزيريدينهاي غيرفعالروش
هاي توليد واكسن مايل به ها شديداً سمي هستند، بسياري از كارخانهبحراني هستند. ولي از آنجائيكه آزيريدين

كمتر مضر است و  (BEA)باشند.خوشبختانه در بين اينها برومواتيل آمين هيدروبرومايد استفاده از اين عوامل نمي
توان آن را استفاده كرد يا قبل از شود. بنابراين طي دو روش ميبه اتيلن آمين فعال تبديل مي 8بالاي  pHدر 

سازي بايد آن را افزود. در انتهاي غيرفعال pH=8.4آن را بالا برد يا به محيط حاوي ويروس با  pHاستفاده 
هاي ميزبان مناسب كشت روي سلولها بايد بر سازي انجام شود كه در مورد ويروسآزمونهاي تائيدية غيرفعال

  انجام گيرد.
  
  سازي توسط پرتوهاغيرفعال-3-14-1

باشند. اشعه گاما و الكترون پرتوهاي يونساز داراي انرژي بالا و قدرت نفوذ زياد و اثر كشندگي شديد مي 
پهاي راديواكتيو پرتوهايي با شدت خيلي زياد، قدرت نفوذ بالا و طول موج كوتاه هستندكه ضمن واپاشي ايزوتو

باشد. ميزان مي 137يا سزيوم   60شود، كبالت شوند. مهمترين ايزوتوپي كه به طور وسيع استفاده ميتوليد مي
به جاي  SIباشد. در سيستم ها را دز جذبي پرتو گويند كه واحد آن راد ميانرژي جذب شده از پرتوها در سلول

  );Lorenzen et al., 1993( (1Gray = 100 rads)شود. استفاده مي(Gray)واحد راد از گري 
  
  اثر پرتوهاي يونساز بر روي ميكروارگانيسم ها-15-1

ها باشد. اين پرتو انرژي خود را به مولكولها نتيجه عمل يونسازي پرتو با انرژي بالا ميمرگ ميكروارگانيسم
باشد و هيچ ربطي به شكل ه مولكول ميهاي تشكيل دهندانتقال داده كه اين مسئله وابسته به عدد اتمي اتم

مولكول ندارد و موجب پديده يونيزاسيون شده كه منتج به تغييرات شيميائي در مواد بيولوژيكي به صورت كم و 
بيش اتفاقي خواهد شد. اثر يونيزاسيون اشعه به دو صورت مستقيم و غير مستقيم رخ خواهد داد. در شكل اول به 

هاي آزاد اي آب رخ داده كه به صورت طبيعي در سلول حضور دارد و ايجاد راديكالهطور مستقيم در مولكول
نمايد. در هر دو صورت تغيرات شيميايي در سلول رخ خواهد داد. يكي از نقاطي كه به عنوان هدف پرتو مي

ه و تغييراتي باشد. پرتو ايجاد ضايعات كشنده در هسته نمودموجود در آن مي DNAباشد، هسته سلول و مطرح مي
هاي پستانداران ها و هم در سلولبه وجود مي آورد كه موجب ممانعت از تقسيم سلول هم در باكتري DNAدر 
  ).دهد(شود. اين تغييرات بيشتر روي بازهاي آلي رخ ميمي

پرتوهاي يونساز جهت از بين بردن ويروس ها استفاده نمودند. گفتني است از  1955ها در سال راديوبيولوژيست
ها داراي ساختارهاي بسيار متنوع از ويروسهاي بسيار ساده كه شامل يك نوكلئيك اسيد كوتاه تك كه ويروس

ند. لذا هاي متنوع و بعضي ليپيدها مي باشهاي بزرگتر كه شامل پروتئيناي و دو يا سه پروتئين تا ويروسرشته
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ها باعث مي شود كه بتوانند برخي از آسيب هاي ناشي از پرتودهي را ترميم پيچيدگي ساختمان بعضي ويروس
  نمايند. 

– Longها را غيرفعال نمايد، يكي اثر تواند ويروسهاي آبي با ايجاد دو نوع اثر ميها در محيطپرتودهي ويروس

Lived ك پراكسيد آلي است و دومي اثر كوتاه مدت كه شامل انواع كه ناشي از عمل هيدروژن پراكسيد يا ي
هامي باشد هاي هيدروژن و هيدروكسيل ناشي از آب و الكترونهاي فعال همانند راديكالمتنوعي از راديكال

)Kim et al., 2004زايي معمولاً همة خواص زايي آنهاست زيرا عفونتها، عفونت) حساسترين خاصيت ويروس
سازي ها با ساختمان ساده اثر غيرفعالبراي تكميل يك سيكل عفونت نياز دارد. براي ويروس يك ويروس را
هايي سازي ويروسزايي در عمده موارد شامل يك آسيب به اسيد نوكليئك است. براي غيرفعالخاصيت عفونت

اي از ا به يك قطعهاي هستند يا بايد آسيب به هر دو رشته وارد شود و يكه داراي اسيد نوكلئيك دو رشته
DNA كه براي ويروس بحراني است مثلاً قطعة كه بهDNA شود. از سوي ديگر پليمراز اختصاصي ترجمه مي

حرارت و پرتودهي هر دو مي توانند در تخريب ويروس و استريلاسيون ويروس نقش مهمي داشته باشند. به 
زايي ويروس خواهد داشت. دن خاصيت عفونتگونه اي كه تلفيق دما و پرتودهي اثر بيشتري در از بين بر

)Witteveldt et al., 2005.(  
  
  اثر پرتوهاي يونساز بر روي باكتري ها-1-15-1

هاي حرارتي، خشك كردن، ها از جمله : روشهاي سريع مثل ساير روشپرتودهي توسط اشعه گاما يا الكترون
سازي ها شناخته شده است. پرتودهي براي غيرفعالسرما، مواد شيميايي به عنوان يك روش براي كنترل باكتري

هاي آلوده ها با بعضي خواص بي نظير مثل: توانائي نفوذ، اثرات كشنده براي غيرقابل دسترس ترين سلولباكتري
اي برخوددار است. كاربرد اين روش در استرليزاسيون وسايل پزشكي، دارويي و هاي ويژهكننده، از جاذبه

هاي غذايي و افزايش زمان ژيكي همچنين در فرآيند حفاظت مواد غذائي و كنترل پاتوژنهاي بيولوبافت
هاي كشته شده داراي اهميت است. با تغذيه طولاني مدت حيوانات با اين نگهداري مواد غذايي و تهية واكسن

همچنين ارتباط نوع غذاهاي پرتودهي شده ثابت گرديد كه در غذاهاي پرتودهي شده اثرات سمي وجود ندارد. 
هاي ها با افزايش دز پرتودهي نيز ثابت گرديده است. ميزان مرگ سلولبين كاهش تعداد جمعيت باكتري

ها كه توسط پرتودهي القاء شده است. از طريق عدم توانايي در تشكيل سازي باكتريباكتريايي و يا غيرفعال
ود و اثرات تيمارهاي ويژه پرتودهي توسط تعداد شگيري ميها بر روي محيط كشت مغذي اندازهكلني باكتري

  گردد. هاي زنده مانده از كل جمعيت اوليه مشخص ميباكتري
ها با دزهاي متفاوت پرتودهي و شمارش تعداد بنابراين با تيمار تعداد مشخصي از جمعيت اوليه باكتري

شود.) شود و كسر بقا گفته ميبيان مي هاي زنده باقيمانده ( اين تعداد به صورت كسري از تعدد اوليهباكتري
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هاي زنده ترسيم نمود كه ارتباط بين تعداد ارگانيسم (Dose / Survival )توان منحني به نام منحني دز/پايندگي مي
  . (Lombardo & Smolko, 1990)كندو دز پرتودهي را بيان مي

  
2-15-1-value-10D   

10D-هاي زنده باقيمانده را محاسبه نمود. حتمال وجود ميكروارگانيسمتوان اهاي دز / پايندگي مياز روي منحني

value هاي زنده در طي يك سيكل عنوان دز كاهش ده تايي براي كاهش يك كسر از ميكروارگانيسمبه
شود. يا بعبارتي دزي از پرتو گاما بر حسب كيلوگري كه بتواند جمعيت ميكروبي را يك لگاريتمي بيان مي

  يتمي كاهش دهدكه توسط فرمول رياضي زير قابل محاسبه است: سيكل لگار

KD
NO

N
−=10log  

  باشد. مي Dهاي زنده باقيمانده بعد از تيمار جمعيت اوليه با دز تعداد سلول Nدر اينجا 
0N  هاي زنده تعداد اولية سلول  

K  ثابت معادله براي شيب منحني است اين شيب
10

1

D
  باشد.مي 

ها را توسط پرتودهي با دز مشخصي كه جمعيت اولية ميكروارگانيسم 10تعداد سيكل لگاريتمي يا تواني از 
در نظر  Xآيد و اگر اين خارج قسمت به دست مي V10Dدهد به سادگي از طريق تقسيم دز تيمار بر كاهش مي

  شود. سازي بيان مييرفعالبه عنوان فاكتور غ x10گرفته شود پس 

        x= 10 سازي  فاكتور غيرفعال⇒= X
valueD

D

10  
  
  هااثر پرتوهاي يونساز بر روي ويروس-3-15-1

متوجه شده بودند كه ارتباطي بين عمل پرتوهاي يونساز و از بين رفتن خاصيت  1955ها در سال راديوبيولوژيست
ها داراي ساختار بسيار متنوعي هستند از ويروسهاي بسيار ساده كه ها وجود دارد. ويروسويروسزايي عفونت

هاي هاي بزرگتر كه شامل پروتئيناي و دو يا سه پروتئين تا ويروسشامل يك نوكلئيك اسيد كوتاه تك رشته
شود كه فاكتور ثانويه ميها باعث ايجاد يك متنوع و بعضي ليپيدها هستند. پيچيدگي ساختمان بعضي ويروس

  نمايد. آنها را قادر به تعمير بعضي آسيب هاي پرتودهي مي
 – Longها را غيرفعال نمايد، يكي اثر تواند ويروسهاي آبي با ايجاد دو نوع اثر ميها در محيطپرتودهي ويروس

Lived ه مدت كه شامل انواع كه ناشي از عمل هيدروژن پراكسيد يا يك پراكسيد آلي است. دومي اثر كوتا
ها. مثلاً در هاي هيدروژن و هيدروكسيل ناشي از آب و الكترونهاي فعال است، مثل راديكالمتنوعي از راديكال

تواند تشكيل شود. اين عوامل فعال معمولاً بر روي هاي فعال فسفات ميمحلولهاي فسفات بافر، راديكال
هاي خشك دزهاي شوند. در محيطسازي ميو باعث غيرفعالكنند ها عمل ميهاي ليپيدي ويروسپروتئين
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 DNAها لازم است. در حالت خشك يونسازي در يك ناحية بحراني زايي ويروسبالاتري براي اثر بر عفونت
  زايي لازم است. احتمالاً براي حذف عفونت
خواص يك ويروس را  زايي معمولاً همةزايي آنهاست. چونكه عفونتها، عفونتحساسترين خاصيت ويروس

هاي با ساختمانهاي بسيار ساده (داراي يك ليپيد احاطه براي تكميل يك سيكل عفونت نياز دارد. براي ويروس
زايي در عمده موارد يك سازي خاصيت عفونتاي كوتاه) اثر غيرفعالتك رشته DNAيا  RNAكننده يك 

اي هستند يا ايي كه داراي اسيد نوكلئيك دو رشتههسازي ويروسآسيب به نوكليئك اسيد است. براي غيرفعال
كه براي ويروس بحراني است مثلاً قطعة كه به DNAاي از بايد آسيب به هر دو رشته وارد شود و يا به يك قطعه

DNA شود. پليمراز اختصاصي ترجمه مي  
داشته باشند. حرارت و پرتودهي هر دو ممكن است در تخريب ويروس و استريلاسيون ويروس نقش مهمي 

اي و وزن مولكولي بالا، مداركي وجود دارد كه تلفيق هاي داراي اسيد نوكلئيك دو رشتههمانطوري كه ويروس
در  Pollard  و Adamasزايي دارد. اين موضوع توسط دما و پرتودهي اثر بيشتري در از بين رفتن خاصيت عفونت

ها ديده نشده ايتر ديده شد و براي تك رشتهي پيچيدههاكشف شد و اين اثر تلفيقي براي ويروس 1951سال 
  ).است 
  
  هاي نوتركيبها و پروتئينراديو واكسن-16-1

توسط هاي غيرفعال هاي غيرفعال بسيار مؤثر باشند.از جمله واكسنتوانند در تهية واكسنپرتوهاي يونساز مي
  توان موارد زير را نام برد: اند ميتحقيقاتي مختلف تهيه شده –پرتوهاي يونساز كه در مراكز علمي

  كه در مكزيك تهيه شد توسط مؤسسه بهداشت ملي آمريكا تائيد گرديد. (rabies vaccine)هاري واكسن -
 & Barber) اروپا تهيه گرديده است در گاو كه توسط پرتو گاما غيرفعال شده و در Bluetongueواكسن بيماري  -

Campbell, 1984) .  
واكسن غيرفعال بيماري تب برفكي در دام توسط پرتو گاما كه در انرژي اتمي آرژانتين تهيه شده  -

  . (Lombardo &Smolko, 1990)است
  در آمريكا  X توسط پرتو (Dictyocaulus viviparous )واكسن پرتودهي شده بيماري ديكيتوكالوس ويوا پاروس  -
تهيه شده در آزمايشگاه علوم پزشكي  Venezuelan Equine Encephalitis(V.E.E)واكسن غيرفعال شده بيماري -

Fort Detrick در ،Feredrick , Maryland(Graber,1971).  
 در هند همچنين در انرژي اتمي ايران باBombeyواكسن كشتة سالمونلا توسط پرتو گاما در انرژي اتمي  -

  .سازي رازي ايرانهمكاري مؤسسه واكسن و سرم
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اي اين پژوهشكده با همكاري مؤسسه واكسن و ها كه در بخش كشاورزي هستههمچنين از جمله اين نوع واكسن
توان واكسن كشته سالمونلا، واكسن غيرفعال باشند، ميسازي رازي تهيه گرديده و يا در دردست تهيه ميسرم

  ).1385و واكسن غيرفعال لپتوسپيرا را نام برد(معتمدي سده و همكاران، A بيماري تب برفكي تايپ
در مقايسه با مطالعات صورت گرفته بر روي محرك هاي سيستم ايمني ميگوها اطلاعات محدودي در رابطه با 
ايمن سازي ميگوها وجود دارد. گفتني است كه سابقه تمامي اين مطالعات به واكسيناسيون ميگوها (سخت 

منظور محافظت و جلوگيري از مرگ و مير هاي نوتركيب بهستان) توسط ويروس هاي غيرفعال و يا پروتئينپو
هاي گردد. در اين مطالعات مشاهده شد كه يك پاسخ شبه ايمني در ميگوهاي مقاوم به ويروسميگوها باز مي

در همولنف فاكتورهاي خنثي كننده بيماريزا همانند ويروس بيماري لكه سفيد ايجاد شده بود كه به دليل وجود
ميگوهاي واكسينه شده، در مواجهه بعدي ميگوها با ويروس به دليل فعاليت سيستم شبه ايمني، مقاومت ميگوها 

). Johnsona et al., 2008در برابر بيماري افزايش يافت كه در نتيجه آن مرگ و مير ميگوها با كاهش همراه شد (
-هاي ماهيان ساخته ميهاي نوتركيبي كه براي بعضي از ويروستركيب همانند پروتئينهاي نوامروزه از پروتئين

حسن اين تركيبات اين است كه مي توان موجودات را با مقادير بالايي از آنتي ژن هاي  .گرددشود، استفاده مي
ل افزايش مي يابد اختصاصي واكسينه كرد كه در پي آن ميزان رشد و بازماندگي هاي آنها نسبت به گروه كنتر

لذا با توجه به اينكه بيماري ويروسي لكه سفيد همواره به عنوان يك خطر جدي براي صنعت پرورش ميگوي .
كارگيري شيوه هاي نوين همانند ايمن سازي ميگوها از طريق كشور محسوب مي گردد سعي خواهد شد تا با به

ميگوها را نسبت به بيماري لكه سفيد افزايش داد كه  هاي نوتركيب مقاومتهاي غيرفعال شده و پروتئينويروس
  در پي آن ميزان رشد و بازماندگي ميگوها بهبود يابد. 
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 مواد و روشها-2

 مراحل تهيه راديوواكسن بيماري ويروسي لكه سفيد در ميگو-1-2

 جداسازي و تكثير ويروس لكه سفيد ميگو-1-1-2

اري لكه سفيد ميگو تاكنون سيستم كشت سلول مناسبي كه بتواند با توجه به اينكه در خصوص تكثير ويروس بيم 
براي تكثير ويروس با تيتر خوب استفاده شود، شناخته نشده است، لذا بهترين روش براي تكثير اين ويروس 
استفاده از ميزبان واسط آن مي باشد. از آنجائيكه همولنف سخت پوستاني مثل خرچنگ و ميگو محل مناسبي 

اين ويروس است بنابراين در اين تحقيق از خرپنگ دراز آب شيرين جهت تكثير ويروس استفاده  براي تكثير
گرم از درياچه پشت سد  20-15) با متوسط وزن Astacus Leptodactylusشده است. خرچنگ دراز آب شيرين (
كرج منتقل گرديد. به  اروميه تهيه و به استخر تحقيقاتي در پژوهشكده –ارس با همكاري مركز تحقيقات آرتميا 

) چند عدد ميگوي 2000و همكاران ( Van Hultenمنظور تهيه استوك ويروسي براساس روش ارائه شده توسط 
و علائم باليني (وجود لكه هاي  PCRآلوده به ويروس لكه سفيد پس از تائيد آلودگي ميگوها براساس آزمايش 

