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  چكيده

اشعه گاما در مواجهه با ميگو ويروس لكه سفيد توليد شده با واكسن هدف از انجام اين تحقيق بررسي اثربخشي 
و مقايسه آن با ميگوهاي غير واكسينه كه در اين تحقيق گروه شاهد و گروه تغذيه شده با جلبك سفيد وانامي 

وانامي با  جوانهفت صد و بيست ميگو سالم  بوده است. و مخمر ساكارومايسيس سروزياگراسيلاريا كورتيكاتا 
با تغذيه شاهد گروه ) T1گروه تقسيم شدند. گروه اول ( 4 به و شده آوري جمع گرم 10 ± 02/1وزن متوسط 

وزيا ابتدا به ميزان يك گرم در كيلوگرم غذا از مخمر ساكارومايسيس سر )T2گروه دوم (. ،جيره پايه
Saccharomyces cerevisiae  گروه سوم ( .شدندتغذيهT3 ( ابتدا جلبك گراسيلاريا كورتيكاتا Gracilaria corticata 

) T4و، در نهايت، گروه چهارم (غذاي ميگوها افزوده شد به گرم در كيلوگرم ميلي 1500شده و به ميزان  خشك 
روز  10شدند. كليه تغديه هاي فوق الاشاره به مدت  مواجههگروه واكسينه كه با واكسن بيماري لكه سفيد 

روز  25به مدت با ويروس لكه سفيد ميگو مواجهه داده شدند و گروه  4سپس كليه ميگوهاي  .صورت گرفت
)، TPP( پلاسما ، پروتئين كلTHCعلاوه بر اين، پارامترهاي ايمني مانند تعداد كل  مورد ارزيابي قرار گرفتند.

-Proپروفنل اكسيداز ) و فعاليت PODپراكسيداز (فعاليت )، SODپراكسيد ديسموتاز (فعاليت آنزيم سو

Phenoloxidas .براي گروه هاي  بازماندگينتايج نشان داد كه ميزان  تعيين شدT4 ،T3 ،T2  وT1  به ترتيب 
گروه اول  ونيخ هاي نتايج نشان داد كه ميزان داده . باشد مي 0.0±0.0 و 05/1±15 ،5/0±5/22 ،52/3±05/57

از نتايج اين نتيجه گيري نهايي بعمل مي آيد كه تاثير واكسن لكه  از بقيه بالاتر است.براي فاكتورهاي ياد شده 
 سفيد ميگو از دو ماده موثره ديگر در تاثير گذاري ايمني در ميگوي پا سفيد آمريكايي بالاتر است.
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  مقدمه -1

ي بروز بيماريهاي ويروسي بالاخص بيماري لكه سفيد مي باشد. يك از چالشهاي اصلي در توليد ميگوي پرورش
%  ميگوهاي پرورشي بر اثر بيماري لكه سفيد از بين رفته و توليد  30بر اساس گزارش فائو ساليانه بالغ بر 

هزينه اي  1381كنندگان متحمل خسارات بالايي مي شوند، بطوريكه با بروز اين بيماري در مزارع آبادان در سال 
ميليون تومان براي ضد عفوني استخرها صرف گرديده است. بعلاوه برآورد خسارات ناشي از اين  100بالغ بر 

ميليارد تومان بوده  50ميلادي تنها در دو استان خوزستان و بوشهر بالغ بر  2008الي  2004بيماري ها طي سالهاي 
ميليارد تومان  100ه چاه بهار اين خسارت به در منطق 2008است كه بااحتساب خسارت ناشي از اپيزئوتيك سال 

) از اينرو امروزه ويروس بيماري لكه سفيد يكي از مهمترين ويروسهاي بيماري زا در Soltani et al, 2009مي رسد(
درصدي در  100مزارع ميگوهاي پرورشي و ساير سخت پوستان محسوب مي شود كه معمولاً با مرگ و مير 

شكي نيست كه اين بيماري مشكل درجه يك تاثير گذار ) .Lightner , 1996هد بود (روز همراه خوا 3-10مدت 
بر حيات اقتصادي و پايداري دراز مدت صنعت پرورش ميگو است. از سوي ديگر توليد و پرورش جهاني ميگو 

در كشورهاي  %) 84ميليون تن ( 6/2بالغ بر سه ميليون و يكصد هزار تن بوده است كه از اين مقدار  2010تا سال 
% آن گونه ميگوي 82آسيايي چين، تايلند، ويتنام، هند و اندونزي توليد شده است كه از اين ميزان توليدبالغ بر 

 15-20ماه به رشدي حدود  3). اين گونه ميگو در مدت FAO,2010( مي باشد Litopenaeus Vannameiسفيد غربي 
گرم خواهد رسيد (كاكولكي ،  12-16ماه به وزن  4گرم مي رسد درحالي كه ميگوي سفيد هندي در طي 

) . اين نكته اهميت گونه ميگوي وانامي را در ميان ساير ميگوهاي پرورشي مشخص مي نمايد. هم چنين 2012
اين گونه نسبت به ميگوي سفيد هندي مقاومت بيشتري نسبت به ويروس بيماري لكه سفيد دارد ليكن نتوانسته 

گان  را به صورت قطعي از پيش رو بردارد و كماكان بيماري در مناطق آلوده است مشكلات پرورش دهند
مشاهده مي گردد. لذا نياز به تدابير مكمل در كنار معرفي گونه پا سفيد غربي جهت احياي فعاليت پرورشي در 

  مزارع ميگو احساس مي گردد.
  
 توليد و ارزش تجاري ميگو-1-1

د و گسترش صنعت پرورش ماهي و ميگو در سراسر جهان شده كاهش ذخاير و صيد آبزيان دريايي باعث رش
ميلادي در حاليكه  2004). در سال Food and Agriculture Organization, 1999 cited in Naylor et al.,2000است (

% ارزش تجاري  17% توليد دريايي جهان را به خوداختصاص داده بود توليد ميگو  43پرورش آبزيان دريايي 
 2006نسبت به سال  1970ميزان توليدات آبزي پروري در سال  .)Ruiz-Velazco et al., 2010را شامل شد( آبزيان

% رتبه اول تامين آبزيان  67% كل توليدات شيلاتي رسيده است كه در همين سال چين با  36% كل به  9/3از 
روري نسبت به ساير دام ها بسيار ). اين بدان معنا است كه رشدآبزي پ1پرورشي دنيا را كسب كرده است(شكل

رسيده است.  2006در سال  8/71ميليون تن به  7/51فوق العاده بوده است. ارزش محصولات آبزي پروري دنيا با 
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% بوده است.  11% و  1/6به ترتيب  2006تا سال  2004رشد سالانه و ارزش محصولات آبزي پروري از سال 
در نظر گرفتن سهم گياهان آبزي منظور شده است. بديهي است در سال  شايان ذكر است كليه اين ارقام بدون

). 1% بوده است (شكل  77% و از نظر ارزش  89، ميزان سهم آسيا و اقيانوسيه از آبزي پروري از نظر توليد 2006
اين  .)1(جدول  در همين سال بيش از نيمي از توليدات آبزي پروري به توليد ماهيان آب شيرين اختصاص داشت

مصرف سرانه جهاني از محل توليدات آبزي  2006تا  1979در حالي است كه در مدت مشابه يعني از سال 
) . عليرغم اينكه چين ركورد بالاترين ميزان توليد را در FAO,2010كيلوگرم رسيده است( 8/7به  7/0پروري از 

از ) 2(جدول آهسته تر  2006تا  2004در اختيار دارد وليكن آهنگ رشد توليد اين كشور از سال  2006سال 
). براساس همين منبع رتبه بندي قاره هاي مختلف در توليد سخت پوستان FAO, 2010( برخي كشورها بوده است

اكوسيستم شور، لب شور و شيرين به ترتيب متعلق به اسيا، آمريكا، اقيانوسيه و اروپا مي باشد  3پرورشي در هر 
  ). 2و نيز همين وضعيت را با بيشترين ميزان توليد در آسيا، حفظ نموده است (شكل )و رتبه توليد ميگ1(جدول 

  

  
  2009:ميزان سهم قاره هاازتوليدآبزي پروري درسال1شكل

  
  (تن)2000-2008محيط شور،لب شوروشيرين،3:ميزان توليدسخت پوستان درهر1جدول

2008 2007 2006 2005 2004 2003 2002 2001 2000 C* 
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4,463,78

0 
207 
5,464 
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7 
232 
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10,485 
499,755 
3,754,48

1 
321 
6,190 

11,931 
417,135 
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3 
268 
6,079 

7,889 
366,159 
3,007,94

1 
234 
6,294 

8,565 
338,622 
2,648,34

5 
228 
5,702 

8,428 
270,840 
1,929,31

7 
227 
5,993 

 

5,844 
205,485 
1,759,55

4 
215 
5,217 

5,402 
165,068 
1,514,58

5 
204 
5,183 

A 
A

M 
As 
Eu 
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C* =Continent, A=AFRICA,Am=Americas,As=Asia, EU=Europe, O=Ocean 
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  2008تا2004:مقاسيه توليدميگودرقاره هاي مختلف طي سالهاي 2شكل

  
  2006و2004:ده كشوربرترتوليدكننده درصنعت آبزي پروري،مقدارورشددر2جدول

  
  

% كل تجارت تمامي محصولات وابسته به 15ميليارد دلار (حدود  11.3ميگوي وانمي با تجارت نزديك به 
بيشترين  2010% تجارت )در سال 14آزاد ماهيان و قزل آلا با حدود اكوسيستم هاي آبي در مقايسه نزديك با 

 3توليد ميگوي استحصالي حدود  2004تجارت را در ميان گونه هاي آبزي به خود اختصاص داده است. در سال 
تن بوده كه اين استحصال با كاهش روبرو بوده است كه نشان از استفاده  3129250، 2010و در سال  856 307
ميليون  5.9ميزان توليد سخت پوستان پرورشي حدود  2011ثري از دريا و عدم افزايش آن دارد . در سال حداك

آبزي پروري تايلند و ژاپن از صوانح طبيعي به شدت  2011. در سال )FAO, 2012(تن گزارش گرديده است 
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 ,FAO(و بوديم % در كشور هاي فوق با كاهش توليد آبزيان روبر23% و 22آسيب ديدند بطوريكه به ترتيب 

%  توليدات دريائي جهان را به خود اختصاص 43ميلادي در حاليكه پرورش آبزيان دريائي  2004. در سال )2013
ميزان توليدات آبزي  .)Ruiz-Velazco et al., 2010(مل شد % ارزش تجاري آبزيان را شا17داده بود توليد ميگو 

% كل توليدات شيلاتي رسيده است كه در همين سال 36% به 9/3از  1995نسبت به سال 1970پروري در سال 
رتبه اول تامين آبزيان پرورشي دنيا را كسب كرده است. اين بدان معني است كه رشد آبزي پروري  %67چين با 

 8/71ميليون تن به 7/51نسبت به ساير دام ها بسيار فوق العاده بوده است. ارزش محصولات آبزي پروري دنيا با 
محصولات آبزي پروري از سال ). رشد سالانه و ارزش  FAO, 2010رسيده است ( 2006ميليارد دلار در سال 

). شايان ذكر است كليه اين ارقام بدون در  FAO, 2010% بوده است (11% و  1/6به ترتيب  2006تا سال  2004
،ميزان سهم آسيا و اقيانوسيه از آبزي  2006نظر گرفتن سهم گياهان آبزي منظور شده است.بديهي است در سال 

). در همين سال بيش از نيمي از توليدات  FAO, 2010% بوده است( 77زش % و از نظر ار89پروري از نظر توليد 
تا  1979آبزي پروري به توليد ماهيان آب شيرين اخصاص داشت.اين در حالي است كه در مدت مشابه يعني از 

. )FAO, 2010(كيلوگرم رسيده است   8/7به 7/0مصرف سرانه جهاني از محل توليدات آبزي پروري از  2006
به خود اختصاص داده است وليكن آهنگ رشد  2006عليرغم اينكه چين ركورد بالاترين ميزان توليد را در سال 

  .)FAO, 2010(آهسته تر از برخي كشورها بوده است   2006تا  2004توليد اين كشور از سال 
هزار تن افزايش يافته كه  562توليد آبزيان به رقمي معادل  1386بر اساس آمارهاي شيلات ، در ايران در سال 

هزار تن و مابقي از توليدات آبهاي داخلي و تكثير و پرورش به دست آمده كه  368سهم صيد از درياها معادل 
ي هزار تن بوده است(سالنامه آمار 5هزار تن و ميگو حدود  56هزار تن ، سردابي  97توليد ماهيان گرمابي معادل 

).صنعت  پرورش ميگو ايران در طي سال هاي اخير با كمي تجربه بيشتر و داشتن برنامه مقابله 1386شيلات ايران،
 2012با بيماري لكه سفيد ميگو توانسته رشد بيشتري داشته باشد طوريكه ميزان توليد ميگوي ايران در سال هاي 

. يكي از چالشهاي اصلي در توليد آبزيان بالاخص تن گرديده است 20000و  12000به ترتيب برابر با  2013و 
در آبزي پروري موضوع بهداشت و بيماريهاي آبزيان بوده، بطوريكه ساليانه ميليونها دلار به دليل بيماريهاي 
آبزيان به پرورش دهندگان ماهي و ميگو خسارت وارد شده است. بيماري ها، يكي از موضوعات مهم در توسعه 

اي و بين المللي، شود. با توجه به گسترش فعاليتهاي آبزي پروري در سطح ملي، منطقهمي پروري محسوبآبزي
در حال افزايش بوده و روز بروز بر تعداد آنها افزوده مي شود. در خانواده  (emerge)تعداد بيماريهاي نوظهور 

بيماري قارچي و  3 بيماري باكتريائي، 4بيماري ويروسي،  20سخت پوستان بالاخص ميگو تاكنون حدود 
شوند تعدادي انگل گزارش شده است كه باعث ايجاد بيماري و خسارت به صنعت تكثير و پرورش ميگو مي

)Lightner, 1996; Muhammad et al., 2012( .  
ه از كل اراضي واگذار طي سالهاي اخير بنا به دلايل متعدد ركود شديدي دامنگير صنعت ميگو شد تا جايي ك

سال اخير  3الي  2هكتار از آنها به بهره برداري رسيده و از اين مقدار نيز طي 7500شده به بخش خصوصي، تنها 
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درصد آن به زير كشت رفته است. بروز مسايلي مانند افت قيمت ميگوي پرورشي در بازارهاي  40عملاً كمتر از 
و، بالا بودن نرخ تورم و ثبات نرخ ارز، بالا بودن نرخ سود و كارمزد جهاني، رقابت شديد در بازار جهاني ميگ

تسهيلات بانكي، عدم تكميل زير ساختهاي مورد نياز , پايين بودن راندمان توليد در مراكز تكثير, عدم دسترسي 
فن آوري  به منابع مولد مناسب, پايين بودن راندمان توليد در مزارع پرورش, پائين بودن نسبي سطح مديريت و

در حلقه هاي مختلف توليد و بروز بيماريهايي مانند لكه سفيد در استان هاي خوزستان و بوشهر و وقوع طوفان 
گنو در استان سيستان توليد ميگو را به حد اقل رسانده و باعث شده تا اين صنعت با تنگناهاي بسياري روبرو شود. 

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

در استانهاي سيستان و بلوچستان و خوزستان موجب خسارت سنگيني به صنعت پرورش ميگو  1387
  .)Afsharnasab, 2012(گرديد

, موسسه تحقيقات 1383در سايت پرورش ميگوي چوئبده آبادان از سال  1381پس از وقوع  بيماري در سال 
شيلات ايران, در پژوهشكده ميگوي كشور, كار تحقيق روي ميگوي وانامي را شروع كرد و سرانجام در سال 

ير و پرورش ميگوي وانامي دست كه متقارن با شيوع بيماري لكه سفيد در استان بوشهر بود, به تكنيك تكث 1384
يافت. يكي از مشكلات عمده صنعت ميگو در كشور توان توليد پائين در مزارع پرورشي است كه دسترسي به 
ميانگين توليد بالاتر نيازمند گذر از پرورش نيمه متراكم به متراكم, بهبود مديريت و تكميل و توسعه زير ساخت 

لزامات سيستم متراكم استفاده از هواده هاي پر فدرت است كه با سيستم هاي مورد نياز صنعت است. يكي از ا
سوخت ديزلي كنوني مزارع پرورشي كشور مان مشكل و يا ناممكن است و نيازمند برق دار كردن مزارع 

  تن در هكتار بوده است.  2پرورشي است. ميانگين توليد ميگوي سفيد هندي در سال هاي اخير حدود 
ونه اي ميگو با ديد منطقه اي, تكثير و پرورش گونه هاي با توان توليد بالا, و مقاوم در برابر توجه به تنوع گ

شرايط متنوع اكولوژيكي, مقاوم در برابر بيماري ،سريع الرشد بودن و  همچنين كاهش هزينه هاي توليد, افزايش 
به اهداف كيفي و كمي شيلات توليد در واحد سطح و افزايش سطح زير كشت ميگو از راهكار هاي دستيابي 

ايران و مؤسسه تحقيقات شيلات در برنامه هاي توسعه اي كشور است. انجام تحقيقات پيرامون موارد فوق, 
بهداشت و بيماري هاي ميگو, تغذيه, ژنتيك و اصلاح نژاد ميگو, و در نهايت فراوري ميگو، تقويت بنيادين 

  تناب ناپذير مي نمايد.   ساختار تحقيقات پژوهشكده ميگوي كشور را اج
توليد مگوي پرورشي ايران پس از فراز و نشيب هاي فراوان ، در سال هاي اخير بالاخره شروع به رشد نموده 

  ).3است (شكل شماره 
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  : وضعيت توليد ميگوي پرورشي ايران3شكل 

  
در تايوان اتفاق افتاده و  1992براي اولين بار بروز بيماري لكه سفيد در صنعت تكثير و پرورش ميگو در سال 

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

)Afsharnasab and Akbari, 2005(گيري اين بيماري بود كه پرورش دهندگان آسيايي تمايل به استفاده . بعد از همه
رسد گونه وانامي در مقابل بيماريهاي ميگو بالاخص به نظر مي .)Cavalli et al., 2010(از گونه وانامي پيدا نمودند 

مقاومت بيشتري دارد. با ورود گونه  )Kakoolaki et al., 2011b(بيماري هاي تك ياخته اي نوظهور و بازپديد 
 Penaeus)وانامي به صنعت تكثير و پرورش ميگو اين گونه به شدت توسعه يافته و جاي گونه ببري سياه 

monodon) توليدات ميگوي پرورشي جهان به گونه وانامي 90وي سفيد هندي را گرفت و امروزه بيش از و ميگ %
ميليون تن بوده است كه از اين  3در جهان معادل  2008اختصاص يافته است. توليد ميگوي پرورشي در سال 

يگوي ببري سياه اختصاص تن به گونه وانامي اختصاص داشته و مابقي به ساير گونه ها از جمله مميليون8/2ميزان 
  . (FAO, 2013)يافته است

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

ايمني سخت پوستان در مقابل غالب بيماريها ضعيف بوده و توانائي دفاع را ندارند. استفاده از آنتي بيوتيكها و 
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گيرد ولي ار ميساير مواد شيميائي نيز بطور وسيعي در كنترل و پيشگيري از بيماريهاي مختلف مورد استفاده قر
بدليل بقا اين مواد در بدن آبزيان و تاثير در كيفيت آب استخرهاي پرورشي و همچنين مقاومتهاي آنتي بيوتيكي 
استفاده از آنها با محدوديتهائي روبرو است. از طرفي در كنترل وپيشگيري از اغلب بيماريهاي مهلك آنتي 

  ارند. بيوتيكها و ساير مواد شيميائي تاثير چنداني ند
  

  در جهان لكه سفيد گيري بيماري  بروز و همه-2-1

كـه بطـور مسـتقيم و     اهميت صنعت پرورش ميگو به ميزان توليـد و جايگـاه اقتصـاد جهـاني آن و ميليونهـا نفـري      
ايجـاد   WSSVكـه بوسـيله ويـروس    1باشد. بيماري لكه سـفيد  غيرمستقيم با آن صنعت در ارتباط هستند مربوط مي

  Oidtmann& 2010 ,.ين بيماري آبزيان پرورشـي از لحـاظ اقتصـادي در آبهـاي گـرم باشـد (      شود شايد مهمتر مي
Stentiford در امريكـا يـك ميليـارد     1999ميليـارد و در سـال    6تا  4در آسيا  1992). خسارت ناشي از آن در سال

بعضـي از كشـورها    شود. بيماري لكه سفيد به عنوان يك فـاكتور محـدود كننـده در توسـعه     دلار تخمين زده مي
ــن  محســوب مــي ــد ميگوهــاي پرورشــي   گــردد.   اي ، P. monodon ،P.  japonicus ،P. chinensisبيمــاري در تولي

F. indicus ،F. merguiensis  وL. setiferus    ــاك ــفيد يكــي از خطرن ــته اســت. لكــه س ــاثير گذاش ــان ت ــرين  در جه ت
) تلقي OIEگير دامي ( هاي همه ه سازمان جهاني بيماريهاي اخطار كردني ب هاي ميگو و در رديف بيماري بيماري

  ). Flegel 2006 ,شود ( مي

 
  و 2005الي  1985هاي  : توليد جهاني انواع  ميگوي پرورشي طي سال 4شكل 

  )FAO ,  2007( 1992گيري لكه سفيد در سال  اثر بروز همه 

  

                                                           
1
.white spot disease 
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به امريكا رسيد و اثرات  1999د و در سال اي پخش ش ميلادي، اين بيماري در آسيا بطور گسترده 1990در سال 
وجود بيماري لكه سفيد در آغاز در شرق، جنوب شرق و  مهم اقتصادي روي صنعت پرورش ميگو داشته است.

هاي متفاوتي از اولين محل وقوع بيماري، ابتدا در تايوان، چين و ژاپن  جنوب آسيا گزارش شده است. گزارش
ساليان بعد منابع مختلف آلودگي بيماري لكه سفيد در نقاط مختلف دنيا  ذكر شده است. در  1992در سال  

بيماري گزارش شده است . 1997)  و در چين در سال (  1994) )، ژاپن (1993تايوان در سال ( گزارش گرديد . از
 )، 1998)، كره جنوبي(1994اندونزي( )،1997) ، هند(1995پس از آن بيماري از كشورهاي آسيايي بنگلادش (

  1999)مجمع الجزاير فيليپين وعربستان سعودي (  1996) ويتنام( ،1995))، تايلند (1999سريلانكا ( ،)   1998مالزي(
 1999)مكزيك ( ، 1999)، پاناما (1996) ها در نيمكره غربي شامل ايالات متحده امريكا ( گزارش شد. گزارش

 ,.Escobedo-Bonilla et al., 2008, Oidtmann and Stentiford  باشد. ( ) مي1999نيكاراگوا، گواتمالا و هندوراس (

2011(  

  

  
  ) Mcclennen, 2004:انتشار بيماري لكه سفيد درجهان ( 5شكل 

  
  بومي شدن بيماري در كشور-3-1

دهندگان را  با مشكلات زيادي  هاي ويروسي پرورش ميگو در ايران و جهان پرورش در ساليان اخير بيماري
مشكل  1394سال هاي جنوبي كشور تنها استاني است كه تا  ده است. استان هرمزگان در بين استانمواجه نمو

در سايت چوئيبده آبادان در   81اين بيماري اولين بار در سال  بيماري لكه سفيد ميگو را تجربه نكرده است.
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ين سايت گزارش شد. ضمن مجدداً در ا  89و  87، 85، 83هاي  استان خوزستان مشاهده و پس از آن در سال
از سايت گواتر چابهار در استان  87از استان بوشهر و در سال   84اينكه بروز بيماري براي اولين بار درسال 
). اين بيماري خسارات بسياري را به صنعت پرورش Pazir et al., 2011سيستان و بلوچستان هم گزارش گرديد (
 1384تن در سال  476به  1383تن در سال  5600گو در استان بوشهر از ميگو در كشور وارد كرد. ميزان توليد مي

 2500و در استان سيستان و بلوچستان از  1381به صفر در سال  1380تن در سال  2054، در استان خوزستان از 
ا هاي درگير ب رسيده است .  اگر چه ورود ميگوي پاسفيد به استان 1387تن در سال  164به  1385تن در سال 