هموژن نموده و با  1:5تريس حاوي كلريدسديم با نسبت  ) را آسياب و در بافر4سفيد بر روي ميگوها) (شكل 
درجه سانتيگراد سانتريفوژ   گرديد. پس از آن مايع رويي جمع  4دقيقه و در دماي 10به مدت  g  ×1700دور 

ميكرون در كنار يخ،  45/0در نهايت با فيلتر  1آوري و در چندين مرحله فيلتراسيون با كاغذ صافي واتمن شماره 
انسيون بافتي نهايي مورد نظر (حاوي ويروس لكه سفيد) براي تجويز به خرچنگ دراز آب شيرين عاري از سوسپ

و همكاران  Van Hultenاز بيماري (به منظور تكثير) استفاده گرديد. سپس براساس روش ارائه شده توسط 
سوم و چهارم سينه اي ميلي ليتر به روش داخل عضلاني در بند  3/0) سوسپانسيون ويروسي به ميزان 2000(

خرچنگ ها تزريق و تمامي خرچنگ ها به صورت روزانه مورد بررسي و بازديد قرار گرفتند. عمل نمونه برداري 
درجه سانتيگراد مي رسيد،  35تا  30از بافت و همولنف خرچنگها با توجه به فصل تابستان كه دماي آزمايش به 

نظور بررسي تكثير و يا عدم تكثير ويروس در خرچنگ ها با آزمون روز پس از تزريق آنتي ژن ويروسي به م 3تا 
PCR  انجام گرفت. همولنف خرچنگ ها در روز سوم پس از تزريق آنتي ژن ويروسي جمع آوري و به همراه

 10به مدت  g  ×1700) و پس از سانتريفوژ شدن نمونه ها با دور Alsever )Robalino et al. 2004ماده ضد انعقاد 
  درجه سانتيگراد نگهداري شدند. -70درجه سانتيگراد در دماي  4ه و دماي دقيق
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  : ميگوهاي آلوده به بيماري ويروسي لكه سفيد4شكل 

  

  
  : استخر نگهداري خرچنگ ها در پژوهشكده كرج5شكل 

  

  PCRتائيد آلوده بودن بافت و همولنف خرچنگ دراز با آزمون -2-1-2

) همولنف خرچنگ دراز آب شيرين، 2001و همكاران ( Jiravanichpaisalل از تحقيقات بر اساس نتايج حاص
محل اصلي تكثير و تجمع ويروس لكه سفيد مي باشد. به منظور تائيد آلودگي خرچنگ ها در مراحل ابتدايي 
تحقيق بررسي همولنف آنها ضروري بود. لذا نمونه هاي بافت و همولنف خرچنگ هاي تزريق شده با 

از نظر وجود ويروس لكه سفيد مورد  Nested PCRوسپانسيون ويروسي در مرحله قبل با استفاده از آزمون س
  بررسي قرار گرفتند.

  

 لكه هاي سفيد
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  تعيين تيتر ويروس لكه سفيد در ميگو-3-1-2

گرمي استفاده  2تا  1گروه پست لارو ميگوي  5) و LD50 )Lethal Dose 50براي تعيين تيتر ويروس از روش تعيين 
از سوسپانسيون ويروسي (همولنف خرچنگ  1000/1، 100/1، 10/1، 1ديد. در اين مرحله از رقت هاي گر

ميكروليتر با سرنگ  10حاوي ويروس لكه سفيد در بافر استريل تريس حاوي كلريدسديم) به هر ميگو مقدار 
لفات بررسي شدند. لازم عداد تتزريق گرديده و تمام تيمارها روزانه دو بار (صبح و شب) از نظر ت G29 انسوليني 

به ذكر است كه تعداد تلفات ابتدايي در گروه هاي مختلف بر اثر استرس تزريق مي باشند كه جزء محاسبات تيتر 
روز پس از تزريق ثبت و در آخر نيز تيتر ويروسي با استفاده از فرمول كربر  8ويروسي قرار نمي گيرند. تلفات تا 

  به شرح زير محاسبه گرديد.
  

Karber Formula:   
0.5)-D (Sp  – a= X 50Log LD-  

is the last dilution index for which all n cultures are infected (p=1) aX 
D is the log of the dilution factor (log 10 = 1) 
P is virus dilution proportion of infected cultures 
Sp is the summation of p between the last dilution for which all cultures are infected (p=1) and the first dilution 

for which all n cultures are unaffected (p=0). 
 

  
  به پست لاروهاي يك گرمي G 29:  تزريق سوسپانسيون ويروسي با سرنگ انسوليني 6شكل 

 

  و گاماغيرفعال سازي ويروس لكه سفيد با استفاده از پرت-4-1-2

هاي تزريق شده با ويروس پس از تائيد وجود ويروس لكه سفيد در همولنف هاي جمع آوري شده از خرچنگ
درجه سانتيگراد با دز  -20، در حالت منجمد در دماي  LD50و تعيين تيتر ويروسي به روش  PCRآنها به روش 

). همولنف 7بود پرتودهي شدند(شكل كيلوگري پرتو گاما كه در فاز يك اين پروژه بدست آمده  15اپتيمم 
  درجه سانتيگراد انتقال داده شدند.    -70هاي پرتودهي شده مجدداً جهت انجام مراحل بعدي تحقيق به فريزر 
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  :  سيستم پرتو دهنده گاما7شكل 

  

  تائيد غيرفعال سازي ويروس لكه سفيد (آزمون بي ضرري)-5-1-2

گروه  5گرمي استفاده شد. در اين مرحله  2تا  1تايي پست لاروي ميگو  10هاي  گروهبه منظور انجام اين مرحله 
، و 100/1، 10/1، 1تايي پست لارو ميگو انتخاب شده و پس از تهيه سريال رقت از ويروس پرتوتابي شده ( 10
يگ گروه هم ميكروليتر از رقتهاي مذكور به صورت داخل عضلاني تزريق شد. به  10) به هر ميگو  1000/1

ويروس زنده پرتوتابي نشده به همان روش تزريق گرديد.  تعداد تلفات در گروه هاي مختلف روزانه (دو بار 
روز پس از تلقيح بررسي و ثبت شدند. در آخر نيز تيتر ويروسي با استفاده از فرمول كربر  10صبح و شب) تا 
  محاسبه گرديد.

پست لارو تزريق شده با ويروس پرتوتابي شده، از سوسپانسيون با توجه به عدم وجود تلفات در گروههاي 
حاصل از لاشه هاي اين ميگوها براي تزريق به گروه بعدي پست لاروها استفاده شد. اين كار تا سه پاساژ متوالي 
از جهت اطمينان از عدم تكثير ويروس زنده در سوسپانسيون پرتوتابي شده انجام گرديد. بر روي كليه ي ميگو 

  جهت تشخيص ويروس لكه سفيد انجام گرديد. Nested PCRآزمون 
  
  فرمولاسيون راديوواكسن-6-1-2

پس از غيرفعال سازي ويروس موجود در همولنف خرچنگ و تاييد غيرفعال سازي كامل ويروس در پست 
آلوده به لاروهاي ميگو تا سه پاساژ متوالي، اكنون سوسپانسيون ويروسي تهيه شده از همولنف خرچنگ هاي 

استريل به ميزان لازم بسته به غلظت  TN، افزودن بافر  pHويروس جهت فرمولاسيون واكسن استفاده شد. تنظيم 
  اوليه آنتي ژن و تاييد استريل بودن واكسن براي فرمولاسيون انجام شد.
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  آماده سازي سالن نگهداري ميگو-2-2

ربردي جهاد بوشهر (خليج فارس) در نزديكي كا-براي پرورش ميگوها، از سالني در مركز آموزش علمي
پژوهشكده ميگوي كشور استفاده گرديد. پس از بيرون بردن وسايل اضافه و شستشوي كف  2-ساختمان شماره
ساعت كف سالن آب كلر غليظ ريخته شد.  24ي سالن، به منظور ضد عفوني كردن سالن به مدت و  ديوارها
ليتري به سالن آورده شدند و پس  2000همراه پايه و دو عدد هم تانك  ليتري به 300عدد تانك  14پس از آن 

از شستن و ضد عفوني كردن با آب كلر، در دو طرف سالن چيده شدند. سپس با توجه به تعداد تانكهاي پيش 
 بيني شده و ابعاد سالن، سيستم هوادهي طراحي شد. براي سالن دو عدد سيستم هوادهي مجزا تعبيه گرديد كه هر

عدد  تانك پرورش ميگو را داشت. بطور كلي هر سيستم  10سيستم توانايي فراهم كردن اكسيژن كافي براي  
هاي نصب شده در كنار ) بود كه خروجي آن از طريق شلنگ به لولهHeilaهوادهي داراي يك پمپ هواده قوي (

عدد خروجي تعبيه گرديد. پس از  ها براي هر تانك بوسيله شلنگ آكواريوم دوتانكها وصل مي شد و از لوله
هاي ها و بخارينصب كردن سيستم هوادهي و قرار دادن پمپها در جاي خود، به منظور تامين  برق پمپ

آكواريومي كه بعداً مي بايستي در تانكها قرار داده مي شدند، براي سالن كابل كشي جديدي طراحي و اجرا شد. 
قطعي برق، نيز يك ژنراتور برق با توان يك كيلو وات در بيرون سالن و دو ها در مواقع به منظور تامين برق پمپ

ها به آنها وصل شوند. به دليل هاي قطعي برق پمپدر داخل سالن قرار داده شد، تا در زمان UPSعدد دستگاه 
نيز در  سابقه دار بودن قطعي برق به مدت طولاني، علاوه بر نصب سيستم برق اضطراري دو عدد كپسول اكسيژن

هاي هوادهي وصل شدند، تا در مواقع قطعي برق به مدت طولاني كه بيرون سالن قرار داده شد و با شلنگ به لوله
  احتمال كاهش شديد اكسيژن بود، اكسيژن خالص وارد مدار شود. 

ن پس از راه اندازي سيستم هوادهي، برق كشي سالن و شستن و ضدعفوني كردن تانكهاي پرورش و قرار داد
گرديد، ابتدا در ايستگاه آنها در جاي خود، تانكها با آب دريا پر شدند. آبي كه براي پرورش ميگوها استفاده مي

زا بوسيله فيلتر پنج ميكرون، فيلتر شده و سپس تحقيقاتي بندرگاه به منظور از بين بردن عوامل احتمالي بيماري
شد. پس از اطمينان از تميز و عاري بودن كلر هوادهي ميساعت براي از بين بردن  48شد و به مدت كلرزني مي

كش آب شد و در آنجا بوسيله پمپ كفليتري به سالن منتقل مي 2000آب از هر گونه آلودگي، بوسيله تانك 
  شد. وارد تانكهاي پرورش مي

ساعت  24ها و وصل كردن سنگهاي هوا و روشن كردن سيستم هوادهي، به مدت پس از آبگيري تمامي تانك
سيستم كار كرد تا مشكلات احتمالي در مورد هوادهي مشخص شود و ايرادهاي موجود مرتفع گردد و سالن 

  ).8براي پرورش ميگو كاملا مهيا گردد (شكل 
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  : مراحل آماده سازي سالن8شكل 

  
  ورشتهيه پست لارو ميگو، انتقال به آزمايشگاه و تقسيم كردن آنها به تانكهاي پر-3-2

) از مركز تكثير بندر كلاهي واقع L. Vannameiعدد پست لارو ميگوي وانامي ( 14000براي انجام اين آزمايش، 
در استان هرمزگان تهيه گرديد و به سالن كه از قبل آماده شده بود، منتقل شدند. براي انتقال ابتدا پست لاروها به 

حمل ميگو به سالن آماده شده منتقل شدند. بدين منظور  هاي مخصوصهايي تقسيم شده و بوسيله پلاستيكگروه
يك سوم هر پلاستيك آب ريخته شد و دو سوم ديگر بوسيله اكسيژن خالص پر شد تا در طول مسير طولاني 
حمل و نقل ميگوها دچار كمبود اكسيژن نشوند. براي جلوگيري از نوسان دمايي در طول مسير حمل و نقل، 

يق در بسته گذاشته شدند و در شب كه هوا خنك تر بوده و ميزان مصرف اكسيژن نيز ها در ظروف عاپلاستيك
  كمتر مي باشد، پست لاروهاي ميگو منتقل شدند. 

دليل اختلاف شرايط لاروها به سالن پرورش، بهمنظور ذخيره سازي پست لاروها، پس از انتقال پستبه
ها مي بايستي به منظور جلوگيري از هرگونه ود در تانكها با آب موجفيزيكوشيميايي آب موجود در پلاستيك

لاروها، آنها  كم كم با شرايط جديد آداپته مي شدند. بدين منظور پس از استرس و شوك مضاعف به پست
ها بدون اينكه باز شوند در درون آب تانك ها با آب شيرين ابتدا تمامي پلاستيكشستن لايه بيروني پلاستيك

). سپس 9ها با آب تانك، يكي شود (شكل دقيقه قرار داده شدند تا دماي آب درون پلاستيك 30ذخيره به مدت 
ليتري منتقل شد و در آن باز شده و بدون  300عدد پست لارو بود به يك تانك  1000هر پلاستيك كه حاوي 

د در پلاستيك اينكه آب موجود در آن خالي شود، هر چند دقيقه يكبار مقداري از آب تانك به آب موجو
شد تا پست لاروها كم كم به آب جديد عادت كردند، سپس تمامي محتويات پلاستيك وارد آب اضافه مي

ساعت سالن ترك گرديد  8تانك گرديد و پس از تنظيم هوادهي، به منظور جلوگيري از استرس بيشتر، به مدت 
ليتري  300عدد تانك  14اين مطالعه از  و از غذا دهي به پست لاروها خودداري شد تا كاملا آرام شدند.در

  جهت ذخيره سازي و تيمار بندي ميگوهاي آزمايش استفاده شد.
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  : آماده سازي گروه هاي ميگو، تغديه و نگهداري آنها9شكل

  

ها بر اساس تيمارهاي مختلف آزمايشي كه در ها و انجام عمليات سازگاري، تانكپس از انتقال ميگوها به تانك
ليتري و انجام  300به نمايش در آمده است، شماره گذاري شدند.پس از انتقال ميگوها به تانك هاي  1جدول

تيمار هر  11عمليات سازگاري، تيمار بندي پست لاروها صورت پذيرفت. شايان ذكر است كه اين مطالعه از 
  ).1كدام با سه تكرار تشكيل شده بود (جدول 

 
روهاي واكسينه شده و غير واكسينه مطالعه: تيمار بندي پست لا1جدول   

 توضيحات كد تيمار تيمار سن پست لارو واكسيناسيون

 واكسينه

15- 5 
 تيمار آزمايشي A بدون مواجهه

60-40 PL B تيمار آزمايشي 

60 PL C تيمار آزمايشي 

26- 12 

 تيمار آزمايشي D بدون مواجهه

60-40 PL E تيمار آزمايشي 

60 PL F تيمار آزمايشي 

 غير واكسينه

15- 5 
 كنترل منفي G بدون مواجهه

60-40 PL H كنترل مثبت 

60 PL I كنترل مثبت 

26- 12 
60-40 PL J كنترل مثبت 

60 PL K كنترل مثبت 
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  تغديه و نگهداري پست لاروهاي تيمارهاي مختلف مطالعه-1-3-2

 16شدند. در ساعت غذادهي مي 24و  16، 8هاي سه وعده در ساعتپست لاروها ابتدا به مدت يك ماه روزانه 
-ها غذاي كنسانتره مخصوص دوران پستشد و در ساير وعدهبه ميگوها ناپلي آرتمياي تازه هچ شده داده  مي

لاروي داده مي شد. بر حسب دستورالعمل ثبت شده در كاتالوگ غذا، روزانه يك گرم غذاي كنسانتره به ازاي 
عدد پست لارو ميگو داده كه اين ميزان غذا در دو وعده صبح و شب داده مي شد ولي در وعده ظهر  1000هر 

دقيقه قطع مي شد تا غذا بهتر در دسترس  30ناپلي آرتميا داده مي شد. در هنگام غذادهي، هوادهي به مدت 
  ميگوها قرار بگيرد. 

ها ك روز در ميان بوسيله سيفون كردن از تانكهاي پرورش، يباقيمانده غذايي و فضولات موجود در تانك
خارج مي شد. براي اين كار ابتدا جريان دوراني ملايمي به آب درون تانك داده مي شد تا مواد آلي اضافه 
موجود در وسط تانك جمع شوند، سپس بوسيله شلنگ آكواريوم مواد جمع شده از تانك به درون تشت 

ز عدم وجود پست لارو ميگو در آب فيلتر شده اطمينان حاصل مي شد، دور ديگري ريخته شده و پس از اينكه ا
مي شد.  تعويض آب به ميزان يك سوم حجم آب موجود در تانك، در ماه اول پرورش هر پنج روز  ريخته

يكبار صورت مي گرفت. براي اين كار ابتدا بوسيله شلنگي كه يك طرف آن بوسيله توري بسته شده بود، يك 
  تانك خالي شده و آب جديد از تانك ذخيره آب توسط پمپ به آرامي اضافه مي شد. سوم آب 
ها، اندازه، حجم و تعداد دفعات غذادهي نيز افزايش يافت. در ي پرورش با بزرگتر شدن ميگوي دورهدر ادامه

غذاي  24و  18، 6ماههاي دوم و سوم دفعات غذادهي از سه وعده به چهار وعده افزايش يافت كه در ساعت 
ي ناپلي آرتميا داده مي شد. همچنين ميزان غذاي كنسانتره 12شركت هوورراش و در ساعت  4002كنسانتره 

روزانه هر تانك از يك گرم در ماه اول به دو گرم در ماه دوم و سه گرم در ماه سوم افزايش يافت. در ماه دوم و 
وزانه و تعويض آب نيز هر سه روز يك بار صورت سوم بدليل افزايش ميزان غذادهي، سيفون كردن بصورت ر

پذيرفت. لازم به ذكر مي باشد براي جلوگيري از انتقال آلودگي احتمالي در طول دوره آزمايش، تمامي وسايل 
  هر تانك جدا تعبيه شده بود.  سيفون كردن و تعويض آب و همچنين ساچوك براي گرفتن ميگوها، برايمربوط به 

  آرتمياآماده سازي -2-3-2

در اين مطالعه براي تغذيه پست لاروها روزانه حداقل از يك وعده ناپلي آرتميا فرانسيكانا استفاده شد. ليكن 
ليتري تغذيه  2ساعت قبل از شروع تغذيه هر وعده، با شكوفا نمودن سه گرم سيست آرتيما در ظروف  24روزانه 

 – 2500ساعت روشنائي و شدت تابش  24نوري  پست لاروها صورت مي پذيرفت. از اين رو با تأمين دوره
قسمت در هزار همراه با هوادهي شديد شرايط مناسب جهت شكوفا شدن سيست  35لوكس، درجه شوري  2000

هاي آرتيما با قطع هواده و پوشاندن سطح آرتميا فراهم شد. از اين رو پس از اطمينان از شكوفا شدن سيست
هاي تازه شكوفا هاي سيست آرتميا با استفاده از جذب نوري، ناپليدن پوستهليتري همزمان با شناور ش 2ظروف 



٤٨  ������ / )'ارش %$�#� "!ح ��

 

 14ها سيفون شده و در ظرف جديد ريخته شده و بوسيله پيمانه به شده آرتميا بوسيله شلنگ آكواريوم ناپلي
  قسمت مساوي تقسيم شده و در تانكها ريخته مي شد.

  وواكسن به روش غوطه وريواكسيناسيون پست لاروهاي ميگو  با رادي-4-3-2

روزه  26تا  5به منظور استفاده از اين راديوواكسن در واحدهاي تكثير ميگو مي توان از پست لاروهاي ميگو 
الي  10باشد. واكسيناسيون در دو دز با فاصله وري مياستفاده نمود. روش واكسيناسيون اين بچه ميگوها، غوطه

حجم آب تانك را تا حداقل ممكن كاهش داده سپس واكسن را به ميزان   ). ابتدا10روز انجام گرديد (شكل  14
پست لارو ميگو به آب آنها افزوده و پس از حدود يك ساعت حجم آب  1000ميلي ليتر به ازا ي هر  50تا  40

تانك را مجدد به ميزان اوليه مي رسانيم.در ادامه پس از گذشت حدود يك ساعت آبگيري تانك ها صورت 
و حجم آب آنها مجدداً به ميزان اوليه رسانده شد.شايان ذكر است كه با توجه به نتايج حاصل از فاز  پذيرفت

  ميلي ليتر بود. 10-3يك پروژه ميزان غلظت مناسب راديوواكسن در نظر گرفته شده براي هر ميگو 
هه با ويروس زنده نيز به اين ترتيب طبق برنامه واكسيناسيون در زمانهاي مشخص انجام گرديد. همچنين مواج

  طبق همان برنامه در زمانهاي مشخص انجام و تعداد تلفات روزانه دوبار شمارش و جمع آوري مي شد.
 

  
  
  
  
  
  

    
  
  
  
  
  
  

ب) گروه بندي پست لارو هاي ميگو جهت   –: الف) راديوواكسن بيماري لكه سفيد ميگو 10شكل 

يك سوم به منظور انجام واكسيناسيون به روش غوطه وري ج) كاهش حجم آب تانكها تا ميزان  –واكسيناسيون

  د) انجام واكسيناسيون به روش غوطه وري  –
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و بررسي   PCRنمونه گيري از گروههاي ميگو جهت انجام آزمون هاي بيومتري، -5-3-2

  سلول هاي ايمني

و  5-15ست لاروهاي هاي ايمني در طول دوره آزمايش سه بار از پهاي بيومتري و بررسي سلولجهت آزمون
قبل از مواجهه با ويروس  PL60قبل از مواجهه با ويروس زنده،  PL40روزه (در مراحل  12-24پست لاروهاي 

عمل آمد. در هر گيري بهطور تصادفي نمونهها بهبعد از مواجهه با ويروس زنده) موجود در تانكPL70 زنده و 
عدد   آنها مورد بررسي  10عدد ميگو برداشته مي شد، كه هر 10بار نمونه برداري، از هر تانك بطور تصادفي 

طول و وزن قرار مي گرفتند و بعد از سنجش وزن و طول مجدداً به تانك هاي مربوط به خود بازگردانده شدند. 
  از اين ده عدد دو عدد هم به طور تصادفي انتخاب مي شدند. PCRجهت انجام آزمون 

  
  آزمون بيومتري-4-2

گو انتخاب شده از هر نوع تيمار براي انجام آزمون بيومتري از نظر طول اندازه گيري و ثبت شدند ده عدد مي
  ).11عدد ميگو با هم نيز اندازه گيري و ثبت شد(شكل  10همچنين وزن كل 

  
  

  : آزمون بيومتري، اندازه گيري قد و وزن ميگوها11شكل 

  

 )TPPو  THC( آسپيراسيون همولمف و تعيين شاخص هاي سلامتي-5-2

و پروتئين پلاسماي كل،همولمف،ازسطح شكمي و از زير آخرين پاي  (THC)براي تعيين تعداد هموسيت كل
آنتي كوآگولانت (  ml 0,4ليتر كه حاوي). براي اين منظورازسرنگ يك ميلي12شناآسپيره شد(شكل 

پس .)13(شكل باشد، استفاده گرديدمي pH2/7درجه سانتيگرادو 4) بادماي Alseverمحلول
 ml4/0هاي اپندورف استريل مخصوص سانتريفيوژكه ازقبل حاوي گيري،محتويات سرنگ به لولهازنمونه
باشد انتقال يافت وبراي هرميگو دو اسمير از هر نمونه همولمف آسپيره شده تهيه شد و در كوآگولانت ميآنتي

برداري دريخ قابل ساعت پس ازنمونه 1مجاورت هواخشك گرديد. همولمف باقيمانده در اپندورفها تا 
نيز از روش لوري استفاده شد. اين روش براساس  TPPگيري باشد. براي اندازهنگهداري مي
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ها و احياي فسفوموليبدات (معرف فولين) درشرايط قليايي و واكنش مسقل يايي با پروتئين+Cuبه+Cu2تبديل
ها با معرف فولين (تركيبات باشد. دراثر ايجادكمپلكس پروتئينها استوار ميتوسط تيروزين وتريپتوفان پروتئين

آن عبارتنداز: تنگستات سديم و موليبدات سديم در اسيدفسفريك و اسيدكلريدريك)رنگ آبي ايجاد 
هاي حلقوي فوق بستگي دارد. سپس با استفاده شودكه شدت رنگ حاصله به مقدار اسيدآمينهمي

گيري و با منحني استاندارد مقايسه شده و ميزان پروتئين ها اندازهوري نمونهازاسپكتروفوتومتر، ميزان جذب ن
  محلول نمونه تعيين گرديد.

  

 

 

ميكروسكوپ  هاي ميگوي سفيد هندي بر روي لام هموسيتومتر توسط: نماي قابل مشاهده از هموسيت14شكل 

(سمت چپ). 40×(سمت راست) و  10×نمايي نوري با يزرگ  

  

مي به :آسپيراسيون همولمف از سينوس شك12شكل 

نتي كمك سرنگ ا ميلي ليتري حاوي محلول آ

 كواگولانت

 

 

:محلول ها و معرف هاي مورد استفاده 13شكل 

 و رنگ آميزي براي تهيه آنتي گواگولانت

 اسلايدهاي همولمف
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  محلول هاي مورد نياز:
  )O2. 5H4CuSOسولفات مس ( %1: محلول 1محلول شماره 

  )Na2 Tartrate. 2H2Oسديم پتاسيم تارتارات ( %2: محلول 2ول شماره محل
  )NaOHمولار سديم هيدروكسايد ( 2/0: محلول 3محلول شماره 
  )3Na2COسديم كربنات ( %4: محلول 4محلول شماره 
  )Folin-ciocalteaaمعرف فولين (

 Bovin SerumAlbuminن سرم گاوي (كليه محلول ها با آب ديونيزه تهيه شد. رقت هاي استاندارد از آلبومي

fraction ν :شامل رقت هاي (mg/ml 0,00 ،mg/ml 0,02،mg/ml 0,04 ،mg/ml  0,06 ، mg/ml 0,08  وmg/ml 0,1  و
 ml 1- 0,5.نمونه شاهد شامل mg/ml 1,0و  mg/ml 0,2 ،mg/ml 0,4 ،mg/ml 0,6 ،mg/ml 0,8 همچنين رقت هاي

  باشد.مف آسپيره شده ميآب ديونيزه و آزمونه شامل همول
  
  مراحل آزمايش-6-2

به آن اضافه شد و  2از محلول  ml 1و  1از محلول  ml 1اضافه كرده سپس  4محلول  ml 50، 3از محلول  ml 50به 
 ml 1- 0,5گذاشته شد (اين محلول بايد قبل از هر آزمون به صورت تازه آماده شود). سپس به  Aنام آن  محلول 
يا نمونه هاي حاصل از دياليز و يا هر آزمونه  BSAهاي استاندارد آزمايش (كه ممكن است رقتاز نمونه مورد 
دقيقه در دماي آزمايشگاه   10را اضافه كرده و خوب مخلوط گرديد و به مدت  Aاز محلول  ml 2ديگري باشد) 

نرمال  1ه اضافه كرده تا محلول آب ديونيز ml 10از محلول فولين،  ml 10قرار داده شد. در اين فاصله زماني، به 
گذاشته شد. پس از طي شدن مدت زمان ذكر شده، به نمونه مورد آزمايش  Bفولين تهيه شده و نام آن محلول 

ml 0,25  از محلولB  دقيقه انكوباسيون  30افزوده و خوب مخلوط گرديد و ميزان جذب نوري نمونه ها پس از
گيري پروتئين ، برنامه اندازهJenway 6800 UV/VISگاه اسپكتروفوتومتر در دماي آزمايشگاه و تاريكي توسط دست

ها برحسب توسط تست لوري خوانده شد و با قرار دادن عدد مربوطه در منحني استاندارد، ميزان پروتئين نمونه
mg/ml .تعيين گرديد. براي هر نمونه سه تكرار درنظر گرفته شد  
  
  
  ت هاتعيين فعاليت فاگوسيتي هموسي-7-2

ميكروليتر از همولنف آماده سازي شده در اپندروف را بر روي  25منظور اندازه گيري فعاليت فاگوسيتوزي  به
  .Vibrio spميكروليتر باكتري 25گردد. سپس دقيقه در دماي اتاق انكوبه مي 30اي تميز انتقال داده و اسلايد شيشه
گردد. سپس دقيقه در دماي اتاق انكوبه مي 30شود و اضافه مي سلول در ميلي ليتر را به اسلايد 1 ×810به غلظت 

دقيقه  1در محلول آنتي كواگولانت به مدت  %4اسلايدها را با آنتي كواگولانت شستشو داده و با گلوتارآلدئيد 
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كس دقيقه في 1دقيقه  با آب مقطر شستشو داده و با اتانل به مدت  1شود. در مرحله بعد اسلايدها را فيكس مي
دقيقه رنگ آميزي كرده و  5شود. اسلايدها را در مجاورت هوا خشك كرده و سپس با تولوئيدن بلو به مدت مي

شود. پس از اين مراحل اسلايد ها با كمك ميكروسكوپ نوري و با بزرگ رنگ اضاف با آب جاري حذف مي
هايي كه باكتري را هضم هموسيتهموسيت شمارش كرده و تعداد  200مورد مطالعه قرارگرفته و  1000×نمايي 
  (Jiang et al., 2004)گردداند، ثبت ميكرده

 100× درصد فاگوسيتوز=( تعداد هموسيت هايي كه باكتريها را هضم كرده اند / تعداد كل هموسيهاي مشاهده شده) 

  

 آزمايش هيستوپاتولوژي-8-2

ايشات هيستوپاتولوژي قرار گرفت. با توجه به ميگو به ازاي هر تيمار و تكرار انتخاب شده و تحت آزم 3تعداد 
و دومين گروه ميگوها در  12و سپس در پست لارو  5اينكه اولين مرحله واكسيناسيون در مرحله پست لارو 

با ويروس لكه سفيد مواجهه شدند. تعداد نمونه هاي  70و  40بود. سپس ميگوها در پست لارو  26پست لارو 
روز نسبت به نمونه برداري هيستوپاتولوژي اقدام  10تا  5د. بديهي است پس از عدد خواهد بو 48مورد نياز 
  گرديد.
ها را بلافاصله پس از خارج شدن از آب ثابت نموده ويا   آنها را پس از خارج شدن از آب و نگهداري در نمونه

يشگاه منتقل و براي ثابت دار قرار داده، سپس به آزمايخ  ، و در يك سطل يا ظروف با مقدار كافي آب اكسيژن
ها قبل از ثابت شدن در حداقل استرس كنيم.حداكثر دقت صورت گرفت كه هر يك از نمونهكردن آماده مي

آوري شده اگر به موقع فيكس نشوند تغييرات بعد  از مرگ اتفاق هاي جمعجايي قرار گيرند. در واقع نمونهجابه
باشد هر چه زمان فيكس ها به خصوص سلولهاي هپاتوپانكراس ميسلولشدند  لايهافتد كه شامل گرد و لايهمي

تر  باشد تغييرات سلولها بيشتر خواهد بود. براي ثابت نمودن بافتها از محلول ها بعد از مرگ طولانيشدن نمونه
د استيك كنندة عمومي براي ميگوهاي پنائيده ميباشد استفاده گرديد. اسيديويدسون فيكساتور كه بهترين ثابت

دادن بافتها كمك  موجود در اين محلول مي تواند كلسيم را از پوستة خارجي ميگو جدا نموده و به عمل برش
 كند.براي ساختن يك ليتر محلول ديويدسون فيكساتور از تركيبات ذيل استفاده شد:

  درصد 95الك اتيليك  ml 330ـ 1
2- ml 220  درصد) 39تا  37از گاز فرمالدئيد، محلول درصد (محلول آبي اشباع شده  100فرمالين  
3- ml 115 اسيد استيك خالص  
4-  ml 335  آب مقطر  

اين فيكساتور را ميتوان در دماي آزمايشگاه به مدت طولاني نگهداري نموده و بايد دقت شود كه به دليل سمي 
آن جلوگيري شود.بايد احتياط  بودن، هنگام كار با آن حتماً از دستكش استفاده شود و از عمل استنشاق مستقيم

  كننده، تماس حاصل نكند. كرد كه پوست و چشم با اين ثابت
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  كردن با فتها با محلول ديويدسون فيكساتورهاي ثابتروش-1-8-2

  لاروهاي اوليه:لاروها و پست

سپس آنها ساعت نگهداري شدند و  12ـ24كننده به مدت لاروها به طور مستقيم در محلول فيكسلاروها و پست
  درصد منتقل و در محيط آزمايشگاه نگهداري شدند.  50ـ70را به الكل 

  

  ها:پست لاروهاي بزرگ، نوجوانها و بالغ

ها ابتدا فيكساتور را در هپاتوپانكراس و سپس در قسمتهاي واقع در دو در پست لاروهاي بزرگ نوجوانها و بالغ
وسيله يك قيچي از عرض بند ششم بدن تا وسط قسمت طرف بند سوم و بند ششم تزريق نموديم و بعد به 

هاي خيلي سرسينه و در نهايت تا انتهاي سر و نزديك روستروم و پشت پايك چشمي برش داده شد.  براي نمونه
بزرگ يك شكاف عميق در حد فاصل بدن و سر، در محل اتصال آنها و به صورت عرضي ايجاد شد اين برشها 

  ها نفوذ نمايند. اتور به خوبي در سلولشود كه ماده فيكسسبب مي
سي سي و  20-10بعد از ايجاد برشها ميگو را در ماده فيكساتور قرار داديم. براي حصول نتيجه بهتر از سرنگهاي 

 10ها را در آن قرار داديم به نسبت بدون ايجاد شكاف در كوتيكول اقدام نموديم. حجم فيكساتوري كه نمونه
ساعت بر حسب اندازه ميگوها  72تا  24ا بافتي از ميگو بود كه بايد فيكس مي شد و به مدت برابر حجم ميگوها ي

درصد منتقل نموده و در درجه حرارت  50-70ها را سپس به الكل در محلول فيكساتور قرار داديم. نمونه
  آزمايشگاه نگهداري نموديم. 