هاي ابتدايي پس از تغيير گونه ميگوي پرورشي شده است ليكن درگير شدن  بيماري باعث افزايش توليد در سال
هاي  ). استراتژي4و 3ها  گرديده است (جدول  ميگوهاي پاسفيد با بيماري سبب افت مجدد توليد در اين استان

در كشور اتخاذ شده است؛ از جمله مختلفي بسته به شرايط و ملاحظات اقتصادي در مواجهه با بيماري 
سازي در موارد بروز بيماري، ورود ميگوي پاسفيد به مناطق آلوده و نيز توليد ميگو در كنار بيماري.  معدوم

كشت ميگوي پاسفيد كه مقاومت بيشتري نسبت به سفيد هندي در مقابل بيماري لكه سفيد دارد نتوانسته است 
گردد. لذا  پيش رو بردارد و كماكان بيماري در مناطق آلوده مشاهده مي مشكلات پرورش را به صورت قطعي از

 گردد.  نياز به تدابير مكمل در كنار معرفي گونه پاسفيد جهت احياي فعاليت پرورشي در مزارع ميگو احساس مي

  
   هاي ساحلي  و گونه ميگوي پرورشي بيماري لكه سفيد به تفكيك استان : گزارش وقوع3جدول 

 )Pazir et al., 2010 (  

  استان

  گونه ميگوي پرورشي

L. vannamei  F. indicus  

  در مزارع 1387  خوزستان
 1385و  1383و 1381

  در مزارع

  مزارع 1384  در مركز تكثير 1389  بوشهر

  مزارع 1387  مزارع 1389و 1390  سيستان و بلوچستان

  گزارش نشده  گزارش نشده  هرمزگان

   
  



 ����� ��	
� ��� �� وا��� در��ر�� �����ره�� ا�� ١١ .../��ا

 

  1390الي   1379هاي  شي به تفكيك استان طي سال: توليد ميگوي پرور4جدول 

  (ارقام به تن).  (آمار توليد بر گرفته از سالنامه آماري شيلات ايران)

  سفيد لكه بيماري با درگيري از پس پرورشي ميگوي توليد ميزان†
   استان مزارع به وانامي ليتوپنائوس ميگوي ورود آغاز در پرورشي ميگوي توليد ميزان §

 
  ويروس عامل بيماري  -4-1

ميگو شناسايي شده است. سه ويروس به نام هاي ويروس  گونه ويروس مهاجم در گونه هاي مختلف 20قريب به 
 Infection Hepodermal and) و ويروس (Taura syndrome virusلكه سفيد ميگو، ويروس سندرم تورا (

Hemathopoietic Necrosis , IHHN) به عنوان ويروسهاي مهاجم ميگوي پاي سفيد (Litopenaeus Vannamei (
) . ويروس لكه سفيد ميگو يكي از حادترين ويروسهاي خانواده Lightner and redman, 1998شناخته شده اند (

  ) .Mayao, 2002 b, aمي باشد.( Whispovirusو از جنس  Nimaviridaeپنائيده است كه جزء خانواده 
عادل م طولي و نانومتر 20 – 80، پاكت سه لايه، حاوي ذراتي به پهناي dsDNAاين ويروس ميله اي تا بيضوي ، 

 , Wang, G . H . et al . ,1995 b , Lightnerنانومتر با يك زائده دم مانند در يك انتها مشخص مي باشد.( 250 -380

). اين ويروس در بين ده پايان از تنوع ميزباني وسيعي برخوردار است و براي ميگو هاي خانواده پنائيده يك 2004
  ).Lo et , al . , 1997 ; Flagel and Alday – sanz , 1998پتانسيل كشنده محسوب مي شود. (

اندازه ژنوم ويروس در گزارش هاي مختلف ، متغير گزارش شده است به طوريكه در گزارشي از كشور چين 
305/107 bp )GenBank Accession No . AF332093 در گزارش ديگري از  كشور تايلند ، (292/967 bp )GenBank 

Accession No , AF369029(  307/287و در گزارشي از كشور تايوان bp) ،GenBank Accession No.AF440570 (
كمتر از يك  c°60دقيقه و در دماي  120كمتر از  c °50) . ويروس در دماي Lightner , 2004اعلام شده است(

  ) .OIE , 2006روز گزارش گرديده است.( 3-4دقيقه دوام خواهد داشت و اين مدت در استخر پرورشي حدود 
) ، در HHNBV(6اين ويروس در كشورهاي گوناگون با نام هاي مختلفي توصيف شده است. در چين به عنوان 

) ، در اندونزي ، ويتنام ، مالزي ، هند، كاروليناي SEMBV(8) ، در تايلند و بنگلادش ، RV-PJ(7ژاپن و كره، 
  ) .Lightner,1996ست () خوانده شده اPmNoB(10)  و در تايوان WSBV(9جنوبي و تگزاس 

  1390  1389  1388  1387  1386  1385  1384  1383  1382  1381  1380  1379استان/ سال

  5151  3197  3000  2200  876  §1623  †476  5600  3585  3788  3334  1955  بوشهر
  247  215  † 68  377  70  §   17  0  21  26  † 0   2054  850  نخوزستا

 س و  

  بلوچستان
355  1023  1300  2114  1278  1800  2500   16    164 †  1071§  1100  200 †  

  130  §  22  0  0  14  0  16  0  0  0  0  0  گلستان

  2297  1824  § 989  1631  1523  1560  1285  2004  1737  872  1213  850  هرمزگان
  8025  6358  5128  4372  2509  5700  3577  8903  7462  5690  7624  4010  جمع  
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و داراي  VP 28 و VP19هم چنين از دسته ويروسهاي پوشش دار بوده و داراي پروتئين هاي پوششي مهم از جمله 
. (افشار  vp24 و  vp26 و vp15پروتئينهاي ويروسي هستند كه بر روي نوكلئوكپسيد جا گرفته اند كه عبارتند از 

  .) a 1386نسب،
  

    
توسط ميكروسكوپ  WSSV هاي:ويريون   6شكل   

  bar = 250 nm)( (Durand et al., 1996)الكتروني

هاي پوششي و نوكلئوكپسيد در نماي  : پروتئين  7شكل

  WSSV (Marielle, 2000)ساده شده 

 

             ارزيابي انتشار بيماري      -5-1

انان، ميزان شيوع بيماري در ميگوهاي وحشي ارزيابي انتشار بيماري شامل انتشار جغرافيايي بيماري، محدوده ميزب
هاي ميگو در  باشد.  ويروس بيماري لكه سفيد داراي دامنه ميزباني وسيعي بوده و تاكنون تمام گونه و پرورشي مي

شرايط آزمايشگاهي به بيماري مبتلا شده و همگي از حساسيت بالايي نسبت به ويروس عامل بيماري برخوردار 
گونه ميگوي پرورشي و وحشي قادر به ايجاد  30مشخص شده كه بيماري به راحتي در بيش از  اند. تا كنون بوده

تلفات بالايي است. ميگوهاي سفيد هندي، ببري سبز و ميگوهاي موزي نيز از آن جمله هستند.  دامنه ميزباني 
كه از آن جمله مي توان  گيرد عامل بيماري لكه سفيد،  ساير سخت پوستان دريايي و آب شيرين را نيز در بر مي

  ).Flegel 2007 ,هاي خرچنگ دراز آب شيرين اشاره نمود ( به انواعي از گونه
ها بدون بروز علائـم بـاليني بيمـاري و سـاير سـخت پوسـتان در نزديكـي         دامنه ميزباني وسيع به ويژه در خرچنگ

اي بـراي ويـروس عامـل     مخزن عمـده ها  كند. خرچنگ مزارع ميگو، امر ريشه كني بيماري را با سختي مواجه مي
كنند بـه   شوند. از آنجايي كه ميگوهاي مولد به عنوان حاملين بدون علامت ويروس عمل مي بيماري محسوب مي

نماينـد. بـه عـلاوه شـواهد نشـان       هاي وحشي براي مدت طولاني حفظ مي رسد كه ويروس را در جمعيت نظر مي
كني بيماري  تخم) نيز قابل انتقال است كه اين موضوع خود ريشه دهد كه بيماري به صورت عمودي (از طريق مي

دهد كه ويروس عامل بيماري قـادر بـه ادامـه حيـات بـراي       سازد، ضمن اين كه مطالعات نشان مي تر مي را مشكل
باشد كه خـود بـه انتقـال بيمـاري از طريـق آب كمـك        روز در خارج از بدن ميزبان در ستون آب مي 2-3مدت 

  .(Baldock, 1998)نمايد زيادي مي 
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قره وي و مورد بررسيان در تحقيقي بمنظور رديابي ويروس لكه سفيد در سـه منطقـه از آبهـاي اسـتان هرمزگـان      
شامل اطراف جزيره قشم، جزيره هنگام و آبهاي ساحلي بندر جاسك بصورت فصلي به مـدت يكسـال و نـيم از    

يگوي موزي، ميگوي ببـري سـبز ميگـوي سـفيد خنجـري و      از ميگوي سفيد هندي، م 1387تا بهار  1385زمستان 
 1080قطعـه ميگـو و    4320 "هاي دريايي نمونه برداري نمودند. در طول دوره نمونـه بـرداري مجموعـا    خرچنگ

 nestedدو مرحله اي(  PCRقطعه خرچنگ جمع آوري شد. در تمام نمونه هاي جمع آوري شده نتايج آزمايشات 

PCR مان اتمام پروژه شواهدي از وجود ويروس لكه سفيد مشاهده نشـد. افشارنسـب و مـورد    )  منفي بودند و تا ز
هـاي   بررسيان به دنبال وقوع مرگ و مير شديد در ميگوهاي پرورشي منطقه چوئبده آبادان پـروژه اي را در سـال  

نجـام داده انـد.   به منظور بررسي بيماري و تعيين منبع بيماري در ميگوهاي پرورشـي منطقـه آبـادان ا    1385-1384
نمونه هاي جمع آوري شده شامل انواع ميگوها، خرچنگ و ماهي از رودخانه هاي بهمنشير و كانال هاي ورودي 

نمونـه هـاي جمـع آوري شـده در ايـن       PCRسايت پرورشي بوده است. بر اساس نتايج حاصل از آزمـايش هـاي   
صـيد شـده از رودخانـه     Metapenaeus affinis  و ميگـوي سـفيد   Parapenaeus styliferaپروژه، ميگوهاي خنجـري   

انـد و در سـاير نمونـه هـاي جمـع آوري شـده علائمـي از وجـود          بهمنشير نسبت به ويروس لكه سفيد مثبت بـوده 
   ويروس لكه سفيد مشاهده نشد.

در هاي وحشي وجود دارد كه نشان ميدهد كه ابتلا به لكه سفيد  اطلاعاتي در خصوص شيوع لكه سفيد در گونه 
ميگوهاي وحشي، وقتي مزارع در كشورهاي مختلف به بيماري مبتلا شدند امـري متـداول اسـت.  ويـروس لكـه      

گرمـي مشـاهده شـده اسـت.      40ها از پست لارو تا ميگوي  گيري كند. همه سفيد ميگوها را در هر سني آلوده مي
سيستم هاي پرورش سنتي تا بيش از  عدد در هر متر مربع در 5ها در تراكم هاي مختلف پرورش از كم  گيري همه
  ).  Chanratchakool and Limsuwan, 1998عدد در هر متر مربع رخ داده است  ( 30

 
  انتقال ويروس -6-1

 ,.Kou et al.,1997; Lo et al.,1997;Mohan.et alلوده وجود دارد. (آگزارشاتي دال بر انتقال عمودي در مولدين 

  ).Lo et al.,1997حذف تخم توسط ويروس و عدم تكامل آن وجود دارد ( ). البته گزارشاتي دال بر1997
ويروس لكه سفيد مي تواند به روش انتقال عمودي وارد سيست آرتميا گردد ولي در حين هچ از بين  DNAژنوم 

  ).Li et al.,2003نمي رود. (
  )Baldock, 1998عوامل ذيل در انتقال بيماري از جانوري به جانور ديگر دخالت دارند(

 قدرت بيماري زايي و حدت ويروس  •

 اندازه دوز آلوده ساز •

 استعداد به ابتلا در گونه در معرض آلودگي •

 درجه استرس در معرض آلودگي •
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  آسيب شناسي بافتي بيماري لكه سفيدميگو-7-1

مناسـب  بافت هاي با منشا اكتودرم و مزودرم مورد تهاجم ويروس قرار ميگيرد بـدين جهـت بـراي نمونـه گيـري      
باشند. نمونـه گيـري    هستند و بالعكس بافتهاي با منشا اندودرم درگير نشده و براي تشخيص لكه سفيد مناسب نمي

از آبشش ها، معده، ماهيچه هاي شكمي، پاهاي شنا  و همولمف توصيه شده است. هپاتوپانكراس و روده و چشم 
براي ايـن ويـروس اپيتليـوم كوتيكـول و بافـت       ارگانهاي هدف باشند. ميگو براي تشخيص لكه سفيد مناسب نمي

   همبند زير كوتيكول ، بافت هماتوپويتيك و غدد آنتني محل هاي اصلي ويروس هستند.
  