  
  سازي و برش بافتهاآماده-2-8-2

ها را برش داديم. براي اينكه بافتها دچار صدمه يا خراشي نشوند، از قيچي يا تيغي تيز بعد از فيكس كردن، بافت
كنيم بايد دقت شود كه بافتهاي آن گيري آماده مياستفاده نموديم. چنانچه اندام يا بافت مشخصي را براي قالب

سانتيمتر  3زه ميگوها كمتر از اندام را از يك طرف برش داده و از انجام برش سه بعدي جلوگيري كنيم. اگر اندا
هاي بود، آنها را به صورت طولي و از قسمت بيروني به طرف مياني برش داديم. برشهاي كوچك را در بلوك

هاي ديگر انجام اندام تر جهت مشاهدهبوجود آمده انجام داديم تا آبشش ظاهر شود. همچنين برشهاي بزرگ
  تيمتر باشند، برشها در جاهاي مختلف انجام شد.سان 3داده شدند. اگر ميگوها بزرگتر از 

  
  و آبگيري (Processing)آماده كردن بافتها -3-8-2

شود كه برشهاي مناسب براي مطالعه بافتها ايجاد شود. با اين در پارافين موجب مي (embedding)قرار دادن بافتها 
شود. عمل آبگيري از بافتها به آرامي با وجود هنگامي كه آب در بافتها وجود دارد، پارافين وارد بافت نمي

درصد انجام شد. اگر يكباره بافت را در  100هاي پائين و سپس رسيدن به غلظت گذاشتن آنها در الكل با غلظت
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شود. الكل به طور مشخص با پارافين مخلوط شده، بنابراين درصد قرار دهيم، موجب تخريب بافتها مي 100الكل 
شستشو داده تا الكل از بافتها خارج شد  (xylene)را با يك ماده حل كننده الكل مثل زايلين بعد از آبگيري بافت 

  و عمل نفوذ پارافين در بافت به طور كامل انجام گيرد. 
  عمليات آبگيري به شرح ذيل صورت پذيرفت:

  بار) 2ساعت ( 1درصد به مدت  70الكل  -1
  بار) 2ساعت ( 1درصد به مدت  80الكل  -2
 بار) 2ساعت ( 1د به مدت درص 95الكل  -3

 بار) 2ساعت ( 1درصد به مدت  100الكل  -4

 بار) 2ساعت ( 1كننده به مدت زايلين يا ساير مواد پاك -5

 بار) 2ساعت ( 2پارافين به مدت   -6

 

 (embedding)جاگذاري بافتها در پارافين يا تهيه بلوك از بافتها با پارافين -4-8-2

آوري ل عمليات آبگيري، نفوذ پارافين و عمل تخليه هوا، در دستگاه عملبعد از اينكه آماده كردن بافتها شام
هاي پارافيني در آورديم. براي اين به طور كامل انجام گرديد بافتها را به صورت قالب (Tissue Processor)بافت 

ي بافتها، آنها را با گيرمنظور بافتها را در يك قالب فلزي قرار داده و با پارافين مايع پر نموديم. قبل از قالب
گيري را انجام داديم. عمليات دقيقه از هوا تخليه نموده و سپس عمل قالب 20دستگاه پمپ خلع به مدت 

كه داراي سيني سرد و سيني گرم است  (Hot Plate and Cold Plate)گيري نيز در دستگاه پليت سرد و گرم قالب
ها را خواهيم برش دهيم. قالببه صورتي در قالب گذاشته كه ميانجام شد. بايد اطمينان حاصل شود كه بافت را 

  سپس سرد نموده تا پارافين جامد به همراه بافت به صورت قالب ايجاد گردد. 
گيري به طور كامل انجام گيرد، عمليات برش اگر عمليات فيكس كردن، آبگيري، نفوذ پارافين در بافت و قالب

هاي پارافيني ايجاد شده در يك جاي سرد نگهداري شدند. شود. بلوكام ميآميزي به خوبي انجبافتها و رنگ
  ميكرون باشد. 3-6عمليات برش از اين بافتها بايد به ضخامت 

  
  (Staining)آميزي عمليات رنگ-5-8-2

ك هاي پارافيني ابتدا بايد از پارافين پاهاي ايجاد شده از قالبآميزي سلولي، برشهاي رنگبراي كليه روش
ها ها بايد از پارافين پاك شوند تا رنگگيري شود. اين نكته بسيار حائز اهميت است كه بافتشده و سپس آب

هاي تهيه شده، لام هاي مقاطع تهيه شده را روي يك جذب بافت گردند. به منظور جداسازي پارافين از برش
دقيقه قرار داديم. در اين  30به مدت درجه سانتيگراد  60تا50حوله كاغذي در يك آون يا كوره با حرارت 

حالت پارافين آب شده و جذب حوله كاغذي گرديده و مقاطع جهت آبگيري آماده شدند. بعضي از مقاطع تهيه 
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ها را شوند، لذا بايد اين گسترشگيري نميشده شبيه گسترش تهيه شده از همولنف يا لام مرطوب با پارافين قالب
هاي دائمي، ضروري است بعد از نيازي به آبگيري ندارند. به منظور ساختن لامدر هوا خشك نموده و ديگر 

هاي ميگو در ها را با مواد ضد آب پوشاند. براي مطالعه بافتآميزي نيز عمليات آبگيري انجام شده و لامرنگ
تها تهيه شده را باشد كه بافشناسي، بهترين رنگ مورد استفاده رنگ هماتوكسيلين و ائوزين/ فلوكسين ميآسيب

  آميزي نموديم.كه روي لام ثابت نموده، آبگيري و با هماتوكسيلين و ائوزين/ فلوكسين رنگ
  
  آميزي هماتوكسيلين و ائوزينروش رنگ-6-8-2

  بار) 2دقيقه ( 5زايلين و يا ماده پاك كننده به مدت  -1
  بار) 2( (dips) ور كردنبار غوطه 10درصد به مدت  100الكل  -2
 بار) 2( (dips)ور كردن بار غوطه 10رصد به مدت د 95الكل  -3

 بار) 2( (dips)ور كردن بار غوطه 10درصد به مدت  80الكل  -4

 بار) 1( (dips)ور كردن بار غوطه 10درصد به مدت  50الكل  -5

 بار در ظروف جداگانه  6شستن با آب مقطر  -6

 دقيقه 4-6هماتوكسيلين  -7

 دقيقه 4-6شستن در آب جاري  -8

 دقيقه 2ين فلوكسين/ ائوز -9

 بار) 2( (dips)ور كردن بار غوطه 10درصد به مدت  95الكل  -10

 بار) 2( (dips)ور كردن بار غوطه 10درصد به مدت  100الكل  -11

 بار) 4( (dips)ور كردن بار غوطه 10زايلين به مدت  -12

 پوشش دادن با مواد چسبنده و گذاشتن لامل  -13

 مشاهده زير ميكروسكوپ -14

ساعت انجام گيرد تا لامل كاملاً روي لام چسبيده و مواد  24بايد حداقل بعد از عمل مشاهده با ميكروسكوپ 
  چسبنده خشك شود.

  
  تعيين درصد بقاء نسبي ميگوهاي ايمن سازي شده پس از مواجهه با ويروس زنده-9-2

نده به ويروس ز  LD50/ml 100روز پس از واكسيناسيون دز يادآور، ميزان   14در روش واكسيناسيون غوطه وري 
هر تانك افزوده شد.  ميگوها در گروه هاي مختلف از نظر تلفات در طول دوره هاي ايمني مختلف مورد بررسي 

استفاده شد. تعيين  Nested-PCRقرار گرفتند. به منظور تائيد وجود ويروس در ميگوهاي تلف شده از روش 
  يل محاسبه گرديد.  درصد بازماندگي و تلفات نسبي تيمارهاي مختلف بر اساس فرمول ذ
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 : تعيين درصد بازماندگي پست لاروهاي تيمارهاي مختلف1معادله 

  
2معادله  تعيين تلفات نسبي پست لاروهاي تيمارهاي مختلف:   

  
3معادله  مارهاي مختلفتعيين درصد بازماندگي نسبي پست لاروهاي تي:   

  

  آناليزهاي آماري-10-2

ها، ميزان پروتئين كل پلاسما و درصد كليه نتايج اعم از بررسي ميزان رشد وزني و قدي، شمارش كلي هموسيت
بقا نسبي در تمام گروهاي ميگو به روش مقايسه ميانگين ها با استفاده از آناليز واريانس يكطرفه و نرم افزار 

SPSS16 اي چند  مقايسه هاي پارامتريك، تحليل واريانس يك طرفه  و آزمونراي دادهانجام شد.اما بBonferroni 
ها استفاده گرديد. براي نشان دادن تفاوت هاي متفاوت در ميان كل گروهبراي مشخص كردن درصد هموسيت

 Mann-Whitneyو آزمون  Kruskal- wallisدرصد بقا در گروههاي متفاوت از روشهاي غير پارامتري آزمون
  استفاده شده است.
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  نتايج-3

  نتيجه تاييد آلودگي نمونه هاي ميگو به ويروس لكه سفيد-1-3

- هاي بافت ميگو  آلوده اوليه به ويروس لكه سفيد مشاهده مينمونه Nested PCRنتايج آزمون  1-3در شكل 

وسي به منظور عفوني نمودن خرچنگ ها، از آنها براي تهيه استوك ويرگردد، با توجه به مثبت بودن اين نمونه
 استفاده گرديد.

  
هاي بافت ميگو  آلوده به ويروس لكه سفيد، به ترتيب از سمت چپ شامل : نمونه Nested PCR: نتايج 15شكل 

 – DNA Ladder (10000)، ماركر 4و  3)، بافت ميگو (رديفهاي 2)، كنترل منفي (رديف 1كنترل مثبت (رديف 

250 bp)  5(رديف(  

  

بافت و همولنف خرچنگ هاي عفوني شده با استوك  Nested PCRنتيجه تاييد آزمون -2-3

  ويروس

پس از عفوني نمودن خرچنگ ها با ويروس لكه سفيد بافت و همولنف آنها از نظر حضور ويروس با آزمون 
Nested PCR گردد.مشاهده مي 17و  16هايمورد بررسي قرار گرفتند كه نتايج آن در شكل  

            1    2     3     4     5 

  5 
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 1   2           3    4    5    6     7   8    9   10  11  12 

  
: كنترل مثبت، لاين 1: نتيجه آزمون بافت و همولنف خرچنگهاي آلوده شده با استوك ويروسي لاين 16شكل 

و   DNA: ماركر 7: بافت خرچنگهاي آلوده شده با استوك ويروسي، لاين 6و  5، 4، 3: كنترل منفي، لاينهاي 2

  ك ويروسيهمولنف خرچنگهاي آلوده شده با استو 12و  11، 10، 9، 8لاينهاي 

  

  
  : نتيجه آزمون بافت و همولنف خرچنگهاي آلوده شده با استوك ويروسي17شكل

  
در هر ميلي ليتر  5,410همچنين تيتر ويروس لكه سفيد تكثير يافته با استفاده از روش كربر محاسبه گرديد كه 
ميگو كه در فصل دوم  بدست آورده شد. پس از آماده سازي راديوواكسن غيرفعال شده با پرتو گاما گروههاي

آورده شده  2توضيح داده شد به روش غوطه وري واكسينه شده و نتايج تلفات روزانه در هر گروه در جدول 
  است.
  
  نتيجه تيتراسيون ويروس-3-3

. استفاده گرديد Van Hulten (2001)طبق پروتكل  LD 50Lethal Dose)50(براي تعيين تيتر ويروس از روش تعيين 
  ي با استفاده از فرمول كربر محاسبه گرديد.تيتر ويروس
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  تكراردوم –: تلفات گروههاي ويروس پرتوتابي نشده (دز صفر) 2جدول 

Proportion (P) رقت تعداد كل تلفات تعدادكل/تلفات 

1 12/12 12 12 1 
1 12/12 12 12 1-10 

83/0 12/10 10 12 2-10 

916/0 12/11 11 12 3-10 

16/0 12/2 2 12 4-01 

0 12/0 0 12 5-10 

  محاسبه تيتر ويروس با استفاده از فرمول كربر و داده هاي جدول به شرح زير مي باشد.
Karber Formula:  
-Log LD50 = Xa – D (Sp -0.5) = -1-1 (2.906-0.5) = -3.406 
LD50 = 10 3.4/ 0.01 ml = 10 5.4 / ml 

 

  ي شدههاي ويروس پرتوتابنتيجه تعيين تيتر نمونه-4-3

) پرتوتابي شده در دز WSSVاز سوسپانسيون ويروسي ( همولنف حاوي ويروس  10-3،  10- 2،  10- 1،  1رقتهاي 
در بافر   MDS Nordionكيلوگري) كه در فاز يك پروژه بدست آمد توسط سيستم پرتو دهنده گاما  15اپتي مم (
وههاي ميگو قرار گرفتند. نتايج تيتر تهيه و جهت تعيين تيتر ويروسي مورد آزمايش روي گرTN استريل 

  ويروسهاي پرتوتابي شده در جدول زير آمده اند.
 

  كيلوگري گاما) 20: تلفات گروههاي ويروس پرتوتابي شده (دز 3جدول 

Proportion (P) رقت تعداد كل تلفات تعدادكل/تلفات 

0 12/0 0 12 1 
0 12/0 0 12 1-10 

0 12/0 0 12 2-10 

0 12/0 0 12 3-10 

محاسبه تيتر ويروس با استفاده از فرمول كربر و داده هاي جدول به شرح زير مي باشد. با توجه به عدم وجود 
كيلوگري  15كمتر نمي باشد لذا دز   ml 1.510 /تلفات در تمام رقتهاي فوق و با توجه به حساسيت فرمول كربر از 

  براي غيرفعال سازي كامل ويروس مناسب است.
Karber Formula:  
-Log LD50 = Xa – D (Sp -0.5) = -0-1 (0-0.5) = 0.5 
LD50 = 10 -0.5/ 0.01 ml = 10 1.5 / ml 
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 نتيجه آزمون بي ضرري-5-3

پس از غيرفعال سازي ويروس با پرتوتابي گاما واكسنهاي غيرفعال شده در حالت منجمد به پژوهشكده ميگو 
ديدند. نتايج تلفات در روزهاي متوالي ثبت گرديد كه در بوشهر منتقل شده و به گروههاي ميگو تلقيح گر

 از نظر ويروس لكه سفيد منفي بودند. Nested PCRجدول زير مشاهده  مي گردد. تمام نمونه ها در آزمون 

  

: تلفات گروههاي ميگو تزريق شده با واكسن غيرفعال سازي شده با پرتو گاما و گروههاي كنترل بافر 4جدول 

  در مدت دو هفته پس از تزريق دز اول واكسن و كنترل منفي

  گروههاي واكسن
 روزهاي پس از تزريق

 كنترل منفي
كنترل 
 بافر

GB GWI GI 

 0 0 0 0 0 روز اول
 0 0 0 0 0 روز دوم
 0 0 0 0 0 روز سوم
 0 0 0 0 0 روز چهارم
 0 0 0 0 0 روز پنجم
 0 0 0 0 0 روز ششم
 0 0 0 0 0 روز هفتم
 0 0 0 0 0 روز هشتم
 0 0 0 0 0 روز نهم
 0 0 0 0 0 روز دهم
 0 0 0 0 0 روز يازدهم
 0 0 0 0 0 روز دوازدهم
 0 0 0 0 0 روز سيزدهم
 0 0 0 0 0 روز چهاردهم

GIواكسن غيرفعال شده با پرتو گاما همراه با ايمونوژن :GWI واكسن غيرفعال شده با پرتو گاما بدون :

  ده با پرتو گاما همراه با باكتري ويبريو غيرفعال: واكسن غيرفعال شGBايمونوژن

  

فرمولاسيون واكسن-6-3  

ميكرون  0,45آن را در رنج خنثي تنظيم نموده و جهت استريل نمودن آن، از فيلتر  pHجهت فرمولاسيون واكسن 
با  عبور داده شده و در ويال هاي شيشه اي درب دار استريل توزيع گرديد. غلظت مناسب راديوواكسن نيز

براي هر ميگو تنظيم گرديد.با توجه به عدم وجود  ml310/استفاده از تجربيات فاز اول پروژه به ميزان حدود 
تلفات در گروههاي ميگو و در پاساژهاي متوالي ميگوهاي تيمار شده با ويروس غير فعال و همچنين تاييد 

  ضرري و سلامت اين محصول تاييد گرديد.استريليتي، بي
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  آزمون بيومتري نتايج-7-3

در آزمون بيومتري نمونه هاي ميگو از گروههاي مختلف واكسينه و غيرواكسينه در زمان هاي متفاوت (در سه 
  زمان)، تهيه و از نظر طول و وزن با هم مقايسه شدند.

  

  ز نظر طول در سن چهل روزگي:
  (P>0.05) داختلاف معني داري ندار 15و 5با گروههاي  26و 12گروههاي واكسيناسيون  

   (P<0.05) اختلاف معني دار دارند 15و 5گروههاي بدون واكسيناسيون با گروههاي 
  (P>0.05) اختلاف معني دار ندارند 26و 12گروههاي بدون واكسيناسيون با گروههاي 

  از نظر وزن در سن چهل روزگي:
 (P>0.05) داري ندارنداختلاف معني  26و 12با گروههاي واكسيناسيون  15و 5گروههاي واكسيناسيون 

  (P<0.05) اختلاف معني دار دارند 15و 5گروههاي بدون واكسيناسيون با گروههاي واكسيناسيون 
  (P>0.05) اختلاف معني دار ندارند 26و 12گروههاي بدون واكسيناسيون با گروههاي واكسيناسيون  

  نتيجه گيري در سن چهل روزگي: 
 26و 12گرفتن ميانگينهاي طول و وزن در هر سه گروه، مي توان واكسيناسيون با توجه به نتايج فوق و با در نظر 

  را بهترين زمان واكسيناسيون در نظر گرفت.
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در مقايسه با  PL12, 26و  PL5,15:نتايج آزمونهاي بيومتري در گروههاي واكسيناسيون در زمانهاي 7جدول 

 روس زندهپس از مواجهه با وي PL80گروههاي بدون واكسن در سن 

 15,15واكسينه  غيرواكسينه 26,12واكسينه

 تانك رديف

4 
 تانك

3 
تانك
12 

 تانك

11 

تانك
10 

 تانك

9 
 تانك

8 
 5تانك 6تانك 7تانك

تانك
14 

 13تانك
تانك
42 

 1تانك

29 34 28 35 45 45 42 36 42 37 40 30 34 26 1 

35 41 37 41 39 40 41 33 26 36 46 31 35 30 2 

40 31 39 50 39 30 41 35 41 39 36 39 29 30 3 

35 33 30 38 40 38 36 41 26 35 32 37 40 29 4 
30 26 35 35 32 40 51 32 51 30 34 49 40 24 5 

41 31 37 33 37 32 45 33 45 29 36 45 25 29 6 

27 27 42 32 31 31 37 35 40 36 35 27 32 34 7 
30 33 32 41 31 30 37 32 35 29 31 28 31 33 8 

36 27 33 25 41 28 33 30 33 36 29 31 34 30 9 

30 22 21 35 27 27 22 25 28 21 29 31 29 29 10 

29/5±
3/33 

8/4±5
/30 

05/6±
4/33 

63/6±
5/36 

65/5±
2/36 

13/6±
1/34 

72/7±
5/38 

15/4±
2/33 

51/8±
7/36 

45/5±
8/32 

22/5±
8/34 

4/7±8/
34 

04/5±
9/32 

54/2±
4/30 

  ميانگين
 SD±طول  

Vaccination 

PL12, 26 
challenge 

Vaccination 

PL12, 26 
No challenge 

Negative 

control 
Positive control Positive control 

Vaccination 

PL5,15 
challenge 

Vaccination 

PL5,15 
No challenge 

 طول

82/2 16/2 84/2 6/3 98/2 83/2 9/1 6/2 9/3 8/2 1/3 5/3 9/1 6/2 
  كل وزن
 (گرم)

46/0±49/2 54/0±22/3 1/0±9/2 49/0±25/2 77/0±35/3 28/0±35/3 49/0±25/2  

  

اختلاف معني  SPSS16طرفه با استفاده از نرم افزار  با توجه به نتايج مقايسه ميانگينها به روش آناليز واريانس يك
  (P>0.05)داري از نظر طول و وزن در سن هشتاد روزگي بين گروه هاي مختلف ديده نمي شود

  
 

  

    

  

  

  

  

  

  :3نمودار 
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  تعيين مقادير مربوط به شاخص هاي رشد در تيمارهاي مختلف-8-3

  پرورش 40روزه واكسينه شده در روز  5–15ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -1-8-3

روزه  15تا  5نتايج حاصل از مطالعه حاكي از اين مطلب بود كه حداكثر و حداقل وزن در پست لاروهاي 
بود، اين در حالي بود كه هيچگونه تفاوت معني A و  Bگرم،مربوط به تيمار  20/0و  96/0يب واكسينه شده به ترت

 5– 15دار آماري ميان داده هاي حاصل از ميانگين وزني تيمارهاي مختلف پست لاروهاي واكسينه شده در سن 
ميزان طول به ترتيب با  ) و در رابطه با ميانگين طول مشاهده شد كه حداكثر و حداقلP>0.05روز مشاهده نشد (

مي باشد. لذا مشاهده شد كه مقادير مربوط به ميانگين طولي در  Aو  Bميليمتر مربوط به تيمارهاي  11و  33
). با اين وجود عليرغم بيشتر بودن P<0.05بود (A بطور معني داري بيشتر از ميگوهاي تيمار  Bميگوهاي تيمار 

  ).8).(جدول P>0.05هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد ( Cار نسبت به تيم Bمقادير مربوط به تيمار 
  
  پرورش 40روزه واكسينه شده در روز  12 – 26ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -2-8-3

بطور معني داري بيشتر از  Dدر اين رابطه مشاهده شد كه مقادير مربوط به ميانيگن وزني ميگوهاي تيمار 
نيز بطور معني داري بيشتر  E). همچنين مقادير مربوط به ميگوهاي تيمار P<0.05اشد (مي ب Fو  Eميگوهاي تيمار 
  ).8) (جدول P<0.05بود ( Fاز ميگوهاي تيمار 

  

ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي واكسينه شده با ويروس ±:ميانگين وزن و طول (ميانگين8جدول 

پرورش (در هر رديف حروف غير مشابه نشان  40روز غيرفعال شده لكه سفيد تيمارهاي مختلف مواجهه در 

  درصد است) 95دهنده معني دارد بودن و حروف مشابه نشان دهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

تيمار 

 آزمايشي
 واكسينه

 12 -26 5 -15 سن پست لارو

 تيمار
بدون مواجهه 

)A( 
60-40 PL 

)B( 
60 PL)C( 

بدون مواجهه 
)D( 

60- 40 PL)E( 60 PL)F( 

 a03/0±53/0 a55/0±67/0 a08/0±55/0 a11/0±36/1 b03/0±67/0 c04/0±60/0 وزن (گرم)
 b12/1±30/18 a47/1±80/24 ab83/3±50/21 a30/1±35/25 ab50/1±00/21 b43/1±30/18 طول (ميليمتر)

  
  پرورش 40روزه غير واكسينه شده در روز  5 – 15ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -3-8-3

مي  Iو  Gبطور معني داري بيشتر از ميگوهاي تيمار  Hنتايج حاكي از اين بود كه ميانگين وزني ميگوهاي تيمار 
بطور معني داري بيشتر از ميانگين  G). از سوي ديگر مشاهده شد كه ميانگين وزني ميگوهاي تيمار P<0.05باشد (

كه عليرغم بيشتر بودن مقادير ميانگين طولي ).اين در حالي بود P<0.05مي باشد ( Iوزني ميگوهاي تيمار 
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).(جدول P<0.05هيچگونه اختلاف معني داري مشاهده نشد ( Gو  Iنسبت به ميگوهاي تيمار  Hميگوهاي تيمار 
9.(  
  
 40روزه غير واكسينه شده در روز  12 – 26ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -4-8-3

  پرورش

مي باشد  Kطور معني داري بيشتر از ميگوهاي تيمار ولي ميگوهاي تيمار بهنتايج نشان داد كه ميانگين وزني و ط
)P<0.05 9).(جدول.(  

  

ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي غير واكسينه تيمارهاي مختلف ±: ميانگين وزن و طول (ميانگين9جدول 

ودن و حروف مشابه نشان پرورش (در هر رديف حروف غير مشابه نشان دهنده معني دارد ب 40مواجهه در روز 

  درصد است) 95دهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

 تيمار شاهد
 غير واكسينه 

 كنترل مثبت كنترل منفي

 12 -26 5 -15 سن پست لارو

 )G( 60- 40 PL)H( 60 PL)I( 60- 40 PL)J( 60 PL)Kبدون مواجهه( تيمار
 ab06/0±91/0 a05/0±23/1 b04/0±70/0 a08/0±24/1 b09/0±72/0 وزن (گرم)
 a06/1±35/22 a47/1±80/24 a21/1±50/21 a01/1±60/25 b18/2±20/20 طول (ميليمتر)

  
  پرورش 60روزه واكسينه شده در روز  5 – 15ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -5-8-3

و  Aز ميگوهاي تيمار بطور معني داري بيشتر ا Bنتايج حاكي از اين مطلب بود كه ميانگين وزني ميگوهاي تيمار 
C ) مي باشدP<0.05 از سوي ديگر عليرغم بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار .(A  نسبت

). همچنين در رابطه با مقادير مربوط به P>0.05هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد ( Cبه ميگوهاي تيمار 
هيچگونه تفاوت معني  Cو  A ،Bلاف موجود ميان ميگوهاي تيمارميانگين طولي مشاهده شد كه عليرغم اخت

  ) P>0.05داري مشاهده نشد (
  پرورش 60روزه واكسينه شده در روز  12 – 26ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -6-8-3

  نتايج نشان داد كه عليرغم بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول ميگوهاي تيما
  
  پرورش 60روزه غير واكسينه شده در روز  5 – 15وزن و طول پست لاروهاي  ميانگين-7-8-3

نسبت به  Hدر اين رابطه مشاهده شد كه با وجود بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول ميگوهاي تيمار 
  ).10) (جدول P>0.05هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد ( Iو  Gميگوهاي تيمار 
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بطور معني داري بيشتر  Kر اين مطلب بود كه مقادير مربوط به ميانگين وزني و طولي ميگوهاي تيمار نتايج دال ب
  ).10)(جدول P<0.05مي باشد ( Jاز ميگوهاي تيمار 

  

 60ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي غير واكسينه شده در روز ±: ميانگين وزن و طول (ميانگين10جدول 

غير مشابه نشاندهنده معني دارد بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن  پرورش (در هر رديف حروف

  درصد است) 95با سطح اطمينان 

 تيمار شاهد
 غير واكسينه 

 كنترل مثبت كنترل منفي

 12 -26 5 -15 سن پست لارو

 )G( 60- 40 PL)H( 60 PL)I( 60- 40 PL)J( 60 PL)Kبدون مواجهه( تيمار
 ab60/0±91/0 a05/0±23/1 b04/0±70/0 a08/0±24/1 b09/0±72/0 وزن (گرم)
 a06/1±35/22 a47/1±80/24 a21/1±50/21 a01/1±60/25 b18/2±20/20 طول (ميليمتر)

  
  پرورش 80روزه واكسينه شده در روز  5 – 15ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -8-8-3

بطور معني داري بيشتر از مقادير وزني  Cيگوهاي تيمار نتايج   نشان داد كه مقادير مربوط به ميانگين وزني م
). لذاعليرغم بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار P<0.05مي باشد ( Bو  Aميگوهاي تيمار 

B  در مقايسه با ميگوهاي تيمارA ) هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشدP>0.05 همچنين در رابطه با مقادير .(
 Bربوط به ميانگين طولي ميگوهاي تيمارها مشاهده شد كه با وجود بيشتر بودن مقادير مربوط به ميگوهاي تيمار م
  ).11) (جدول P>0.05هيچگونه تفاوت معني داري وجود نداشت ( Aدر مقايسه با ميگوهاي تيمار  Cو 
  
  پرورش 80ز روزه واكسينه شده در رو 12 – 26ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -9-8-3

و  Eبطور معني داري بيشتر از ميگوهاي تيمار  Dنتايج نشان داد كه مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار 
F ) مي باشدP<0.05 از سوي ديگر مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار ،(E  بطور معني داري بيشتر از

 Dجود بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين طولي ميگوهاي تيمار ). ليكن با وP<0.05بود ( Fميگوهاي تيمار 
  ).11).(جدول P>0.05نسبت به ميگوهاي تيمار هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد (
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ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي واكسينه شده با ويروس ±:ميانگين وزن و طول (ميانگين11جدول 

پرورش (در هر رديف حروف غير مشابه  80اي مختلف مواجهه در روز غيرفعال شده لكه سفيد تيماره

  .درصد است) 95نشاندهنده معني دارد بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

 واكسينه تيمار آزمايشي

 12 -26 5 -15 سن پست لارو

 )D( 60- 40 PL)E( 60 PL)Fبدون مواجهه ( )A( 60-40 PL )B( 60 PL)Cبدون مواجهه( تيمار
 b12/0±29/2 ab29/0±12/3 a11/0±52/3 a15/0±22/3 c18/0±16/2 b31/0±81/2 وزن (گرم)
 a94/0±15/31 a65/1±80/34 a36/2±80/34 a42/1±95/34 a67/1±50/30 a52/1±30/33 طول (ميليمتر)

  
 80در روز  روزه غير واكسينه شده 5 – 15ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -10-8-3

  پرورش

بطور معني داري بيشتر از ميگوهاي تيمار  Gنتايج نشان داد كه مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار 
I) مي باشدP<0.05 در حاليكه با وجود كمتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزني ميگوهاي تيمار ،(G  نسبت به

). از سوي ديگر با وجود بيشتر بودن مقادير P>0.05ي مشاهده نشد (هيچگونه تفاوت معني دار Hميگوهاي تيمار 
هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد I و Gنسبت ميگوهاي تيمار H مربوط به ميانگين طولي ميگوهاي تيمار 

)P>0.05.(  
  
  پرورش 80روزه غير واكسينه شده روز  12 – 26ميانگين وزن و طول پست لاروهاي -11-8-3

بطور معني  Iبه نتايج بدست آمده مشاهده شد كه مقادير مربوط به ميانگين وزني و طولي ميگوهاي تيمار با توجه 
  .)P<0.05(مي باشد  Jداري كمتر از ميگوهاي تيمار 

  

ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي غير واكسينه تيمارهاي ±: ميانگين وزن و طول (ميانگين12جدول 

پرورش (در هر رديف حروف غير مشابه نشاندهنده معني دارد بودن و حروف مشابه  80مختلف مواجهه در روز 

  درصد است) 95نشاندهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

 تيمار شاهد
 غير واكسينه 

 كنترل مثبت كنترل منفي

 12 -26 5 -15 سن پست لارو

 )G( 60- 40 PL)H( 60 PL)I( 60- 40 PL)J( 60 PL)Kبدون مواجهه( تيمار
 a14/0±90/2 ab30/0±95/1 b11/0±59/1 a10/0±93/3 b17/0±79/2 وزن (گرم)
 a30/1±15/35 a44/2±50/38 a31/1±20/33 a69/2±70/36 b72/1±80/32 طول (ميليمتر)
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  ميانگين وزن و طول پست لاروهاي واكسينه شده در روزهاي مختلف پرورش-12-8-3

پرورش در تيمارهاي بجز تيمار بدون مواجهه هيچگونه تفاوت  40روز  نتايج حاكي از اين مطلب بود كه در
). اين در P>0.05روزه مشاهده نشد ( 12-26و  5-15معني دار آماري ميان ميانگين وزن و طول پست لاروهاي 

روزه بطور معني  12-26حالي بود كه در ميگوهاي تيمار بدون مواجهه ميانگين وزني و طولي پست لاروهاي 
  ).13) (جدولP<0.05روزه واكسينه شده بود ( 5-15بيشتر از پست لاروهاي  داري

روزه واكسينه  5-15پرورش مقادير مربوط به ميانگين وزن پست لاروهاي  60در ادامه مشاهده شد كه در روز 
مي روزه  12-26پرورش با ويروس مواجهه شده بودند بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  40شده در روز 

 12-26).اين در حالي بود كه عليرغم بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزني پست لاروهاي P<0.05باشد (
پرورش با ويروس مواجهه شده بودند هيچگونه تفاوت معني دار آماري  60روزه واكسينه شده كه در روز 

وزن و طول پست لاروهاي واكسينه  ). همچنين مشاهده شد كه مقادير مربوط به ميانگينP>0.05مشاهده نشد (
) P<0.05روزه مي باشد ( 5-15روزه تيمار بدون مواجهه بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  12-26شده 

  ).13(جدول 
روزه در  5-15پرورش مقادير مربوط به ميانگين وزن پست لاروهاي  80از سوي ديگر مشاهده شد كه در روز 

روزه  12-26پرورش بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  60و  40س در روز تيمار هاي مواجهه با ويرو
پرورش ميانگين وزن و طول  80). اين در حالي بود كه در تيمار بدون مواجهه در روز P<0.05واكسينه شده بود (
  ).13ل ) (جدوP<0.05روزه بود ( 5-15روزه بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  12-26پست لاروهاي 

 
روزه واكسينه  12-26و  5-15ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±:ميانگين وزن و طول (ميانگين13جدول 

شده با ويروس غيرفعال شده لكه سفيد تيمارهاي مختلف مواجهه در روزهاي مختلف پرورش (در هر رديف 

 95معني دار نبودن با سطح اطمينان حروف غير مشابه نشاندهنده معني دارد بودن و حروف مشابه نشاندهنده 

  درصد است)

 واكسينه

 تيمار

 80 60 40 روز پرورش

سن پست 
 لارو

15  - 5 26 - 12 15 – 5 26 - 12 15  - 5 26 - 12 

60 -40 PL 
 a05/0±67/0 a03/0±67/0 a14/0±83/1 b06/0±36/1 a29/0±12/3 b18/0±16/2 وزن (گرم)
 a47/1±80/24 a50/1±00/21 a32/2±30/29 a18/1±10/27 a65/1±80/34 a67/1±50/30 طول (ميليمتر)

60 PL 
 a08/0±55/0 a04/0±60/0 a09/0±36/1 a11/0±42/1 a11/0±52/3 b31/0±81/2 وزن (گرم)
 a21/1±50/21 a43/1±30/18 a23/1±20/27 a29/1±90/27 a36/2±80/34 a52/1±30/33 طول (ميليمتر)

بدون 
 مواجهه

 b03/0±53/0 a11/0±36/1 b09/0±36/1 a11/0±69/1 b12/0±29/2 a15/0±22/3 وزن (گرم)
 b12/1±30/18 a30/1±35/25 b28/1±65/24 a30/1±50/28 b94/0±15/31 a42/1±95/34 طول (ميليمتر)

  



  /... �� ���	 
��  ٦٩ا���ن 	��� ����� وا��� ����ر

 

  مقايسه ميانگين وزن و طول پست لاروهاي واكسينه و غير واكسينه تيمارهاي مختلف-9-3

  )PL 40-60روز ( 60و  40ويروس لكه سفيد در سنين  پست لاروهاي تيمار مواجهه با-1-9-3

روزه ميگوهاي تيمار مواجهه با ويروس لكه  12-26روزه و  5-15نتايج مطالعه نشان داد كه در پست لاروهاي 
روز مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول ميگوهاي غيرواكسينه بطور معني داري بيشتر  60و  40سفيد در سنين 
پرورش هيچگونه تفاوت معني  60). اين در حالي بود كه در روز P<0.05ي واكسينه شده بود (از پست لاروها

). در P>0.05روزه مشاهده نشد ( 12-26و  5-15داري ميان مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول پست لاروهاي 
گين وزني روزه واكسينه مقادير مربوط به ميان 5-15ادامه نتايج حاكي از اين مطلب بود كه در پست لاروهاي 