  
 ) ( Rahman, 2007 :  بافت هاي اصلي هدف براي تكثير ويروس لكه سفيد 8شكل 

   
ه سفيد از طريق نمونه برداري و  براي پايش و جستجوي لك OIE هاي واگير  توصيه سازمان بين المللي بيماري

PCR باشد (پروتكل پيشنهادي بوسيله   از ميگوهاي بالغ و جوان ميLo  1997و  1996هاي  و مورد بررسيان سال .(
بدست آمدن نتيجه مثبت در اولين مرحله پروتكل استاندارد دلالت بر آلودگي پيشرفته و نتيجه فقط در دومين 

ماده وراثتي  PCRبودن آلودگي اشاره دارد.با توجه به اينكه در مراحل پروتكل بر نهفته  2مرحله فزون سازي
  (  TEM شود جهت اطمينان از وجود ويروس، روشهاي  بافت شناسي، ميكروسكوپ الكتروني تشخيص داده مي

 (Reynold, 1963 پيوندزني با نشانگر ،DNA 3در محل )1967  ,Nanan &  Lightner (     وPCR 4ن تواليبا تعيي )Lo 

et al., 1997  ( 5و ايميونوهيستوشيمي (Poulos et al. ,2001) .هاي حصول اطمينان از  شرح روش توصيه شده است
 درج شده است.  OIEمربوط به  2009سال   Aquaticوجود لكه سفيد در دستورالعمل

                                                           
2
. amplification 

3
.  in situ hybridization with DNA probes 

4
. sequencing 

5
. immunohistochemistry 
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مثبت درآزمايش  wssv ش : سلول هاي آبش9شكل  

IHC bar = 250 µm)( (Rahman et al., 2006).   

مربوط به بافت  H&E: رنگ آميزي 10شكل           

    (Rahman et al. , 2006)           سالم آبشش

  

    
                     

در محل، در  DNAپيوندزني با نشانگر  :  11شكل   

 ,.WSSV (Wongteerasupaya et alسلولهاي آلوده به 

1996)  

از سري برش بافتي  H&Eرنگ آميزي  : 12شكل 

 آلوده مربوط به شكل سمت راست

(Wongteerasupaya et al., 1996) .   

             

    
در آلودگي به  لكه سفيد  Cowdry type-A:   13شكل

)H&E  ((Flegel , 2006 )  

ه : هسته هاي عادي و آلوده به ويروس لك14شكل

  (Flegel , 2006) سفيد در آبشش
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بيماري لكه سفيد ميگو در ميگوهاي مبتلا، با تلفات سريع و علائم عمومي مشخص مي شود كه معمولاً پس از 
گرم  5تا  1% ميگوها شروع مي شود. اين بيماري عمدتاً در بين ميگوهاي  90- 100بروز اولين علائم ، تلفات 

ميليمتر بر روي كاراپاس و  2تا  5/0مشخص بيماري وجود رسوبات سفيد كلسيم با قطر  بروز مي كند. علامت
). لكه هاي سفيد به راحتي و با Lightner, 1996 ; Wang, Y . G . et al ., 1999سرسينه ميگوهاي آلوده مي باشد. (

صورتيكه بيماري به صورت  ) ولي درLightner, 1996نگاه كردن به كاراپاس در نور معمولي مشاهده مي شوند. (
حاد اتفاق بيافتد لكه هاي مورد اشاره به خوبي توسعه نداشته و با چشم ديده نمي شوند و بايد از استريو 

). برخي بيماريهاي باكتريائي و Kakoolaki et al., 2010 b; Kakoolaki et al ., 2011ميكروسكوپ كمك گرفت (
) . در ميگوهاي Wang Y . T . et al., 2002ز اين لكه هاي مشابه نيز باشند (آب با قابليت بالا مي توانند عامل برو

آلوده توسعه رنگدانه ها مشاهده مي شود كه باعث مي شود ميگوها كمي قرمز يا تيره تر از ميگوهاي سالم بنظر 
دهند و ناگهاني به  ) . ميگوهاي آلوده كاهش تغذيه و افزايش بي حالي از خود نشان ميInouye et al., 1996آيند (

). ويروس لكه سفيد ميگو مي Lightner, 1996 ; Wang, Y . G. et al ., 1999كف استخر سقوط كرده و مي ميرند (
تواند سلولهاي بافت هاي مزودرم و اكتودرم نظير هموسيت ها، بافت پوششي معده، بافت همبند، بافت خونساز و 

). در ميگوهاي در حال مرگ Momoyama et al., 1995 ; Lightner, 1996بافت عضلاني قلب را آلوده كنند (
تخريب بافتي همراه با گنجيدگي هاي بازوفيليك كمرنگ تا زياد (رنگ آميزي هماتوكسيلين انوزين)و هسته 
هيپرتروفي شده سلولهاي بافت همبند و بافت پوششي كوتيكول مشاهده مي شود. سلولهاي بافت هاي ديگر مورد 

ن بافت پوششي غدد آنتني و سلولهاي فاگوسيت كننده مقيم در بافت قلبي مي باشند. در مراحل تهاجم همچو
گنجيدگيهاي داخل هسته اي ويروسي انوزينوفيليك  WSD( White Spote Diseaseاوليه بيماري لكه سفيد ميگو (

نام گذاري  cowdry type Aبوده و يك هاله شفاف را در زير غشاء هسته تشكيل مي دهد و اين گنجيدگي را 
) اشتباه  Infectious Hypodermal IHHNV and Hematopoietic) Necrosis Virusكرده اند كه ممكن است با ويروس 

شود ولي در هر حال در ميگوهاي با بيماري توسعه يافته لكه سفيد خبري از هاله شفاف نبوده و گنجيدگي به 
) . ممكن است لمفوئيد ارگان متورم شود و نفوذ Lightner, 1996رنگ بازوفيلي كمرنگ تبديل مي شود (

همولمف به سينوس بزرگ شده خوني و فضاهاي بينابيني باعث ايجاد هپاتوپانكراس زرد رنگ هيپرتروفي شده 
). بعضي گزارشها حكايت از آن دارد كه مي توان گنجيدگي ها را با روش  Wang, C.H. et al., 1995 aشود (

Squash شش و يا بافت پوششي كوتيكول سريعاً در روش هماتوكسيلين انوزين رنگ آميزي نمود.بافت اب  
  
  هاي سيستم ايمني در پرورش آبزيان اهميت تغذيه و كاربرد محرك -8-1

امروزه تلاش بسياري از محققين در راستاي تقويت ميگوهاي پرورشي در برابر بيماري، معطوف به تقويت و 
ترين فاكتورهاي مؤثر بر توانايي آبزي براي  صاصي ميگوهاست و يكي از مهمتحريك سيستم ايمني غيراخت
ها معمولاً در مواقعي كه آبزي تحت تأثير عوامل  زا وضعيت تغذيه است. بيماري مقاومت در برابر عوامل بيماري
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سلامتي و  رو براي بهبود وضعيت كنند. ازاين باشد شيوع پيدا مي زاي مختلف نظير تغذيه نامناسب مي استرس
باشند. لذا  هاي غذايي مناسب موردنياز مي پروري، جيره هاي آبزي ها در فعاليت جلوگيري از شيوع بيماري

زا را تعديل  توانند حساسيت آبزي نسبت به عوامل بيماري هاي غذايي مي اي و فيزيكي جيره هاي تغذيه ويژگي
غذايي كه حاوي سطوح مغذي مناسب و تركيبات باكيفيت هاي  بنابراين در پرورش آبزيان استفاده از جيره .كنند 

هاي افزودني در جيره غذايي  اي آبزي ضروري است، همچنين استفاده از مكمل هستند براي تأمين نيازهاي تغذيه
 ,.Lara-Flores et alزا گردد ( تواند منجر به رشد مطلوب آبزي و كاهش حساسيت نسبت به عوامل بيماري مي

هاي غذايي علاوه بر تقويت سيستم ايمني با بهبود افزايش وزن بدن و ضريب تبديل غذايي،  ي). افزودن2003
هاي زيادي در جيره  شوند. افزودني پروري مي باعث افزايش ميزان توليد و نهايتاً سوددهي بيشتر فعاليت آبزي

ها و  ها، هورمون بيوتيك ها، آنتياكسيدانت ها، هم بندها، آنتي شوند كه شامل ويتامين غذايي آبزيان استفاده مي
  ).De Silva and Anderson, 1995هاي رشد هستند ( محرك

  
  ها جلبك -1-8-1

ها منبعي از تركيبات مفيد و فعال زيستي هستند و تاكنون تركيبات زيستي متعدد و با گستره كاربردي  جلبك
هاي پرسلولي شناسايي و  ي از جلبكبيوتيكي، ضدويروسي، ضد قارچي و ضد سرطان متنوعي همچون اثرات آنتي

توانند به مواد فعال موردعلاقه صنايع  هاي اوليه و ثانويه اين جانداران مي اند كه بسياري از متابوليت مشتق شده
هاي  عنوان ماده افزودني در جيره غذايي آبزيان باعث بهبود شاخص ها بهدارويي تبديل شوند. استفاده از جلبك

اثرات مثبت تغذيه   .شود هاي فيزيولوژيك نسبت به استرس و بيماري مي يايي لاشه و پاسخرشد، كيفيت بيوشيم
ها، مواد معدني، اثرات  هاي شيميايي غذا، ويتامين كننده ها به دليل وجود فيبر، كاروتنوئيدها، جذب از جلبك

-Rodriguez(باشد اكسيداني مي ها و خاصيت آنتيها، جلوگيري از فرايند تجزيه شدن ويتامين تركيبي با ويتامين

Bernaldo de Quiros et al., 2010(.  
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  Gracilaria corticataجلبك 

باشد (شكل  ) ميGracilariaceaeو از خانواده ( Gracilaria corticata  گونه جلبك قرمز گرراسيلاريا با نام علمي
1-4.(  

 Plantae  فرمانرو

 Rhodophyta شاخه

 Eurhodophytina  زيرشاخه

  Florideophyceae  رده
 Rhodymeniophycidae زيررده

 Gracilariales راسته

 Gracilariaceae خانواده

 Gracilaria جنس

  Corticata  گونه
  
  مخمر -2-8-1

ها است كه ضمن رشد و توليدمثل، از طريق عمل تخمير به  سلولي از خانواده قارچ مخمر موجود زنده تك
هاي  كننده هاي افزايش ايمني، كاربرد تحريكيكي از راه. )Tewary and Patra, 2011(دهد ادامه مي زندگي خود

-ها و مخمر ميسيستم ايمني غيراختصاصي نظير بتاگلوكان است كه از تركيبات سازنده ديواره سلولي باكتري

ها حاكي از افزايش بازماندگي و  باشد. تاكنون نيز تحقيقات فراواني در اين زمينه صورت گرفته و نتايج آن
-ازجمله محصولات تجاري است كه از متابوليت DV Aquaوها در مقابل بيماري بوده است. تركيب مقاومت ميگ

ها به تأييد صورت افزايش قدرت ايمني در مقابل بيماري هاي حاصل از مخمر توليدشده و اثر آن در آبزيان به
  رسيده است.
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  )Saccharomyces cervisiaeمخمر (