روزه اين مقادير  12-26شده بطور معني داري بيشتر از ميگوهاي غيرواكسينه است در حاليكه در پست لاروهاي 
  ). 5و  4) (نمودار P<0.05در ميگوهاي غير واكسينه بطور معني داري بيشتر بود (
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روزه واكسينه و  5-15ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±ول (ميانگين: ميانگين وزن و ط4نمودار 

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير  60و  40غيرواكسينه مواجهه شده با ويروس لكه سفيد در سنين 

  درصد است) 95مشابه نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 
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روزه واكسينه و  12-26ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±: ميانگين وزن و طول (ميانگين5نمودار 

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير  60و  40غيرواكسينه مواجهه شده با ويروس لكه سفيد در سنين 

  درصد است) 95با سطح اطمينان  مشابه نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن

  
  )PL 60روز ( 60پست لاروهاي تيمار مواجهه با ويروس لكه سفيد در سن -2-9-3

 5-15نتايج حاكي از اين مطلب بود كه عليرغم بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول پست لاروهاي 
پرورش هيچگونه تفاوت معني دار  40در روز روزه ميگوهاي غير واكسينه نسبت به ميگوهاي واكسينه  12-26و 

روزه  12-26پرورش تنها در پست لاروهاي  60). در ادامه مشاهده شد كه در روز P<0.05آماري مشاهده نشد (
)، اين در P<0.05ميانگين وزني ميگوهاي غيرواكسينه بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي واكسينه مي باشد (

بيشتر بودن مقادير مربوط به ميانگين وزن و طول ميگوهاي تيمار غيرواكسينه در پست حالي بود كه با وجود 
  ).P>0.05روزه هيچگونه تفاوت معني دار آماري مشاهده نشد ( 5-15لاروهاي 

روزه واكسينه  5-15پرورش نتايج نشان داد كه مقادير مربوط به ميانگين وزني پست لاروهاي  80ليكن در روز 
). اين در حالي بود كه با وجود بيشتر P<0.05داري بيشتر از پست لاروهاي غيرواكسينه مي باشد ( شده بطور معني

روزه ميگوهاي واكسينه نسبت به ميگوهاي  12-26بودن مقادير ميانگين وزني و طولي در پست لاروهاي 
  ) P>0.05غيرواكسينه هيچگونه تفاوت معني دار آماري مشاهده نشد (
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  ميانگين±: ميانگين وزن و طول (ميانگين6نمودار 

 60روزه واكسينه و غيرواكسينه مواجه شده با ويروس لكه سفيد در سن  5-15انحراف معيار) پست لاروهاي 

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير مشابه نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني 

  د است)درص 95دار نبودن با سطح اطمينان 

  
  

  

  

  
  
  

  

  

روزه واكسينه و  12-26ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±:ميانگين وزن و طول (ميانگين7نمودار

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير مشابه  60غيرواكسينه مواجه شده با ويروس لكه سفيد در سن

  درصد است) 95ن با سطح اطمينان نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبود

  
  
  پست لاروهاي تيمار بدون مواجهه با ويروس لكه سفيد-3-9-3

روزه ميگوهاي غيرواكسينه مقادير مربوط به  5-15پرورش در پست لاروهاي  40نتايج نشان داد كه در روز 
). از سوي ديگر در روز P<0.05(ميانگين وزن و طول بطور معني داري بيشتر ازميگوهاي غير واكسينه مي باشد

مقادير مربوط  80)، اين در حالي بود كه در روز P>0.05پرورش هيچگونه اختلاف معني داري مشاهده نشد ( 60
به ميانگين وزن و طول پست لاروهاي غيرواكسينه بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي واكسينه بود 
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بدون مواجه شده با  5-15ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±(ميانگين :ميانگين وزن و طول8نمودار 

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير مشابه نشاندهنده معني دار  60و  40ويروس لكه سفيد در سنين 

  درصد است) 95بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

 
  

  

  

  
  
  
  
  

بدون مواجه شده با  12-26ميانگين انحراف معيار) پست لاروهاي ±ن وزن و طول (ميانگين: ميانگي 9نمودار

روزگي روزهاي مختلف پرورش (حروف غير مشابه نشاندهنده معني دار بودن و  60ويروس لكه سفيد در سن 

  درصد است) 95حروف مشابه نشاندهنده معني دار نبودن با سطح اطمينان 

  
  12-26و  5-15اندگي پست لاروهاي ميزان درصد بازم-4-9-3

روزه در هر تيمارهاي مواجهه با ويروس لكه  12-26نتايج نشان داد كه درصد بازماندگي در پست لاروهاي 
روزه واكسينه شده  5-15روزگي بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي 60روز و سن  60و  40سفيد در سنين 

روزه تيمار  5-15يرغم بيشتر بودن درصد بازماندگي در پست لاروهاي ). اين در حالي بود كه علP<0.05بود (
  ).10)(نمودارP>0.05بدون مواجهه هيچگونه تفاوت معني داري مشاهده نشد (
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 60و  40:درصد بازماندگي پست لاروهاي تيمارهاي مختلف مواجه با ويروس لكه سفيد در سنين 10نمودار

ه (حروف غير مشابه نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني و بدون مواجه 60روزگي و سن 

  درصد است) 95دار نبودن با سطح اطمينان 

  
همچنين در رابطه با درصد تلفات نسبي مشاهده شد كه درصد تلفات نسبي بطور معني داري در پسـت لاروهـاي   

-26روز بيشتر از پست لاروهـاي   60و سن  60و  40ميگوهاي تيمار مواجهه با ويروس لكه سفيد در سنين  15-5
 12-26و  5-15). از سوي ديگر هيچگونه تفاوت معني دار آماري ميـان پسـت لاروهـاي    P<0.05روزه است ( 12

  ).11).(نمودارP>0.05روزه در ميگوهاي واكسينه شده بدون مواجهه مشاهده نشد (
  
  

  

  
  
  
  

  

 60و  40مارهاي مختلف مواجه با ويروس لكه سفيد در سنين :درصد تلفات نسبي پست لاروهاي تي11نمودار

و بدون مواجه (حروف غير مشابه نشاندهنده معني دار بودن و حروف مشابه نشاندهنده معني  60روزگي و سن 

  .درصد است) 95دار نبودن با سطح اطمينان 

  

روزه در تيمارهاي  12-26وهاي در انتها مشاهده شد كه مقادير مربوط به درصد بازماندگي نسبي در پست لار
 5-15روز بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  60روز و سن  60و  40مواجهه با ويروس لكه سفيد در سنين 
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روزه واكسينه  12-26و  5-15). ليكن هيچگونه تفاوت معني داري ميان پست لاروهاي P<0.05روزه مي باشد (
  ).12(نمودار )P>0.05شده بدون مواجهه مشاهده نشد (

 
  
  
  

  

  
  

  

و  40:درصد بازماندگي نسبي پست لاروهاي تيمارهاي مختلف مواجه با ويروس لكه سفيد در سنين 12نمودار

  و بدون مواجه 60روزگي و سن  60

  

 نتايج ميزان بقا-10-3

و جدول  13ميزان تلفات در گروه هاي واكسينه شده و نشده بعد از آزمون مواجهه در نمودار

  حظه ميگردد.زير ملا

  
 

  : ميزان تلفات تجمعي گروههاي واكسينه شده و واكسينه نشده پس از چالش با 13نمودار

 روز 10ويروس عامل بيماري لكه سفيد طي 
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  دست آمده، درصد بازماندگي، درصد تلفات و درصد بقا نسبي در جدول زير محاسبه شده است.با توجه به نتايج به
  

  روز 45و  35، درصد تلفات و درصد بقا نسبي در دروه ايمني : درصد بازماندگي15جدول 

 

 %RPSميانگين  %RPS درصد بقاء تعداد اوليه تيمار شماره تانك

واكسيناسيون در  2
PL5,15  
 بدون مواجهه

100 100 100  

واكسيناسيون در  3
PL12,26  
 60و  40مواجهه در روز

دوره ايمني  % 76,12 72,97 80 100
 روزه 35

اكسيناسيون در و 4-1
PL12,26  
 60مواجهه در روز 

100 82 75,67 

واكسيناسيون در  4-2
PL12,26  
 60مواجهه در روز 

100 85 79,37 

  بدون واكسن 7
 60مواجهه در روز 

100 36   

  بدون واكسن 8
 60مواجهه در روز 

100 16   

بدون -بدون واكسن 9
 مواجهه

100 93 90,54  

واكسيناسيون در  11
PL12,26  
 بدون مواجهه

100 95 93,24  

واكسيناسيون در  13-1
PL5,15  
 60مواجهه در روز 

دوره ايمني  61,7% 58,10 69 100
 روزه 45

واكسيناسيون در  13-2
PL5,15  
 60مواجهه در روز 

100 71 60,81 

واكسيناسيون در  14
PL5,15  
 60و 40مواجهه در روز 

100 75 66,21 
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  روز 25و  15، درصد تلفات و درصد بقا نسبي در دروه ايمني : بازماندگي12-3جدول 

ميانگين درصد   درصد بقاء تعداد اوليه تيمار شماره تانك
RPS 

  PL5,15واكسيناسيون در  2
 بدون مواجهه

950    

  PL12,26واكسيناسيون در  3
 40مواجهه در روز 

دوره  56,13%  83,3 900
 روزه 15ايمني 

در روز بدون واكسن مواجهه  5
40 

1000 64  

  60 1000 كنترل مثبت 6

  PL12,26واكسيناسيون در  9
 بدون مواجهه

610    

  PL12,26واكسيناسيون در  11
 40مواجهه در روز 

دوره  69,4%   530
 روزه 25ايمني 

  PL5,15واكسيناسيون در  14
 40مواجهه در روز 

910 88,4  

 

  

  
  

  روز 45و  35روهاي ميگو در دوره ايمني : درصد بقا نسبي پست لا14نمودار   
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  روزه 45و  35، 25، 15: درصد بقا نسبي پست لاروهاي ميگو در دوره ايمني 15نمودار 

  

با توجه به نتايج محاسبه شده ميزان بقا و تلفات در گروه هاي پست لارو ميگو واكسينه شده و نشده نشان مي 
روزه در دو نوبت  25تا  5غوطه وري در پست لاروهاي ميگوي  دهد كه استفاده از اين راديوواكسن به روش

درصد كاهش تلفات در ميگوهاي  61و  76روز به طور معني داري باعث  14تا  10واكسيناسيون به فاصله 
روز پس از آخرين  45و  35واكسينه شده بر ضد ويروس لكه سفيد نسبت به گروه شاهد به ترتيب در زمان هاي 

 35روز شروع به افزايش يافته تا زمان  15گردد. همچنين درصد بقا نسبي در طي دوره ايمني  واكسيناسيون مي
روز پس از آخرين  45روز به حداكثر مي رسد و مجدداً كاهش مي يابد و با توجه به اينكه در اين تحقيق تا زمان 

 45بوده در زمان  %76روز  35مان زمان واكسيناسيون بررسي ها ادامه يافت نشان داد كه درصد بقا نسبي كه در ز
كاهش يافته است.با توجه به مقايسه ميانگين ها به روش آناليز واريانس يكطرفه در بررسي ميزان بقا  %61روز به 

  نسبي مشخص گرديد كه:
  گروه كنترل مثبت با همه گروهها داراي اختلاف معني داري است.

  ده با همه گروهها داراي اختلاف معني داري است.ومواجهه با ويروس زن  PL5,15گروه واكسيناسيون 
  ومواجهه شده با ويروس زنده با همه گروهها داراي اختلاف معني داري است.  PL12,26گروه واكسيناسيون 

گروه كنترل منفي با گروههاي واكسينه شده بدون مواجهه با ويروس اختلاف معني داري ندارد ولي با ساير 
  ني داري است .گروهها داراي اختلاف مع
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  )THC, DHC , TPPهاي ايمني همولنف ميگوها (نتايج بررسي سلول-11-3
  نتايج شمارش افتراقي سلول هاي همولنف-1-11-3

) چنين بنظر مي رسد اكثرا گرانول هاي محتوي  18مواجهه شده (شكل –در بررسي لام هاي تيمار واكسن زده 
ي تواند ناشي از واكسيناسيون ميگو ها و سپس مواجهه آنها با پروفنل اكسيداز رها شده اند كه اين موضوع م

آورده شده 17عامل ويروسي باشد. بررسي تفاوت درصد سلول هاي همولنف در تيمارهاي مختلف در جدول 
است حجم زيادي از سلول هاي همولنف در اين تيمار را گرانولو سيت ها تشكيل مي دهند كه مي تواند حائز 

سلول ها آلوده به ويروس هستند كه دال بر بيماري ميگو نمي  % 20 -30يك باشد. حدودا اهميت ايمونولوژ
غير -تيمار واكسن زده %90است كه با توجه به بازماندگي حدودا  %85باشد. بازماندگي اين گروه حدودا 

)  از 20( شكل تيمار بدون واكسن مواجهه داده شده %30) و در مقايسه با بازماندگي زير 19مواجهه شده (شكل
  شرايط بسيار خوبي برخوردار است.  

  
شمارش افتراقي سلول –DHC:وضعيت سلول هاي همولمف در تيمار هاي مختلف (نتايج آزمون 17جدول 

  هاي همولنف)

تيمار مورد 
 آزمايش

غير -غير واكسينه
 مواجهه

 -غير واكسينه
 مواجهه

غير –واكسينه 
 مواجهه

-واكسينه
 مواجهه

 Apoptosis 35 65 85 سمي گرانولار%

 Apoptosis 50 25 10 گرانولار%

 Apoptosis 15+apoptosis 10 5 هيالن%

  
به نظر ميرسد واكسن باعث افزايش سلول هاي گرانولار مي شود و عدم واكسن سهم سمي  17بر اساس جدول 

با پاتوژن باعث مقابله  گرانولار ها را افزايش مي دهد. بديهي است واكسيناسيون ميگوها در صورت عدم مواجهه
  مي گردد.  Apoptosisسلول ها از طريق سيستم ايمني 
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:وضعيت سلول ها در تيمار واكسن 18شكل 

مواجهه داده شده سمت چپ سلول  -زده

  آلوده مشخص است

 

: تيمار واكسن زده بدون مواجهه را نشان مي 19شكل 

 دهد. آپوپتوزيس چشمگير است.

 

 

مثبت يا واكسن زده  :تيمار كنترل20شكل

مواجهه داده شده. سلول ها غالبا سمي  -نشده

 گرانولار هستند.

 مواجهه داده نشده -: تيمار واكسن زده نشده21شكل 
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  )THCها (نتايج آزمون شمارش كلي هموسيت -2-11-3

  
  (cell/ml)(THC): شمارش كلي هموسيت ها18جدول

 شمارش كلي هموسيت نوع تيمار رديف
شمارش كلي ميانگين 

 هموسيت

 21,5×610 كنترل منفي 1

 16,2×610 كنترل منفي 2 23,7×610

 32,2×610 كنترل منفي 3

 32,7×610 كنترل مثبت 4

 24,5×610 كنترل مثبت 5 32,4×610

 40,0×610 كنترل مثبت 6

7 
واكسن با مواجهه (غوطه 

 وري)

610×24,0 

610×29,4 8 
واكسن با مواجهه (غوطه 

 وري)

601×38,0 

9 
واكسن با مواجهه (غوطه 

 وري)

610×26,2 

 37250000 واكسن با مواجهه (تزريقي) 10

 18000000 واكسن با مواجهه (تزريقي) 11 28,4×610

 30000000 واكسن با مواجهه (تزريقي) 12

 28250000 واكسن بدون مواجهه 13

 35250000 واكسن بدون مواجهه 14 33,4×610

 36750000 بدون مواجههواكسن  15

 

داري بين گروهها از نظر شمارش كلي با توجه به مقايسه ميانگينها به روش آناليز واريانس يكطرفه اختلاف معني
  ).P>0.05هموسيت ها مشاهده نگرديد (
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  نتايج آزمون سنجش ميزان پروتئين كل پلاسما-3-11-3

  

  هاي ميگو در گروه (mg/ml):ميزان پروتئين كل پلاسما 19جدول

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 

گروه كنترل مثبت با دو گروه  LSDطرفه با آزمون با توجه به مقايسه ميانگين ها به روش آناليز واريانس يك
هم شده اند اختلاف معني داري ندارند  واكسينه شده به روشهاي غوطه وري و تزريقي كه مواجهه با ويروس

)P>0.05 در حاليكه كنترل مثبت با گروه كنترل منفي و گروه واكسينه شده بدون مواجهه با ويروس زنده .(
  ).P<0.05اختلاف معني داري است (

  
  نتايج شمارش افتراقي سلول هاي همولنف-4-11-3

ها با درصد ده است. انواع متفاوتي از هموسايتنتايج افتراقي سلول ها ي همولمف در جدول زير آورده ش
اي نشان مي دهد كه بيشترين مورد در گروه مربوط به ليست شده است. درصد سلول دانه19-3مربوطه در جدول 

واكسينه و "باشد و كمترين درصد مربوط به گروه مي 1.87±85.00  "هيچ واكسن و بدون در معرض قرار گرفتن"

شماره 
 نمونه

 نوع تيمار
  مقدار پروتئين كل پلاسما 

 انحراف معيار) ±(ميانگين
 ميانگين پروتئين 

 32/70±1/18 كنترل منفي 1
  
48/71 

 52/76±27/10 كنترل منفي 2

 6/67±86/19 كنترل منفي 3

 23/48±08/11 كنترل مثبت 4
  
59/50 

 11/52±29/24 كنترل مثبت 5

 43/51±72/13 كنترل مثبت 6

 81/42±51/11 غوطه وري با مواجهه 7
  
23/44 

 3/39±21/42 غوطه وري با مواجهه 8

 6/50±86/19 غوطه وري با مواجهه 9

 22/71±01/32 تزريق با مواجهه 10
  
79/58 

 61/44±52/21 تزريق با مواجهه 11

 55/60±73/15 تزريق با مواجهه 12

 11/88±47/58 تزريق بدون مواجهه 13
  
6/88 

 5/91±05/63 تزريق بدون مواجهه 14

 19/86±81/27 تزريق بدون مواجهه 15
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گروه واكسينه "باشد. بيشترين درصد براي  سلول هاي دانه اي متعلق به مي 3.04±31.40 "در معرض قرار دادن
بدون واكسن و بدون در  "و كمترين درصد نشان داده شده درگروه   2.07±51.40 "شده و در معرض قرار گرفته

در گروه    2.07±17.60بيشترين درصد بدست آمده  hyalinocyteاست. اما درمورد  1.92±9.20 "معرض قرار گرفتن
 "بدون واكسينه و در معرض قرار گرفتن "كمترين درصد مربوط به  "واكسينه و در معرض قرار گرفته"

  مي باشد. 5.80±0.83
مطابق با نتايج هيچ آپاپتوزيس جدي وجود ندارد كه در  همولنف ميگو گروه يك مشاهده شود. بر اساس 

ه شده در گروه واكسينه شده، رخ داده است. اين نوع آپاپتوزيس وسيعي در همولمف ميگوهاي مشاهد
آپاپتوزيس مي تواند منجر به آشتفتگي همولمف شود و اين بي كفايتي سيستم ايمني در حالت هاي ناكارامد، 

) بين K=7.20, df=2, p=.027يا بيماري هاي احتمالي ديگر نمايد.  تفاوت معني داري ( WSSVميگو را مستعد  
كمترين "بدون واكسن و در معرض قرار گرفته"در گروه ها وجود دارد. درصد بقاي گروه  مرتبه درصد بقا

ارزش را نشان مي دهد  و تفاوت بين درصد بقاي  اين گروه و گروه واكسينه شده در معرض قرار گرفته حدود 
  تر در مي باشند. بسيار مقاوم WSSVدرصد مي باشد. اين درصد نشان مي دهد كه ميگوي  واكسينه شده برابر  56

در بررسي لام هاي تيمار واكسن زده مواجهه شده چنين بنظر مي رسد اكثرا گرانول هاي محتوي  پروفنل 
اكسيداز رها شده اند كه اين موضوع مي تواند ناشي از واكسيناسيون ميگو ها و سپس مواجهه آنها با عامل 

مار را گرانولو سيت ها تشكيل مي دهند كه مي ويروسي باشد. حجم زيادي از سلول هاي همولنف در اين تي
سلول ها آلوده به ويروس هستند كه دال بر بيماري  % 20 -30تواند حائز اهميت ايمونولوژيك باشد. حدودا 
تيمار واكسن زده  %97است كه با توجه به بازماندگي حدودا  %85ميگو نمي باشد. بازماندگي اين گروه حدودا 

تيمار بدون واكسن مواجهه داده شده،  از شرايط بسيار خوبي  %26مقايسه با بازماندگي زير غير مواجهه شده و در 
  برخوردار است.  
شمارش افتراقي –DHC: وضعيت سلول هاي همولمف در تيمار هاي مختلف (نتايج آزمون 20جدول شماره

  سلول هاي همولنف)

غير -غير واكسينه 
 مواجهه

ير غ–واكسينه  مواجهه -غير واكسينه
 مواجهه

 مواجهه-واكسينه

a33.00±4.41 a31.40±3.04 3.80±66.00 1.87±85.00 سمي گرانولار%
 

a50.60±2.50 a51.40±2.07 1.92±24.80 1.92±9.20 گرانولار%
 

a16.40±2.19 2.58±9.20 0.83±5.80 هيالن%
 a17.60±2.07

 

  
ر مي شود و عدم واكسن سهم سمي به نظر ميرسد واكسن باعث افزايش سلول هاي گرانولا20بر اساس جدول

گرانولار ها را افزايش مي دهد. بديهي است واكسيناسيون ميگوها در صورت عدم مواجهه با پاتوژن باعث مقابله 
  مي گردد.  Apoptosisسلول ها از طريق سيستم ايمني 
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  مواجهه داده شده  -: وضعيت سلول ها در تيمار واكسن زده22شكل شماره 

  سمت چپ سلول آلوده مشخص است

  

  
  : تيمار واكسن زده بدون مواجهه را نشان مي دهد. 23شكل شماره 

  آپوپتوزيس چشمگير است.

 

  



  /... �� ���	 
��  ٨٥ا���ن 	��� ����� وا��� ����ر

 

 
  

  مواجهه داده شده (كنترل مثبت)،  -: تيمار واكسن زده نشده24شكل شماره 

  سلول ها غالبا سمي گرانولار هستند.

  

  
  

  مواجهه داده نشده (كنترل منفي) -: تيمار واكسن زده نشده25شكل شماره 
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هاي غير از همولنفهيستوپاتولوژي بافت-5-11-3  

به جز همولنف در ساير بافت ها نيزآلودگي ناشي از ويروس لكه سفيد ميگو مشهود بود . از جمله اين بافتها 
  دند.) بو29تا 26روده، بافت بينابيني هپاتوپانكراس و  اپيدرم بافت اگزو اسكلتال (شكل هاي 

  

  
ياني: سلول هيپرتروفي شده ناشي از تشكيل گنجيدگي ويروسي در بافت روده م26شكل شماره   

 

 
  

  سلول هيپرتروفي شده ناشي از تشكيل  Cowdry type A: فرم 27شكل شماره

  گنجيدگي ويروسي در هموسيت مستقر در روده مياني
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ي ويروسي لكه سفيد در بافت بينابين: فرم سلول ها در فاز هاي متفاوت عفونت 28شكل شماره 

فاز انتهائي عفونتهپاتوپانكراس،پيكان  پر:فاز اوليه عفونت؛ پيكان تو خالي: سلول هيپرتروفي شده در  

 

 
سكلت: سلول ها در فاز هاي متفاوت عفونت ويروسي لكه سفيد در بافت پوششي اگزوا29شكل شماره  
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  PCRنتايج آزمون -12-3

انتخاب گرديد و توسط كيت تجاري  PCRگوهاي هر گروه بطور تصادفي جهت انجام آزمون نمونه هايي از مي
Nested PCR-WSSV IQ200  آمده است. 21مورد آزمايش قرار گرفتند كه نتايج در جدول 

  
  گروههاي ميگو از نظر آلودگي به ويروس لكه سفيد PCR: نتايج آزمون 21جدول

 PCRنتيجه آزمون  داريزمان نمونه بر نوع تيمار شماره تانك

2 
  

 بدون مواجهه PL5, 15واكسيناسيون 

 منفي در سن چهل روز

 منفي در سن شصت روز

 منفي در سن چهل روز، قبل از مواجهه PL 40مواجهه  PL12, 26واكسيناسيون  3

3 
  

 PL 60مواجهه  PL12, 26واكسيناسيون 

 منفي در سن شصت روز، قبل از مواجهه

 منفي روز، بعد از مواجههدر سن هفتاد 

4-1   
  PL 60مواجهه  PL12, 26واكسيناسيون 

 

 منفي در سن شصت روز، قبل از مواجهه

 منفي در سن هفتاد روز، بعد از مواجهه 4-2

7   
 كنترل مثبت  PL60مواجهه  -بدون واكسن

 مثبت در سن شصت روز، قبل از مواجهه

 مثبت در سن هفتاد روز، بعد از مواجهه 8

9 
 منفي در سن شصت روز، قبل از مواجهه بدون مواجهه -بدون واكسن

 منفي در سن هفتاد روز، بعد از مواجهه

11 
 منفي در سن شصت روز، قبل از مواجهه بدون مواجهه PL12, 26واكسيناسيون 

 منفي در سن هفتاد روز، بعد از مواجهه

13-1   
 PL60مواجهه  PL5, 15واكسيناسيون 

 منفي ت روز، قبل از مواجههدر سن شص

 منفي در سن هفتاد روز، بعد از مواجهه 13-2

 منفي 14

  
  

  
  
  
 

  
  

  :16نمودار   
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بحث-4  

درصد گونه هاي جانوري را تشكيل مي دهند، ليكن سيستم دفاع ايمني آنها فاقد  95امروزه بي مهرگان بيش از 
ولي و همورال) متكي مي باشد. از اين رو واكسيناسيون آنها ايمني اكتسابي بوده و تنها بر ايمني ذاتي سلولي (سل

بر عليه عوامل بيماريزاي ويروسي امري غير محتمل خواهد بود. از سوي ديگر برخي از گزارشات ارائه شده 
دلالت بر وجود يك پاسخ شبه ايمني در سخت پوستان بازمانده از بيماري مي نمايد كه با توجه به منابع مختلف 

). اما نكته Venegas et al., 2000; Wu et al., 2002وجود ايمني خاطره در بي مهرگان ثابت گرديده است (موجود 
قابل توجه اينكه ايمني خاطره مشابه ايمني خاطره در مهره داران نمي باشد، زيرا در مهره داران با توليد پروتئيني 

صورتي كه در بي مهرگان تعدادي از پروتئين ها به نام آنتي بادي باعث ايجاد ايمني در خود مي شوند، در 
هاي ساختاري برخي از ويروس ها قادرند ايمني خاطره اي ايجاد كنند. امروزه مشاهده مي شود همانند پروتئين

كه بيماري ويروسي لكه سفيد به عنوان يكي از مهمترين بيماري هاي درگير كننده صنعت تكثير و پرورش ميگو، 
منظور مقابله ران ناپذيري را به اين صنعت تحميل نموده است، لذا يافتن يك راهكار جديد بهسالانه خسارات جب

باشد.از جمله اين راهكارها واكسيناسيون ميگوها بر عليه عوامل بيماريزاي با اين بيماري  حائز اهميت مي
هاي نظور امروزه براي تهيه واكسن). بدين مWitteveldt et al., 2005منظور كنترل اين عوامل مي باشد (ويروسي به

 Witteveldtشود(هاي شيميايي و فيزيكي استفاده ميهاي مختلفي از جمله روشمورد استفاده در آبزيان از روش

et al., 2004(  
براساس مطالعه انجام شده در فاز اول اين پروژه، دز مطلوب غيرفعال سازي با پرتو گاما براي ويروس لكه سفيد 

ml/ته با تيتر تكثير ياف
درجه سانتيگراد) و در نهايت توليد آنتي ژن هاي ويروسي  -20در حالت منجمد ( 10 4/5

كيلوگري تعيين گرديد. به منظور تهيه راديوواكسن اين ويروس انجام  15كامل غيرفعال شده (راديوآنتي ژن) 
يت عفونت زايي لازم و تست هاي تائيد سلامت خاصيت آنتي ژنتيكي ويروس و غيرفعال سازي كامل خاص

ضروري بود. سپس به منظور تعيين ميزان ايمني القاء شده به ميگوها پس از انجام واكسيناسيون ضد بيماري 
  ويروسي لكه سفيد با انجام آزمون مواجهه با ويروس زنده ميزان مقاومت ميگوها به اين بيماري تعيين گرديد.

داده شد كه تزريق راديوواكسن منجر به القاي ايمني بر ضد ويروس  در فاز اول اين پروژه براي اولين بار نشان
گرمي مي شود. بررسي نتايج نشان داد كه استفاده از اين راديوواكسن به صورت  10لكه سفيد در ميگوهاي 

 80روز به طور معني داري باعث بيش از  14الي  10تزريقي در ميگوهاي بالغ در دو نوبت واكسيناسيون به فاصله 
درصد كاهش تلفات در ميگوهاي واكسينه شده بر ضد ويروس لكه سفيد نسبت به گروه شاهد، مي گردد. 

 25تا  5همچنين در اين فاز پروژه استفاده از اين راديوواكسن به روش غوطه وري در پست لاروهاي ميگوي 
درصد كاهش تلفات  61و  76روز به طور معني داري باعث  14تا  10روزه در دو نوبت واكسيناسيون به فاصله 

روز  45و  35در ميگوهاي واكسينه شده بر ضد ويروس لكه سفيد نسبت به گروه شاهد به ترتيب در زمان هاي 
  پس از آخرين واكسيناسيون گرديد.
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تحقيقات زيادي كه در مورد سيستم ايمني سخت پوستان انجام شده، همگي بيان مي نمايند  اكثر بي مهرگان 
يمني اكتسابي مي باشند و دفاع آنها ناشي از سيستم ايمني ذاتي است كه هم به صورت سلولي و هم فاقد سيستم ا

در ميگو تشخيص داده شده  WSSVهمورال مي باشد. ولي وجود يك سيستم شبه ايمني عليه ويروس لكه سفيد 
ماه،  4ويروس بعد از  زنده مانده اند در مواجهه مجدد با اين WSSVاست. ميگوهايي كه پس از شيوع بيماري 

اند تاييدي بر تقويت نشان داده اند، اين مقاومت ميگوهايي كه قبلاً يك بار عفوني شده %94درصد بقاء نسبي 
 WSSVاي در ميگوهاي بازمانده از عفونت در مطالعه ديگري نوعي مقاومت پيشرفته .سيستم شبه ايمني مي باشد

 ,.Witteveldt et alده ناشناخته موجود در پلاسماي ميگو بوده است(ديده شده كه به علت يك فاكتور خنثي كنن

) اين تجربيات مشخص كرد كه يك پاسخ شبه ايمني سه هفته پس از عفونت اوليه شروع شده و تا هفته 2004
چهارم پيشرفت كرده و تا انتهاي ماه دوم پايدار است. مستنداتي هم در مورد فعاليت خنثي كنندگي ويروس در 

سماي گرفته شده از همولنف ميگوهاي بازمانده از طريق تجويز ويروس تيمار شده با پلاسما در ميگوهاي پلا
دست نخورده بدست آمد. از طريق كروماتوگرافي تبادل كاتيوني ماده اي در پلاسما ميگوهاي بازمانده تشخيص 

  ). Wu etal., 2002داده شده كه ممكن است مرتبط با اين فعاليت خنثي كنندگي باشد (
نتايج اين مطالعه نشان داد كه بهترين روش براي غيرفعال سازي خاصيت عفونت زايي ويروسها و ساير 
ارگانيسمهاي  بيماريزا به دليل رساندن آسيب كمتر به خاصيت آنتي ژنتيكي آنها، پرتودهي مستقيم مي باشد. به 

 ,.Grieb et alيابد(روسي غيرفعال شده افزايش ميگونه اي كه با استفاده از اين روش خاصيت حفاظتي واكسن وي

هاي ساختاري عوامل بيماريزاي ويروسي را ) ليكن با اين فرض، سيستم ايمني ميگوها قادرند پروتئين2002
هاي غيرفعال هاي حاوي ويروسدر اين مطالعه از واكسن .شناسايي نموده و در برابر آنها واكنش نشان دهند

 40روزه واكسينه شده توسط ويروس غيرفعال شده لكه سفيد كه در سنين  5-15لاروهاي  استفاده شد. در پست
روزه  5-15روزگي با ويروس لكه سفيد مواجهه شده بودند، ميزان رشد ميگوها نسبت به پست لاروهاي  60و 

اكسينه شده داري كاهش يافت. اين در حالي بود كه ميزان رشد در پست لاروهاي وطور معنيغير واكسينه به
طور معني داري با افزايش همراه بود. از روزگي با ويروس مواجه شده بودند، به 60روزه كه تنها در سن  15-5

روزه مواجهه شده در سنين  5-15سوي ديگر عليرغم بيشتر بودن ميزان بازماندگي پست لاروهاي واكسينه شده 
روزگي هيچگونه تفاوت معني دار آماري  60ن روزگي نسبت به پست لاروهاي مواجهه شده در س 60و  40

مشاهده نشد، از سوي ديگر با وجود پائين بودن ميزان رشد در پست لاروهاي واكسينه شده تيمار بدون مواجهه با 
ويروس، ميزان بازماندگي آنها بطور معني داري بيشتر از ساير تيمارها بود. ليكن اين احتمال وجود دارد كه بعد 

ون پست لاروها توسط ويروس غيرفعال شده لكه سفيد به دليل فعال شدن و تحريك سيستم ايمني از واكسيناسي
سلولي ميگوها به دنبال شناسايي پروتئين هاي ساختاري ويروس هاي غيرفعال شده، مقادير زيادي انرژي به سمت 

تيجه به دليل مراكز خونساز جهت ساخت سلول هاي خوني نظير هموسيت هاي خوني هدايت شده كه در ن
). از سوي Venegas et al., 2000صرف انرژي بالا توسط اين مراكز ممكن است رشد ميگو با كاهش همراه شود (
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روزگي با ويروس  60روزه كه در سن  12-26ديگر مشاهده شد كه ميزان رشد در پست لاروهاي واكسينه شده 
روزگي با ويروس مواجهه شده  60و  40سنين  لكه سفيد مواجهه شده بودند، نسبت به پست لاروهايي كه در

داري بيشتر بود. اين در حالي بود كه عليرغم بيشتر بودن ميزان بازماندگي در پست لاروهاي بودند بطور معني
روزگي نسبت به پست لاروهاي مواجهه شده  60روزه مواجهه شده با ويروس لكه سفيددر سن  12-26واكسينه 

هيچگونه تفاوت معني دار آماري مشاهده نشد. از سوي ديگر در تيمارهاي بدون  60و  40با ويروس در سنين 
مواجهه ميزان رشد بطور معني داري بيشتر از ساير تيمارها بود. لذا مي توان عنوان نمود كه واكسيناسيون پست 