  ).5-1باشد (شكل  مي Saccharomycetaceaeاز خانواده  Saccharomyces cervisiae  گونه مخمر با نام علمي
  

  Fungi  مانرورف

 Ascomycota شاخه

 Saccharomycotina  زيرشاخه

  Saccharomycetes  رده

 Saccharomycetales راسته

 Saccharomycetaceae خانواده

 Saccharomyce جنس

  Cervisiae  گونه

  
ز پروتئين، اسيدهاي آمينه ضروري و بسياري از عناصر معدني و غير معدني (سديم، اين مخمر، منبع مناسبي ا

منيزيم، كلسيم، پتاسيم، آهن، روي، مس، كبالت، منگنز، گوگرد، فسفات، نيتروژن، يد) و نيز غني از 
ن و تيامين) (بيوتين، كولين، نياسين، اسيد فوليك، اسيد پانتونيك، پيريدوكسين، ريبوفلاوي Bهاي گروه  ويتامين
هضم مخمر بالاست و فسفر موجود در آن به ميزان بالايي در  ميزان انرژي قابل. )Tewary and Patra, 2011(است 

هاي گوارشي و بهبود  هاي مختلف موجب افزايش ترشح آنزيم دسترس آبزيان است. مخمر، با توليد متابوليت
ريك تكامل هضم مواد غذايي، تحريك سيستم ايمني، افزايش نرخ بقا و نهايتاً افزايش رشد را به دنبال دارد. تح

كننده غذايي خصوصاً پروتئازها،  هاي تجزيه ها، مواد ضروري آنزيم دستگاه گوارش، توليد و ترشح ويتامين
افزايش كارايي پروتئين و كاهش ضريب تبديل غذايي، ايجاد خواص ضد سمي در مقابل تركيبات غذايي مضر، 

ها،  شركت در تقسيم سلولي و تمايز آن بهبود كليه فاكتورهاي رشد، بهبود شرايط زيستي و كاهش استرس،
ها مجموعه عملكردهاي مخمر هستند كه سبب افزايش نرخ رشد ويژه و  ساخت اسيدهاي نوكلئيك و پروتئين

  ).Metwally and Elgellal, 2012اند ( كارايي پروتئين شده
  
  فاكتورهاي ايمني  -9-1

  ها هموسيت -1-9-1

هاي موجود در جريان همولنف  كنند. هموسيت درون بافتي ايفا مي نقش بسيار مهم و كليدي در دفاع ها هموسيت
توان به ترتيب فراواني به سه گروه شامل اگرانولوسيت يا فاقد دانه، گرانولوسيت متراكم و  ميگوهاي پنائيده را مي

  بندي كرد:  گرانولوسيت نيمه متراكم طبقه
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باشند. ميانگين اندازه  نف ميگوهاي پنائيده ميهاي يافت شده در همول ترين سلول كوچك (AG)آگرانولوسيت 
ها بيضوي تا كروي بوده و داراي يك هسته  شده است. شكل اين سلول متر تعيين ميكرو ميلي 4.76در  3.35ها  آن

شكل است. در اين  باشند. هسته بزرگ بوده و بخش اعظم سلول را در برگرفته و معمول بيضي غيرمتراكم مي
هاي  ها صاف و گنجيدگي به سيتوپلاسم اغلب زياداست. پوشش هسته در اين سلولها نسبت هسته  سلول

توان شبكه  باشد. برخي اوقات مي سيتوپلاسم بسيار اندك بوده و يا سيتوپلاسم كلاً فاقد كنجيدگي مي
كرد  توان بيان ها مشاهده كرد و بر اين اساس ميدار) را در اين نوع هموسيتآندوپلاسمي صاف يا خشن (دانه

  .دهند هايي از تمايز را نشان ميهاي آگرانولوسيت نشانه كه سلول
ها اغلب  هاي متراكم فراواني هستند. اين سلول طور كامل تمايزيافته و داراي گرانول به  (DG)گرانولوسيت متراكم

شده و  تعيين µm   85/5  ×72/4ها  باشند و ميانگين اندازه آن تر مي ها بزرگشكل بوده و از ساير هموسيت بيضي
ها بخش اعظم سيتوپلاسم را در برنگرفته و هتروكروماتين متراكمي در مجاورت غشاء هسته  هسته در اين سلول

ترين خصوصيت متمايزكننده اين دسته از  رؤيت است. هسته ممكن است واجد اشكال متنوعي باشد. مهم قابل
متغيراست. در  µm  56/0 تا  µm  1/0ها بين  اندازه اين گرانول باشد. هاي حجيم يا متراكم مي ها، داشتن گرانول سلول

در (LG) هاي با تراكم اندك  و ديگري گرانول (G) هاي بسيار متراكم نوع گرانول، يكي گرانول 2برخي موارد 
  نمايد . توجه مي درون سيتوپلاسم جلب

ها  ر دانست. اين دسته از سلولتوان حد واسط دو نوع سلول ديگ ) را ميSGگرانولوسيت نيمه متراكم (
شده است.  تعيين µm    18/7  ×16/4ها شكل، گاهي فاقد شكل معين هستند و ميانگين اندازه آن شكل، دوكي بيضي

هاي سيتوپلاسمي در مقايسه با  ها، حضور تعداد بسيار فراوان گرانول ها از ساير گروه وجه تمايز اين سلول
هاي  شده در سلول هاي سيتوپلاسمي اغلب در موارد مشابه ديده اين كنجيدگيباشد. هاي گرانولوسيت مي سلول

  .)Lu et al., 2008(باشدمي µm043/0 ها اغلب در حدود  تر هستند و اندازه آن گرانولوسيت متراكم، كوچك
  
  هاي پلاسما پروتئين -2-9-1

اند از: پروتئين  اند عبارت شده هاي دفاعي كه تاكنون از ميگوهاي خانواده پنائيده جداسازي و شناسايي پروتئين
گلوتاميناز، پروتئين لخته شونده و  نكتين، بازدارنده كازال، ترانس گلوكان، پروكسي 3و β-1 متصل شونده به
  پروفنل اكسيداز.
ها به محلي كه تهاجم اتفاق افتاده است واسطه فرآيند كيموتاكتيك، هموسيت مواد بيگانه، به پس از شناسايي

داران ديده گردد و شبيه به فرآيندي است كه در مهره كنند كه اين امر باعث بروز التهاب مي مهاجرت مي
  شود.  مي
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  (proPO system)سيستم پروفنل اكسيداز  -3-9-1

باشد. اين سيستم در  دفاعي قوي مادرزادي در مقابل اجرام غيرخودي در بدن ميپروفنل اكسيداز يك پاسخ 
-Pattern)اكسيداز شامل الگوهاي شناسايي پروتئين يا   شود. سيستم پروفنل زا فعال مي مقابل حضور عوامل بيماري

recognition proteins) PPRS كننده پروتئين  هاي تجزيه و تعداد زيادي آنزيم(Zymogenic proteins)  و فنل اكسيداز
  باشد. مي
  
4-9-1-SOD 

شده و  شوند، اين سيستم فعال گلوكان باند مي 3و  1به بتا  (BGBP)هاي باند كننده بتاگلوكان  كه پروتئين وقتي
كه سوپراكسيد غيرمتغير  (Cell-Surfaces associated protein)هاي پيوندي سطح سلول  طور اختصاصي به پروتئين به
هاي هموسيت از طريق فاكتور  در سطح سلول B integrinيا به يك سلول  (SOD)(Super oxide dismutas)ند باش مي

(Arg-Gly-Asp)(RGD) هاي سمي گرانولار شده و باعث تجزيه  شوند. اين شناسايي موجب تحريك سلول باند مي
  شود.  ها مي آن
 

5-9-1- PP0 

 Prophenol oxidase(proPO)كننده يا  ، آنزيم پروفنل اكسيداز فعالها هاي رهاشده از اين سلول در ميان پروتئين

activiting enzyme  نيز آزادشده و موجب فعال شدنPPA زا  در حضور الگوهاي مولكولي وابسته به عامل بيماري
(pathogen associated molecular patterns)(PAMPS) شود.  مي  

  
6-9-1- PO   

باشد كه هم نقش آنزيم تيروزيناز را داشته و همچنين موجب  اي مي دوگانه يك آنزيم با تركيبات مس و عمل
تبديل  (Quinons)شود. ماده فنل در حضور اكسيژن، اكسيد شده و به كوئينون  زه شدن مييتسريع در واكنش ملان

ل بيماري را شود و اين مواد خاصيت ضدميكروبي و از بين بردن ذرات عام شده و اين ماده باعث ايجاد ملانين مي
هاي موجود در سيستم نيز بايد فعال شوند (افشار  دارند. در زمان فعال شدن سيستم پروفنل اكسيداز، ساير پروتئين

  ).1386نسب، 
  

  اهداف پروژه -10-1

هاي هموسيت كل خون و پروتئين كل پلاسما)و آنريم هاي هاي سلامت (تعداد سلولمقايسه شاخص •
 شده با مخمر ساكارومايسس سروزيه و گروه شاهد  فيد تغذيهشاخص در ميگوهاي پاس

هاي هموسيت كل خون و پروتئين كل پلاسما) و آنريم هاي هاي سلامت (تعداد سلولمقايسه شاخص •
 شده با جلبك گراسيلاريا كورتيكاتا و گروه شاهد  شاخص در ميگوهاي پاسفيد تغذيه
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هاي هموسيت كل خون و پروتئين كل پلاسما) و آنريم هاي سلولهاي سلامت (تعداد مقايسه شاخص •
شده با جلبك گراسيلاريا كورتيكاتا، مخمر ساكارومايسس سروزيه  شاخص در ميگوهاي پاسفيد تغذيه

  و واكسينه شده
 

  سؤالات تحقيق -11-1

  د؟آيشده به وجود مي آيا تغييري در فاكتورهاي ايمني ميگوهاي واكسينه شده و تغذيه
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  مواد وروش كار-2

اين مطالعه در قالب يك تحقيق تجربي درفضاي كارگاهي كنترل شده ايستگاه بندر امام خميني (ره) انجام شد.  
منظور بررسي تأثير واكسن بيماري لكه سفيد، مخمر ساكارومايسيس سروزيا و جلبك گراسيلاريا  اين آزمايش به

  بر ويروس لكه سفيد طراحي و اجرا گرديد.ميگوي پاسفيد در برا ارتقا سيستم ايمنيدر 
  
  ميگو -1-2

و به ايستگاه بندر امام  از يك استخر پرورش ميگوانتخابگرم  10±02/1 قطعه ميگو با وزن متوسط 720تعداد  
روز در شرايط آزمايشگاهي آداپته شدند. بعد از مرحله  5تا  3خميني (ره) منتقل گرديد. سپس ميگوها به مدت 

 ,WSSV, TSV, MBV, HPV, YHV, BP( هاي، نسبت به غربالگري ميگوها براي عدم وجود ويروسآداپتاسيون

IHHNV, IMNVاعلامي هاي ويبريو  ) و باكتريOIE كيت تجاري  با استفادهIQ2000 TM PCR  اقدام شد. سپس
  .بندي شدند گروه آزمايشي تقسيم 4هاي فوق به ميگوها عاري از پاتوژن

  
  تيماربندي - 2-2

عنوان كنترل قرار داده شد كه نه تيمار شدند و نه با ويروس مواجهه  ميگوهاي اين گروه به: (T1) 1روه گ .1
نگرفت. درنهايت قرار ، واكسن داده شد ولي در معرض ويروس )كنترل مثبت(يك گروه به همزمان  شدند.

كنترل مثبت در تيمار  مواجهه با ويروس وواكسينه شده در تيمار مورد نظر  تغييرات فاكتورهاي ايمني
 بررسي شد.ثبت و ويروس  با بدون مواجهه(واكسينه شده ) 

 Saccharomycesابتدا به ميزان يك گرم در كيلوگرم غذا از مخمر ساكارومايسيس سروزيه    : (T2) 2گروه  .2

cerevisiae  ييرات روز، با آن تغذيه شدند. سپس تغ 20تا  18براي تغذيه آماده گرديد و ميگوها به مدت
 فاكتورهاي ايمني در تيمار مواجهه با ويروس و در تيمار بدون مواجهه ويروس بررسي گرديد.