جاد يك پاسخ لاروها با وكسن حاوي ويروس غير فعال شده لكه سفيد مي تواند منجر به افزايش مقاومت و اي
شبه ايمني در ميگوها گردد كه در نهايت با اشغال گيرنده هاي ويروس لكه سفيد بر روي سطح سلول توسط 

  ). Burton et al., 2000(ويروس هاي غير فعال شده مانع ازابتلا ميگوها در مواجهه با ويروس زنده خواهند شد 
روزه كه در  12-26د در پست لاروهاي غيرواكسينه همچنين نتايج بيان كننده اين مطلب بودند كه ميزان رش

روزگي با ويروس لكه سفيد مواجهه شده بودند بطور معني داري بيشتر از ساير تيمارها بود. از اين  60و  40سنين 
) عنوان نمودند كه ميگوهايي كه بطور اوليه در معرض 2002و همكاران ( Wu) و 2000و همكاران (  Venegasرو 

سفيد قرار مي گيرند ميزان فعاليت ضد ويروسي در همولنف شان افزايش مي يابد. ليكن اين احتمال ويروس لكه 
روزگي، در پي شناسايي عامل  40روزه با ويروس در سن  12-26وجود دارد كه در مواجهه اوليه پست لاروهاي 

د يك مقاومت نسبي در ميگوها بيماريزا و ايجاد يك پاسخ شبه ايمني، از يك سو با تحريك سيستم ايمني و ايجا
روزگي خواهند شد. همچنين  60مانع از ابتلا ميگو به بيماري در مواجهه بعدي با ويروس زنده لكه سفيد در سن

 60روزه واكسينه شده كه تنها در سن  12-26و  5-15نتايج نشان داد كه ميزان رشد و بازماندگي پست لاروهاي 
شده بودند نسبت به پست لاروهاي غيرواكسينه بيشتر بود. از اين رو مي روزگي با ويروس لكه سفيد مواجهه 

توان اين چنين عنوان نمود كه به دنبال واكسيناسيون پست لاروها و فعال شدن سيستم ايمني ميگوها و مراكز 
 خونساز در پست لاروهاي واكسينه شده نسبت به پست لاروهاي غيرواكسينه به دليل افزايش تغذيه به دليل
صرف انرژي زياد هم رشد و هم بازماندگي آنها افزايش پيدا خواهد كرد. از سوي ديگر مشاهده شد كه ميزان 

روزه واكسينه شده كه با ويروس مواجهه نشده بودند بطور معني داري بيشتر از پست  5-15رشد پست لاروهاي 
سيناسيون ميگوها با ويروس غير فعال شده لاروهاي غيرواكسينه بود. ليكن اين چنين مي توان عنوان نمود كه واك

لكه سفيد علاوه بر اينكه مي تواند موجب افزايش مقاومت و بازماندگي در ميگوها گردد قادر است با افزايش 
). از اين رو در مطالعه صورت Burton et al., 2000اشتها و تغذيه موجب بهبود شاخص هاي رشد نيز گردد (

 rVP28 )، با واكسيناسيون ميگوهاي سفيد غربي با استفاده از پروتئين هاي2011( و همكاران Choiگرفته توسط 

تجويز شده بود عنوان نمودند كه ميزان  2×  210ويروس لكه سفيد كه بصورت خوراكي در رقت rVP19و
وان درصد مي رسد. از سوي ديگر عن 7/41و  7/66روز مطالعه به ترتيب به  21بازماندگي ميگوهاي واكسينه طي 

بيشتر مي  rVP19بر عليه ويروس لكه سفيد نسبت به پروتئينrVP28نمودند كه اثرات محافظت كنندگي پروتئين 
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 10تا  4باشد. همچنين عنوان نمودند كه در ميگوهاي واكسينه شده در مقايسه با ميگوهاي غيرواكسينه يك تأخير 
اكسيناسيون ميگوها توسط پروتئين هاي تركيبي روزه در  نسخه برداري از ژنوم ويروس ايجاد مي شود. ليكن و

علاوه بر فعال نمودن سيستم ايمني ميگوها مانع از ورود ويروس لكه سفيد به داخل سلول نيز خواهند شد 
)Ramsey et al., 1998; Tang et al., 2007 (  

هاي مواجهه شده با روزه در ميگو 5-15شايان ذكر است كه كمترين ميزان رشد در پست لاروهاي غير واكسينه 
و  40روزگي و بيشترين ميزان در پست لاروهاي مواجهه شده با ويروس در سنين  60ويروس لكه سفيد در سن 

روزه بيشترين ميزان رشد در تيمارهاي  12-26روزگي مشاهده شد، اين در حالي بود كه در پست لاروهاي  60
فتاد. از اين رو عنوان شده بود كه درصد بازماندگي روزگي اتفاق ا 60و  40مواجهه شده با ويروس در سنين 

نسبي پست لاروهايي كه پس از شيوع بيماري ويروسي لكه سفيد زنده مي مانند در مواجهه مجدد با ويروس بعد 
درصد مي رسد، لذا ايجاد مقاومت در پست لاروهايي كه يكبار آلوده مي شوند دلالت  94از چهار ماه تقريبا به 

) در مطالعه ديگر مشاهده شد كه نوعي Furuya et al., 2010سيستم شبه ايمني در ميگوها مي كند (بر وجود يك 
مقاومت پيشرفته در ميگوهاي بازمانده از عفونت ويروسي لكه سفيد وجود دارد كه از آن به عنوان يك فاكتور 

  )Witteveldt et al., 2004خنثي كننده ناشناخته موجود در پلاسماي ميگو نامبرده مي شود (
Witteveldt ) عنوان نمودند كه به دنبال واكسيناسيون ميگوها توسط پروتئين هاي نوتركيب 2004و همكاران (

MBP-VP19  وHIS-VP28 علاوه بر تأخير در ابتلا ميگوها به بيماري يك كاهش محسوس در ميزان تلفات در
و  MBP-VP19اثرات در واكسن ساخته شده توسط مواجهه مجدد با ويروس مشاهده مي شود، به گونه اي كه اين 

بيشتر بود. لذا واكسيناسيون با پروتئين هاي پوشش دار لكه سفيد و نوتركيب  HIS-VP28و  MBP-VP19يا مخلوط 
مي تواند موجب افزايش بازماندگي ميگوها گردد. ليكن نتايج مطالعات فوق تأئيد كننده نتايج بدست آمده از 

د. بطوريكه مشاهده شد كه به دنبال واكسيناسيون پست لاروها با ويروس غيرفعال شده لكه مطالعه حاضر مي باش
روزه بود. از  5-15روز بطور معني داري بيشتر از پست لاروهاي  12-26سفيد ميزان بازماندگي پست لاروهاي 

وع ويروس بيماري ميگوهاي بازمانده از شي سوي ديگر در يك مطالعه ديگر عنوان شده بود كه ميزان بقاء
ويروسي لكه سفيد پس از مواجهه مجدد با اين ويروس نسبت به ميگوهايي كه مبتلا نشده بودند بطور معني داري 

). لذا مطالعات مذكور و نتايج حاصل از اين مطالعه بر اين موضوع دلالت دارد Wu et al., 2002بيشتر مي باشد (
ه ايمني در ميگوها شروع مي شود كه اين ايمني تا هفته چهارم كه سه هفته پس از عفونت اوليه يك پاسخ شب

  )Wu et al., 2004; Namikoshi et al., 2004پيشرفت نموده و در نهايت تا انتهاي ماه دوم پايدار باقي خواهد ماند (
روس لكه روزه تيمار مواجهه با وي 12-26از اين رو با توجه به اينكه از يك سو در پست لاروهاي واكسينه شده 

ميزان  60روزگي ميزان رشد و از سوي ديگر در تيمار مواجهه با ويروس در سن  60و 40سفيد در سنين 
بازماندگي نسبت به ساير تيمارها بيشتر بود، ليكن اينچنين مي توان عنوان نمود كه مناسبترين سن براي 

روزه واكسينه شده  5-15ت لاروهاي روز مي باشد، كه در مقايسه با پس 12-26واكسيناسيون پست لاروها سن 
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روزگي باشد. از اين رو زمانيكه  5-15اين حالت ممكن است ناشي از عدم تكميل سيستم ايمني در سنين 
واكسيناسيون پست لاروها با ويروس غيرفعال شده صورت مي گيرد به دليل كامل نبودن سيستم ايمني و در 

پذيرفت از اين رو تحريك و فعال سازي سيستم ايمني آنها در  شناسايي عوامل پاتوژن با تأخير صورت خواهد
مدت زمان طولاني تري بطول خواهد انجاميد در نتيجه به دليل ديرتر فعال شدن سيستم ايمني اين احتمال وجود 
دارد كه در صورت مواجهه با ويروس به دليل ناكافي بودن پاسخ شبه ايمني اوليه، پاسخ ايمني مناسبي ايجاد 

 12-26و  5-15). از سوي ديگر با توجه به اينكه ميزان تلفات در هر دو تيمار پست لارو Ha et al., 2008دد (نگر
واكسينه شده توسط ويروس غيرفعال شده لكه سفيد نسبت به تيمار گروه كنترل كمتر بود مي توان عنوان نمود 

ميگوها و ايجاد يك پاسخ شبه ايمني مانع از  كه واكسيناسيون پست لاروها مي توان با فعال نمودن سيستم ايمني
  ابتلاء آنها به بيماري ويروسي لكه سفيد شود.

در خصوص كاربرد پرتوهاي يونساز جهت غيرفعال سازي ويروسها براي تهيه واكسنهاي غير فعال نيز تحقيقات 
  .(Smolko & Lombardo,2005; Preuss,1997) متعددي  انجام شده است كه آنها هم در ايمني زايي موفق بوده اند

گزارش كرده بودند كه ميگوهاي زنده مانده پس از شيوع بيماري لكه  Murogaگروه تحقيقي  2000در سال 
ماه بعد از شيوع بيماري توسط تزريق ويروس لكه سفيد كشته نمي شوند، آنها دريافتند كه  2سفيد در استخر، 

 Vengas etانع از تلفات آنها پس از تزريق ويروس مي گردد (فاكتوري در همولنف ميگوها ايجاد مي شود كه م

al. 2000 آنها اين موضوع را يك پاسخ شبه ايمني نام نهادند. در آن مطالعه ديده شده بود كه پاسخ شبه ايمني (
  هرچند باعث پيشگيري از بيماري مي گردد ولي موجب پيشگيري از عفونت بعد از چالنج با ويروس نمي شود. 

ليكه نتايج اين تحقيق نشان داد ميگوهاي واكسينه شده پس از روبرويي با ويروس دچار عفونت نمي شوند درحا
توان با اطمينان  خاطر در مراكز تكثير از اين واكسن به شوند. بنابراين ميو در تستهاي مولكولي نيز منفي مي

  منظور افزايش سطح ايمني زايي ميگوها استفاده كرد.
سلولي عمدتا در بافت هاي اپيتليال مشاهده شدند.اين موضوع با نتيجه تحقيق تخم افشان و گنجيدگي هاي 

كه عنوان نمودند مهمترين اندامهايي كه گنجيدگيهاي درون سلولي ناشي از ويروس  1381تمجيدي در سالهاي 
  لكه سفيد در آن مشاهده گرديد آبشش، معده و روده بودند همخواني دارد. 

Durand نحوه بيماري زايي ويروس لكه سفيد را از طريق تخريب بافتهاي با منشاء  1996اران در سال و همك
اكتودرم و مزودرم همانند اپيتليوم كوتيكولي، پوشش لوله گوارش ، آبشش ، قلب، ماهيچه، بافت عصبي و بافت 

هسته تمام سلول را  همولمف كه در آن هسته هاي سلولها بزرگ مي شوند تا اينكه سرانجام به صورت يك تك
  پر كند عنوان نمودند.

در ميگوهاي آلوده توسعه رنگدانه ها مشاهده  شد كه باعث گرديد ميگوها كمي قرمز يا تيره تر از ميگوهاي 
سالم بنظر آيند  . ميگوهاي آلوده يك كاهش تغذيه و افزايش بي حالي از خود نشان مي دهند و ناگهان به كف 

هاي مانيز در تطابق بود. ويروس لكه سفيد ) اين نتيجه با يافتهLightner, 1996ميميرند(استخر سقوط كرده و مي 
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رم و اكتودرم نظيرهموسيت ها، بافت پوششي معده ، بافت همبند ، بافت ميگو مي تواند سلولهاي بافت هاي مزود
) در ميگوهاي در حال Lightner, 1996; Momoyama et al., 1995خونساز و بافت عضلاني قلب را آلوده كنند  (

هماتوكسيلين ائوزين) و مرگ تخريب بافتي همراه با گنجيدگي هاي بازوفيليك كمرنگ تا زياد (رنگ آميزي 
هسته هيپرتروفي شده سلولهاي بافت همبند و بافت پوششي كوتيكول مشاهده گرديد. بر اساس يافته هاي ما در 

گنجيدگيهاي داخل هسته اي ويروسي،  White Spote Disease(WSD)مراحل اوليه بيماري لكه سفيد ميگو 
نام گذاري كرده  Cowdry type Aهسته تشكيل دادندكه آنراائوزينوفيليك بوده و يك هاله شفاف را در زير غشا 

 IHHNV(Infectious Hypodermal and Hematopoietic Necrosis Virus))و ممكن است با ويروس Lightner, 1996اند(
اشتباه شود ولي در هر حال در ميگوهاي با بيماري توسعه يافته لكه سفيد خبري از هاله شفاف نبوده و گنجيدگي 

  ).Lightner, 1996(به رنگ بازوفيلي كمرنگ تبديل مي شود
) در 2012) كاكولكي و همكاران (Wang et al., 2002باشد ( WSSVآپاپتوزيس مي تواند فرايندي موثر درمقابل 

ا مي تواند بعد از به ميگوه 5.4LD50= 1×10ميكرو ليتر از واكسن فوق داراي ويروسي با تيتر  10يافتند كه تزريق 
ميكرو ليتر از آن موجب مرگ و مير  50بيست روز آپاپتوزيسي با تلفات خفيف را موجب شود در حالي كه 

Ĥپاپتوزيس  نقش دو لبه يك تيغه را بازي مي كند ساعت بعد از تزريق در ميگو وانامي مي شود.  36جدي از 
باقيمانده مواد واكنش سلولي را محو نمايد.  اما اگر در  ولذا اگر  به صورت محدود رخ دهد مي تواند ويروسها و

- حد وسيع رخ دهد براي سلول ها  و بافت ها مضر خواهد بود و منجر به مرگ ومير وسيع در ميان گروهها مي

كند كه فرض كنيم نوع وسيع آپاپتوزيس براي سيستم ايمني در ). نتايج آنگونه القا ميWang et al.,2008گردد (
مضر مي باشد.در اين مورد نتايج ما مطابق با يافته هاي ديگر محققان است كه نشان مي دهند اگر  WSSVمقابل

آپاپتوزيس در مراحل آخر از عفونت ويروسي رخ دهد باعث مرگ و مير و توزيع بيماري در ميان بدن ميزبان 
ر باره سيستم ايمني  ميگو انجام ) بسياري از مطالعات كه د (Best, 2008بدون شروع واكنشرهاي آماسي مي باشد

  شده نشان مي دهد ميگو داراي سيستم اكتسابي نبوده ولي از سيستم مادرزادي بهره مند است. 
، مي توانند در   WSSVمطمئنا سيستم شبه ايمني  در ميگو نشان مي دهد كه نجات يافتگان از  آخرين اپيدمي 

). اين Venegas et al., 2000درصد مي رسد ( 94درصد بقاء به  مقابل  شيوع بعدي هم مقاومت نمايند. بنابراين
ايمني  نتيجه به  وجود سيستم شبه ايمني در ميگو اشاره دارد.  برخي از نتايج پيشنهاد مي كنند كه وجود پاسخ
راي تطبيقي در بي مهرگان شبيه به آن چه در مهره داران  مشاهده شده، مي باشد اما به نظر مي رسد كه شواهد ب

توان نتيجه گرفت كه )  در نهايت ميWu et al., 2002تاييد وجود سيستم ايمني تطبيقي در ميگو كافي نباشد (
باشد اما اگر اين پديده  WSSVخصوص در برابر بيماري آپاپتوزيس مي تواند فرايندي كمكي براي ايمني ميگو به

 ر به مرگ و مير بسيار زياد در ميگو ها شود. با شدت زيادي رخ دهد مي تواند براي ميگو مضر باشد و منج
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Abstract: 
The study of effect white spot syndrome virus(WSSV) attenuated vaccine that produced with gamma radiation 

on shrimp Litopenaeus vannamei carried out by imprinted 14000 PL from Kolahi hatchery in Hormozgan 

province. The shrimp divided to 3 groups as mentioned in table 2-1. The first group exposed to WSSV vaccine. 

The second group exposed to WSSV vaccine and then exposed to WSSV and the third did not exposed to 

vaccine and WSSV and named control positive. The experiment conducted 40 days and the shrimp cultured in 

standard trail. The result showed the shrimp exposed to vaccine and then exposed to WSSV has 76%  and 61% 

higher survival rate after 35 days and 45 days respectively.  The mortality rate also exhibited24% and 39% in 

both group respectively. The mean value of total hemocyte count  and total protein plasma measuring with 

ANNOVA and LSD examination in group vaccinated and without vaccinate in exposing and injecting group 

showed no statistical differentiation (P>0.05)  while the total heamocyte count and total protein plasma showed 

statistical differentiation (P.<0.05) between both groups. The result from histopathological examinations showed 

the cowdry type A inclusion bodies in all organ and tissue exhibited and the group vaccinated showed lower 

inclusion bodies with comparing without vaccinated.     

Key words: Litopenaus vannamei, White spot syndrome virus vaccine, White spot syndrome virus, Survival rate.          
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