گرم ميلي 1500شده و به ميزان  خشك Gracilaria corticataا يكاتابتدا جلبك گراسيلاريا كورت:  (T3) 3گروه   .3
. سپس تغييرات فاكتورهاي نده شدروز، تغذي 20تا  18ميگوها به مدت  .در كيلوگرم غذاي ميگوها افزوده شد

 ايمني را در تيمار مواجهه با ويروس و در تيمار بدون مواجهه ويروس بررسي گرديد.

گرم ميگو،  20تا  15گروه واكسن، كه ميگو ها در معرض واكسن قرار داده شدند. به ازاء هر   (T4) 4گروه  .4
LD50=1×10ميگروليتر واكسن با غلظت  50

5.4
ml

منظور عمل واكسيناسيون ابتدا حجم آب  به  .تلقيح شد 1-
  شد و سپس واكسن به آب اضافه گرديد. تانك تا حداقل ممكن كاهش داده 

  با ويروس مواجهه سازي شدند. (T1)روز، ميگوهاي واكسينه شده   10بعد از  
  يد.ومير ثبت گرد روز بعد از مواجهه سازي، علائم باليني و مرگ 25تا  نهايتا در تمامي گروهها
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روزكليه پارامترهاي آب ثبت و نسبت به نمونه گيري از 25علائم باليني وتلفات از روز اول ثبت شد و تا 
طي  25و20و15و9و 5و3و 1در روزهاي درروزهاي  داري براي بررسي فاكتورهاي ذيل الذكرونمونه برهمولنف 

 )Yongchun Huang et al., 2012: (دوره آزمايش اقدام شد

• Total hemocyte count (THC)  
• Total protein plasma (TPP) 
• Phenoloxidase (PO) activity 
• Superoxide dismutase (SOD) activity 
• Peroxidase (POD) activity 
 

  آماده سازي محلولهاي مورد نياز   -3-2

  ): pH=  6/6بافر فسفات (
  د.مخلوط گردي M Na2HPO4 1/15با چهار حجم از  M KH2PO4 1/15شش حجم از 

  May-Granwald Gimsaمحلول رنگ آميزي 
) حل كرده و به مدت Absolute Methanolليتر متانول خالص (ميلي 100را در  May-granwaldگرم از پودر  25/0
 ساعت در ظرف دربسته در دماي اتاق قرار داده شد. محلول بدست آمده قبل از استفاده فيلتر گرديد 24

(Kakoolaki et al, 2013a, Kondo, 2003) .  
  

  محلول رنگ آميزي (رنگ گيمسا):

ميلي ليتر آب مقطر حل گرديد، سپس به آن دو ميلي ليتر  18) در Merckگيمسا ( اصلييك ميلي ليتر از محلول 
ميلي ليتر متانول خالص به محلول فوق اضافه گرديد و بخوبي  66) اضافه شد. پس از آن pH= 6/6بافر فسفات (

بدست آمده تا قبل از استفاده در دماي اتاق نگهداري شد و اندكي قبل از استفاده، فيلتر  مخلوط شدند و محلول
  .(Kakoolaki et al, 2013a) گرديد

  
  محلول فيكساتيو براي گرفتن همولنف

ها در شرايط آزمايشگاهي به سرعت يا تغيير شكل مي دهند يا اينكه ليز مي شوند. بنابراين براي هموسيت
درصد در محلول  10ن اتفاق هنگام گرفتن همولنف نياز به فيكساتيو بود. بدين منظور از فرمالين جلوگيري از اي

0.45 M NaCl استفاده گرديد(Kakoolaki et al, 2013a) .  
 

  )Anticoagulantساخت محلول ضد انعقاد (

رسانده  7نرمال به  آن با كمك سود pHمحلول ضد انعقاد از مواد زير تشكيل شده بود كه پس از آماده سازي، 
  . (Mohajeri et al. 2011) گراد نگهداري شددرجه سانتي 4-5شد و در دماي 
  EDTA,2Na mM 6.2و mM 182.5، گلوكز NaCl (mM 239.8، كلريد سديم (mM 19.3سديم سيترات 

 



 ����� ��	
� ��� �� وا��� در��ر�� �����ره�� ا�� ٢٥ .../��ا

 

 (Mohajeri et al, 2011; Kakoolaki et al, 2013a)همولنف  نمونه گيري از-4-2

  )TPP) و تهيه پلاسما براي اندازه گيري پروتئين كل پلاسما (THCعداد كل هموسيت (بمنظور شمارش ت
) جدا شونده، استفاده شد. براي جلوگيري از Needle( هاي انسولين با سرسرنگبراي گرفتن همولنف از سرنگ

هاي و سرنگ ميلي ليتر از محلول فيكساتيو آماده شده كشيده شد 8/0منعقد شدن همولنف به داخل هر سرنگ 
گيري در يخچال نگهداري شدند. همولنف از زير اولين پاي قدم زن از سينوس آماده شده تا قبل از همولنف

) و به آرامي با محلول فيكساتور 16ميلي ليتر گرفته شد (شكل  2/0شكمي در اولين قطعه شكمي به ميزان 
قل گرديد و پس از كمي مخلوط كردن آرام، مخلوط گرديد و بلافاصله به ميكروتيوب شماره گذاري شده منت
  قبا انجام شود.اميكروتيوب بر روي يخ قرار داده شد تا بررسي هاي مربوطه متع

ميكروليتر از همولنف بر روي لام هماسيتومتر قرار داده  10دقيقه،  10ها پس از براي شمارش تعداد كل هموسيت
 5هاي موجود در ، هموسيت10ميكروسكوپ با بزرگنمايي شد و پس از قرار دادن لامل بر روي لام، در زير 

ثبت گرديده، با توجه  به ميزان رقت همولمف از فرمول زير  (A)و ميانگين آنها  شمارش شد لام بزرگخانه 
   تعداد سلول ها شمارش گرديد.

X= A×5×10
4
 × 1/dilution.factor 

  
  وبارهاي موجود در همولنف در لام نئهموسيت: 15شكل شماره 

  
 TPP  پروتئين كل پلاسما -5-2

دقيقه در  10گراد به مدت درجه سانتي 4هاي همولنف در دماي براي اندازه گيري پروتئين كل پلاسما، نمونه
گيري پروتئين ويالهاي جديد ريخته شد و تا زمان اندازه سانتريفوژ شدند، سپس پلاسما جدا شده و در g800دور 

  .) اندازه گيري شدLowry, 1951 (دند. پروتئين كل پلاسما با استفاده از روش لورينگهداري ش -70كل در دماي 
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 ,Sigma-Alderich) و ساير آنزم ها Peroxidase Activity Assay Kitروش استفاده از كيت تجاري  -6-2

USA, commercial kit) 

حجم  هاي كم رسانده شد. محلول ها به دماي اتاق حجم آزمايش سانتريفيوژ شده و تمام محلول هاي كممحلول
  بايست بعد از سانتريفيوژ خوب مخلوط شوند. مي
  
  روش نوركلرومتريك -1-6-2

با كل محلول  ml Assay 1مخلوط كرده و سپس  ml Assay Buffer 347و  H2O2 Substrate ،ml H2O 5براي توليد 
positive control HRP خوبي در ظرف حاوي خود محلول بهHPRد. سپس براي توليد ، مخلوط شH2O2  ،استاندارد

  خوبي مخلوط شد. به H2O2 Substrateميكروليتر از  10را با  Assay Bufferميكروليتر از محلول 124
را در  H2O2) ميكروليتر از محلول استاندارد a،(10)b ،(20)c ،(30)d،(40)e،(50)f(0جهت انجام استاندارد، مقدار 

ميكروليتر رسانده  50ها را به  حجم چاهك Assay Bufferپس با كمك محلول هاي آزمايش ريخته و س چاهك
 30، 10براي  40ميكروليتر براي صفر،  10ميكروليتر نياز به محلول ندارد ولي مابقي به ترتيب  50شد. چاهك 

يكروليتر م 20(محلول  Cكه نياز به اضافه كردن محلول ندارد. خانه  50و  40براي  10، 30براي  20، 20براي 
و   Fluorescent Peroxidase Substrateميكروليتر از محلول 2كاتالوگ  1). سپس طبق جدول gتكرار شده در خانه 

هاي هاي تست استاندارد اضافه گرديد. با اضافه كردن محلول به همه چاهك .HPR P.Cميكرو ليتر از محلول  48
ها درون  دقيقه، چاهك 5ي شدند. پس از گذشت ها مشاهده شد و همگي صورت مذكور، تغيير رنگ محلول

هاي آزمايش ريخته شد و سپس  در تمام چاهك .F.P.Sميكروليتر از محلول  2دستگاه قرار داده شد. بعدازاين، 
 Assayميكروليتر از محلول  46ها اضافه گرديد و بعدازآن  نيز به چاهك H2O2 Substrateميكرو ليتر  2مقدار 

Buffer ميكروليتر از سرم (نمونه همولنف) را به هر چاهك اضافه  50اضافه شد. در مرحله بعدي،ها  به چاهك
گراد، درون دستگاه قرار داده شد. لازم به ذكر است كه بعد از  درجه سانتي 27دقيقه در دماي  3گرديد و بعد از 

 (Sigma-Alderich, USA, commercial kit) دقيقه اقدام به قرائت گرديد 12دقيقه تا  3هر 

Peroxidaseگراد خارج و در دماي اتاق، دور از نور و رطوبت قرار داده شد تا درجه سانتي 20ها از دماي  : محلول
  به دماي محيط برسد.

 -20خوبي مخلوط شده و در  ميكروليتر محلول بافر به 347ميكروليتر را با  5مولار به مقدار  88/0اكسيژنه  آب
  گرديد (قابليت استفاده تا يك ماه).گراد نگهداري  درجه سانتي

HRP ليتر از محلول بافر خيسانده و با پيپت خوب مخلوط شد. سپس به دو قسمت  كنترل مثبت، در يك ميلي
  گراد تا يك ماه نگهداري و مصرف شد. درجه سانتي -20شده و در  مساوي تقسيم

  ايي انجام شود.اي يا دوت ها و استانداردها بايد دو نمونه * نكته: تمام نمونه
ميكروليتر از محلول بافر  1240اكسيژنه با  ميكروليتر از آب 10سنجي): اكسيژنه (روش رنگ محلول استاندارد آب

ميكروليتر  50و  40، 30، 20، 10، 0ميلي مولار آماده شود. سپس مقادير  1/0مخلوط گرديد تا محلول استاندارد 
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ساخته  nmol/well  5و Blank (0 ،1 ،2 ،3 ،4قرار داده شد تا بلانك (دار چاهك 96از محلول استاندارد در پلت 
  ميكروليتر رسانده شد. 50شود. سپس هر يك، با بافر به حجم 

ميلي مول استاندارد در قسمت  1/0براي روش فلورومتريك: طبق روش ساخت محلول  H2Oمحلول استاندارد 
ميلي  01/0ميكروليتر بافر مخلوط شد تا محلول  900برداشته و با ميكرو ليتر از آن  100قبلي، آماده گرديد. مقدار 

ميلي مول در پلت  01/0ميكروليتر از محلول استاندارد  50و  40، 30، 20، 10، 0مول ساخته شود. سپس مقادير 
ساخته شود. سپس هر  nmol/well 500و Blank (0 ،100 ،200 ،300 ،400چاهك دار قرار داده شد تا بلانك ( 96

  ميكروليتر رسانده شد. 50يك، با بافر به حجم 
 Fluorescentميكرو ليتر  Standard curve Reaction Mix) (2نمودار استاندارد: نمودار استاندارد واكنش مخلوط (

Peroxidase Substrate  ميكروليتر  48وpositive control HRP تهيه گرديد. درون چاهك نمودار استاندارد مقدار (
وليتر محلول واكنشي استاندارد ريخته شد و در دماي محيط اتاق خوب مخلوط گرديد. براي رنگ ميكر 50

  گرديد.  نانومتر و براي فلورومتريك ميزان تراكم  570موج  سنجي، ميزان جذب با طول
هر باشد كه در  ميكروليتر از نمونه مي 50نياز به  Fluoدو روش رنگ سنجي و   سازي نمونه: براي هر آماده

ميكروليتر محلول بافر  200-100آرامي با  )، به1×106گرم يا سلول ( ميلي 10چاهك واكنشي ريخته شد. سپس 
هاي  دقيقه سانتريفيوژ گرديد. (براي نمونه 10دور به ازاي هر گرم، براي مدت  1500هموژنيزه مخلوط و با دور 

  استانداردسازي آن مطمئن گردد).ناشناس مقادير متغيري از حجم نمونه بايد آزمايش شود تا از 
هاي سرم شكل (بدون مواد نامحلول)  ميكروليتر رسانده شد (براي نمونه 50ها با محلول بافر به  حجم محلول نمونه

اضافه كرده  96ميكروليتر از نمونه به چاهك پلت  50تا  1توان مستقيم به چاهك پلت اضافه نمود). مقدار  را مي
ميكروليتر رسانيده شد. براي نمونه كنترل مثبت (اختياري است)،  50ا در چاهك به و محلول نهايي محلول ر

  ميكروليتر رسانده شد. 50ميكروليتر از محلول كنترل مثبت درون چاهك ريخته و حجم بافر به  1مقدار 
ميكروليتر  2ميكرو ليتر محلول بافر+  Master reaction mix) (46ميكروليتر از محلول اصلي واكنشي ( 50مقدار 

Fluorescent Peroxidase +2  ميكروليترH2O2 12/5Mm را در چاهك هر نمونه و كنترل مثبت ريخته شد و با (
گراد قرار داده  درجه سانتي 37خوبي مخلوط شد. سپس پلت چاهك در دماي  كمك حركت افقي و پيپت، به

نانومتر  570موج  يزان جذب در طولگيري گرديد. براي روش رنگ سنجي، م دقيقه اندازه 3شد و پس از 
پلت  FLUinitialλex=535/λem=585 nmگيري شد و براي روش فلورومتريك به شرح زير عمل گرديد:        اندازه

دقيقه قرار داده شد (در اين  3تا  2) با فاصله A570 or FLUگيري ( گراد براي اندازه درجه سانتي 37در دماي 
ها ادامه يافت تا حجم نمونه فعال بيشتر از ارزش بالاترين استاندارد  گيري باشد). اندازهحالت پلت بايد دور از نور 

) شد (در اين زمان بيشترين نمونه فعال نزديك و يا 500pmol/welfluoدر چاهك يا روش  nmol5(رنگ سنجي 
 finalل، در مرحله ماقبل آخر يا گيري نهايي براي محاسبه آنزيم فعا معادل دامنه نمودار استاندارد مي باشد). اندازه

or FULL final)A570خوانده شد ((Sigma-Alderich, USA, commercial kit) .  
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  گيري نهايي در آخر دامنه نمودار خطي از نمودار استاندارد باشد. تذكر: ضروري است اندازه
گراد  درجه سانتي 4در دماي  به ازاي هر گرم 1000دقيقه و با دور  10: نمونه به مدت لمفسازي نمونه  آماده

هاي رسوب جداسازي شد و به تيوب جديد منتقل و در  سانتريفيوژ گرديد و پلاسما بدون ايجاد اختلاط در لايه
گراد تا زمان آناليز نمونه نگهداري شد. سپس لايه خنثي از روي قسمت قرمزرنگ پلت  درجه سانتي 80دماي 

م آب خيلي سرد دو بار تقطيرشده، محلول شد و به ازاي هر گرم، حج 5در  هموسيت هابرداشته شد و محلول 
پلت سانتريفيوژ گرديد. قسمت بالاي محلول را در دماي -هموسيتدقيقه، درون محفظه  10دور به مدت  10000

هاي  بار رقيق شود و سلول 10-3گراد نگهداري شد تا براي آناليز آماده شود (پلاسما ممكن است  سانتي -80
  رقيق گردد). SODبار تا قبل از آزمايش و سنجش  10يز شده ممكن است تقريباً قرمز ل

  
  تجزيه و تحليل آماري -7-2

ها با آزمون آماري آزمايش به صورت طرح كاملاً تصادفي انجام گرفت. در ابتدا شرط نرمال بودن داده
ها از آزمون  جهت آناليز داده تست شد. Levenآزمون   ها به وسيلهاسميرنوف كولموگراف و همگني واريانس

هاي به دست  دار در داده) استفاده شد، سپس وجود تفاوت معنيANOVA Two Wayآناليز واريانس دو طرفه (
ها با ، بررسي شد. تجزيه و تحليل آماري دادهDancan) به كمك پس آزمون ≥ 05/0pآمده در سطح احتمال (

  استفاده شد. Excel 2007افزار نمودارها از نرمو براي رسم  SPSS19افزار استفاده از نرم
 

  عصاره گيري از جلبك -8-2

  براي اين منظور مراحل زير انجام شد:
آوري و به آزمايشگاه منتقل گرديد. سپس با  هاي پلاستيكي تميز جمع جلبك موردنظر در ظروف و كيسه -1

ساعت قرار داده  48شده بود به مدت  اه پهنآب جاري شسته شد و بر روي نايلون تميزي كه از قبل در آزمايشگ
هاي موجود و  شدند تا كاملاً خشك شوند. لازم به ذكر است كه با توجه به وجود تركيبات سرب در روزنامه

منظور خشك شدن، بر روي نايلون  آوري شده پس از شستشو، به هاي جمع امكان ايجاد خطا در آزمايش، جلبك
  قرار داده شدند.

منظور استخراج عصاره جلبك استفاده شد. لذا در ابتدا با استفاده از آسياب برقي  د از روش اسيدي بهدر مرحله بع
) بر روي ديواره HClشده آسياب شدند. هدف از اين كار بالا بردن تأثير اسيدكلريدريك ( هاي خشك جلبك
ليتر اسيدكلريدريك  ميلي 200شده  گرم جلبك خشك 20رو بعد از توزين نمودن  هاي جلبكي بود. ازاين سلول

قرار  0C 95ساعت در آون با درجه حرارت  12مولار به آن اضافه شد. سپس سوسپانسيون حاصل را به مدت  1/0
 سوسپانسيون ميكرون 450 – 500با چشمه  6داده شد. بعد از سپري شدن زمان مذكور با استفاده از فيلتر مكشي

                                                           

6.Suction filter 
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) استفاده شد. درنهايت با استفاده از NaOHمولار ( 5/0اسيدي از سود  حالت سازي خنثي منظور به. شد فيلتر فوق
دقيقه سوسپانسيون فوق سانتريفوژ شد كه پس از جداسازي فاز رويي دو  20به مدت  rpm 13000سانتريفوژ دور 

برابر حجم آن الكل اتانول اضافه شد. گفتني است كه پس از اضافه نمودن اتانول مواد معلق موجود در 
ها و قرار  ) كه در ادامه با جداسازي آن1-3اي رسوب نمودند (شكل  صورت زنجيره سپانسيون در ته ظرف بهسو

  .)Shiroma et al., 2008( شدند آسياب و خشك 0C40 – 30دادن در جه حرارت 
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  نتايج -3

  Total hemocyte count (THC) هموسيت كل     -1-3

هاي هموسيت كل خون ميگوهاي پاسفيد در طول دوره ، تعداد سلول)1-3 (جدول بر اساس نتايج بدست آمده
) و بيشترين در >05/0Pو در تمام تيمارهاي آزمايشي داراي روندي افزايشي معني دار بود ( )1-3(شكل آزمايشي

ر است . لازم به ذك) 3-3(شكل  تيمار واكسينه شده با واكسن لكه سفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد
هاي هموسيت كل خون در تيمار تغذيه شده با جلبك نسبت به تيمار تغذيه شده با مخمر افزايش كه تعداد سلول

هاي هموسيت كل خون در تيمارهاي آزمايشي ). بر اساس نتايج آزمايش، سلول2-3داري داشت (شكل معني
) با اين تفاوت كه اگر 2س داشتند (شكل مختلف پس از مواجهه با ويروس روندي مشابه قبل از مواجهه با ويرو

چه تعداد هموسيت ها در تيمار تغذيه شده با جلبك از تيمار تغذيه شده با مخمر بيشتر بود ولي به لحاظ آماري 
 ).<05/0Pاختلاف معني داري بين اين دو تيمار مشاهده نگرديد(

  

گوهاي پاسفيد هاي هموسيت كل خون مي: نتايج حاصل از بررسي تعداد سلول1-3جدول 

(10
5
 cell/ml) (قبل از مواجهه)  در تيمارهاي آزمايشي مختلف در روزهاي مختلف  

تيمار      

روز                 

واكسينه با واكسن لكه   تغذيه شده با جلبك  تغذيه شده با مخمر  شاهد

  سفيد

1  a19369±1060292  b34001±1221811  c7000±1400002  d525±1481574  
3  a10050±1100550  b14635±1255774  c33416±1420189  d16040±1498451  
9  a47987±1438333  b51376±1647580  c52058±2366840  d54316±2605479  
18  a44096±2016667  b39644±2497778  c65085±3708333  d126979±4090343  
25  a48865±3167567  b241147±4466783  c144650±5911343  d416821±6785777  

  واجهه با ويروسپس از م

1  a13106±1953125  b61010±2429770  b68835±2509175  c7162±3203195  
3  a97248±1972906  b123293±2458889  b125804±2638167  c68146±3241880  
9  a134220±3665678  b207771±4590667  b121592±5038095  c104781±5926977  
18  a185123±5027167  b348537±5863333  b39747±6154167  c160814±6930300  
25  a239552±6039000  b196949±11221031  b1197032±11771667  c898524±15590667  

  ).>05/0Pهاي آزمايشي است ( دار بين گروه تكرار *حروف متفاوت در هر رديف نشانه وجود اختلاف معني 3با  )استاندارد خطاي±ميانگين ( 
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10×)هموسيت كل  - 1- 3شكل 
5 
cell/ml)  از مواجهه با ويروس در غلظت هاي متفاوت  سپ  

  

 

10)پس از مواجهههموسيت كل  - 3-2
5
 cell/ml). داده هاي با حروف متفاوت اختلاف معني داري دارند  

 

  شاخص پروتئين كل پلاسما -2-3

مام بر اساس نتايج بدست آمده، ميزان پروتئين كل پلاسما خون ميگوهاي پاسفيد در طول دوره آزمايشي و در ت
) و بيشترين در تيمار واكسينه شده با واكسن >05/0Pدار بود (تيمارهاي آزمايشي داراي روندي افزايشي معني

). لازم به ذكر است با اين وجود كه 4-3و 3-3لكه سفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد (شكل 
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ذيه شده با جلبك بيشتر بود ولي به لحاظ پروتئين كل پلاسما در تيمار تغذيه شده با مخمر نسبت به تيمار تغ
). بر اساس نتايج آزمايش، پروتئين كل پلاسما <05/0Pها مشاهده نگرديد (داري بين آنآماري اختلاف معني

خون در تيمارهاي آزمايشي مختلف پس از مواجهه با ويروس روندي مشابه قبل از مواجهه با ويروس داشتند 
)05/0P<روتئين كل پلاسما خون در تيمار تغذيه شده با جلبك از تيمار تغذيه شده با مخمر )  با اين تفاوت كه پ

  ).<05/0Pها مشاهده نگرديد (داري بين آنبيشتر بود ولي باز هم به لحاظ آماري اختلاف معني
  

  : نتايج حاصل از بررسي ميزان پروتئين كل پلاسماي خون ميگوهاي پاسفيد 2-3جدول 

 (mg/ml)پيش از مواجهه  مختلف در روزهاي مختلفدر تيمارهاي آزمايشي 

تيمار       

روز                 

تغذيه شده با   شاهد

  جلبك

  واكسينه با واكسن لكه سفيد  تغذيه شده با مخمر

1  a0.02±2.46  b0.01±3.34  b0.02±3.39  c0.01±4.07  
3  a0.09±2.49  b0.10±3.36  b0.16±3.46  c0.07±4.11  
9  a0.29±4.10  b0.15±5.15  b0.31±5.04  c0.16±5.98  

18  a0.18±5.48  b0.05±6.33  b0.14±6.61  c0.09±6.99  
25  a0.21±6.21  b0.14±7.22  b0.18±7.28  c0.06±7.83  

  پس از مواجهه با ويروس

1  a0.02±3.37  b0.02±3.82  b0.01±3.77  c0.02±4.95  
3  a0.27±3.40  b0.07±3.88  b0.08±3.81  c0.06±4.99  
9  a0.13±4.68  b0.08±5.46  b0.27±5.38  c0.20±6.23  

18  a0.14±5.62  b0.07±6.80  b0.03±6.76  c0.09±7.30  
25  a0.28±6.61  b0.09±7.75  b0.21±7.65  c0.04±8.32  

  ).>05/0Pهاي آزمايشي است ( دار بين گروه تكرار *حروف متفاوت در هر رديف نشانه وجود اختلاف معني 3با  )استاندارد خطاي±ميانگين ( 
  

 

  ز مواجهه با ويروس در تيمارهاي مختلف در طول مطالعهقبل ا (mg/ml)پروتئين كل پلاسما - 3-3
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  مطالعه.  .mg/mlپس از مواجهه با ويروس پروتئين كل پلاسما  3-4

  .داده هاي با حروف متفاوت اختلاف معني داري دارند

 

  شاخص فعاليت آنزيم پرواكسيداز -3-3

ن فعاليت آنزيم پرواكسيداز در تيمارهاي آزمايشي مختلف پس از مواجهه با بر اساس نتايج آزمايش، ميزا
). بيشترين ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز 6-3) (شكل >05/0Pويروس روند افزايشي معني داري را نشان داد (

زم به ذكر در تيمار واكسينه شده با واكسن لكه سفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد. لا) 6-3و 3-5(
است كه اگر چه ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز در تيمار تغذيه شده با جلبك از تيمار تغذيه شده با مخمر بيشتر 

  ).<05/0Pها مشاهده نگرديد (داري بين آنبود ولي به لحاظ آماري اختلاف معني
  

  اسفيد : نتايج حاصل از بررسي ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز ميگوهاي پ3-3جدول 

  قبل از مواجهه  در تيمارهاي آزمايشي مختلف در روزهاي مختلف

تيمار     

روز                 

  واكسينه با واكسن لكه سفيد  تغذيه شده با جلبك  تغذيه شده با مخمر  شاهد

1  a0.01±5.80  b0.00±5.89  b0.00±5.8        7  b0.01±5.90  
3  a0.01±5.82  b0.01±5.92  b0.03±5.91  b0.01±5.95  
9  a0.01±5.84  b0.00±5.94  b0.02±5.95  b0.06±5.98  

18  a0.01±5.94  b0.03±6.02  b0.01±6.06  b0.02±6.07  
25  a0.02±5.97  b0.15±6.28  b0.08±6.29  b0.05±6.42  

  پس از مواجهه با ويروس

1  a0.02±5.90  b0.03±6.02  b0.02±6.05  c0.00±6.18  
3  a0.01±5.94  b0.02±6.09  b0.03±6.12  c0.04±6.21  
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تيمار     

روز                 

  واكسينه با واكسن لكه سفيد  تغذيه شده با جلبك  تغذيه شده با مخمر  شاهد

9  a0.03±6.05  b0.02±6.19  b0.02±6.22  c0.02±6.37  
18  a0.01±6.09  b0.05±6.37  b0.01±6.40  c0.09±6.68  
25  a0.01±6.15  b0.09±6.75  b0.04±6.79  c0.08±7.14  

هاي آزمايشي است  روهبين گ  دار  تكرار *حروف متفاوت در هر رديف نشانه وجود اختلاف معني 3با  )استاندارد خطاي±ميانگين ( 
)05/0P<.(  
  

 

 بعد از مواجهه با ويروس در تيمارهاي مختلف در طول مطالعه  پر اكسيداز -3-5

 

nmol/min)پس از مواجهه با ويروس پر اكسيداز  -3-6
-1

. Ml
-1

) .  

 داده هاي با حروف متفاوت اختلاف معني داري دارند
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  شاخص فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز -4-3

بر اساس نتايج بدست آمده، فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز ميگوهاي پاسفيد در طول دوره آزمايش و در 
شده با واكسن ) و بيشترين در تيمار واكسينه>05/0Pدار بود (تمام تيمارهاي آزمايشي داراي روند افزايشي معني

لازم به ذكر است با اين وجود كه فعاليت ) 8-3و  7-3لكه سفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد (شكل 
آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز در تيمار تغذيه شده با جلبك نسبت به تيمار تغذيه شده با مخمر بيشتر بود ولي به 

). بر اساس نتايج آزمايش، فعاليت آنزيم <05/0Pها مشاهده نگرديد (داري بين آنلحاظ آماري اختلاف معني
تاز در تيمارهاي آزمايشي مختلف پس از مواجهه با ويروس روندي مشابه قبل از مواجهه با سوپراكسيد ديسمو

  .) 18-4) (شكل >05/0P( ويروس داشت 
  

در تيمارهاي : نتايج حاصل از بررسي ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز ميگوهاي پاسفيد 4-3جدول 

uml)قبل از مواجهه    آزمايشي مختلف در روزهاي مختلف
-1) 

تيمار       

روز                 

واكسينه با واكسن لكه   تغذيه شده با جلبك  تغذيه شده با مخمر  شاهد

  سفيد

1  a2.09±319.54   b1.06±550.82  b0.53±554.61  c1.51±810.83  
3  a28.48±323.33  b8.82±553.33  b20.82±570.00  c116.67±816.67  
9  a34.80±463.33  b67.41±876.67  b69.84±906.67  c52.07±1406.67  

18  a49.10±746.67  b173.21±1500.00  b88.19±1566.67  c86.60±1950.00  
٢   a120.19±1133.33  b120.19±1966.67  b116.67±1983.33  c145.30±2633.33  

  پس از مواجهه با ويروس

1  a2.91±503.97  b1.69±996.55  b2.80±1017.45  c10.37±1469.08  
3  a32.15±510.00  b50.44±1053.33  b60.09±1116.67  c58.12±1506.67  
9  a34.64±830.00  b181.14±1576.67  b76.38±1650.00  c104.08±2050.00  

18  a88.19±1233.33  b120.19±1866.67  b80.90±1943.33  c81.92±2573.33  
25  a63.60±1806.67  b93.33±2373.33  88.19±2466.67  c88.19±3066.67  

  ).>05/0Pهاي آزمايشي است ( دار بين گروه تكرار *حروف متفاوت در هر رديف نشانه وجود اختلاف معني 3با  )ستانداردا خطاي±ميانگين ( 
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Uml) سوپر اكسيد ديسموتاز -3-7
-1

 بعد از مواجهه با ويروس در تيمارهاي مختلف در طول مطالعه  (

  

 
 

  . يروستيمارهاي مواجهه داده شده با وسوپر اكسيد ديسموتاز  -3-8

 داده هاي با حروف متفاوت اختلاف معني داري دارند مطالعه
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  شاخص فعاليت آنزيم فنول اكسيداز-5-3

بر اساس نتايج بدست آمده، ميزان فعاليت آنزيم فنول اكسيداز ميگوهاي پاسفيد در طول دوره آزمايشي و در 
مار شاهد اختلاف معني داري را با ديگر ) و تي>05/0Pتمام تيمارهاي آزمايشي داراي روندي افزايشي بود (

) و همچنين به لحاظ آماري اختلاف معني داري بين ديگر تيمارهاي >05/0Pتيمارهاي آزمايشي نشان داد (
). بيشترين ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز در تيمار واكسينه شده با واكسن لكه >05/0Pآزمايشي مشاهده شد (

. بر اساس نتايج آزمايش، ميزان فعاليت )10-3و  9-3د مشاهده گرديد (شكل سفيد و كمترين در تيمار شاه
آنزيم فنول اكسيداز در تيمارهاي آزمايشي مختلف پس از مواجهه با ويروس روند افزايشي معني داري را نشان 

اكسن لكه ). بيشترين ميزان فعاليت آنزيم فنول اكسيداز در تيمار واكسينه شده با و10-3) (شكل >05/0Pداد (
  ).>05/0Pسفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد (

  
  : نتايج حاصل از بررسي ميزان فعاليت آنزيم فنول اكسيداز ميگوهاي پاسفيد 5-3جدول 

  در تيمارهاي آزمايشي مختلف در روزهاي مختلف

تيمار       

روز                 

تغذيه شده با   شاهد

  مخمر

  كسينه با واكسن لكه سفيدوا  تغذيه شده با جلبك

1  a2.65±203.81  b1.77±222.90  c2.44±247.00  d1.38±259.49  
3  a3.79±208.00  b1.76±227.33  c1.45±252.33  d1.86±263.67  
9  a1.45±272.33  b1.15±282.00  c0.88±291.67  d1.20±295.67  

18  a2.52±301.00  b2.08±313.00  C3.06±334.00  d2.03±344.67  
25  a1.20±350.67  b1.15±360.00  c1.86±369.33  d1.76±379.33  

  پس از مواجهه با ويروس

1  a0.79±386.55  b2.19±393.42  c1.32±405.09  d2.10±418.43  
3  a1.73±390.00  b2.08±399.00  c1.76±409.67  d1.53±423.00  
9  a1.45±431.33  b2.31±446.00  c0.88±456.67  d2.91±471.67  

18  a0.88±487.33  b2.03±495.67  c2.03±504.33  d2.60±525.33  
25  a2.89±546.00  b3.61±577.00  c2.60±597.33  d10.27±632.67  

  ).>05/0Pهاي آزمايشي است ( دار بين گروه تكرار *حروف متفاوت در هر رديف نشانه وجود اختلاف معني 3با  )استاندارد خطاي±ميانگين ( 
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 در تيمارهاي مختلف در طول مطالعه بعد از مواجهه با ويروس  فنل اكسيداز - 3-9

 

  مطالعه.  2فنل اكسيداز كنترل هاي مثبت تيمار ها در طول فاز  - 3-10

  .داده هاي با حروف متفاوت اختلاف معني داري دارند



 ����� ��	
� ��� �� وا��� در��ر�� �����ره�� ا�� ٣٩ .../��ا

 

  ثبح -4

سندرم لكه سفيد ويروس پاتوژن بيماري كشنده اي براي ميگو است كه با زيان هاي اقتصادي همراه است 
)Afsharnasab et al, 2009 ،Lightner et al. 2012بيماريروش آزمايش شده براي جلوگيري از  ين). چندWSSV  در

 تنها ايمني .افزايش ايمني در ميگو، وجود دارد همسو بااستخرهاي پرورش ميگو و سركوب توانايي ويروس ها 
واكنش ميان اين روش ها، . در )Lee and Söderhäll, 2002است (  ذاتي بدون حافظه موجود در ميگو ايمني

     .متفاوت است WSSVمخمرها و عصاره جلبك دريايي در برابر 
نقش مهمي به  WSSVكردن  غير فعال بوده ودر  WSSV اصلي پروتئين كننده به نظر مي رسد اشعه گاما غير فعال

ويروس لكه سفيد ميگو  مواجهه بادر در ارتقا پارامتر هاي ايمني توليد ي همولنف ميگو عنوان واكسن نوتركيب 
همولنف حاكي از افزايش سطح ايمني هاي اطلاعات به دست آمده از پارامتر  در تاييد اين ادعا ،  است. داشته

مطالعات هر چند . داشته استآزمايش  T1گروه اشعه گاما يا  ، درPOو  THC ،TPP ،SOD ،PODشامل  آنزيم ها
  .كمك نمايد WSSVگاما در حفاظت از ميگو از عفونت  عه اثر اشبيشتر مي تواند به شناسايي مكانيسم 

چهار گانه و نيز كنترل در شكل تيمارهاي بررسي شده در  POو  THC ،TPP ،SOD ،PODپارامتر هاي ايمني شامل 
نشان داده شده است. پارامترهاي ايمني مورد بررسي براي گروه كنترل و تيمارها اختلاف معني   9-3تا  3-3هاي 

 پايين ترتيمار در گروه شاهد در مقايسه با گروه  شاخصه هموسيت كل، حال) اما در همان P <0.05اشت (داري د
در  THCمقدار گردش  ميگو نقش مهمي در ايمني ذاتي بازي كند از آنجاييكه هموسيت و تعداد آن در  بود.

يك پارامتر مفيد موسيت كل هميگو به عنوان يك شاخص براي ارزيابي وضعيت سلامت ميگو استفاده مي شود. 
  ).Wang, L. U. and Chen, 2005قلمداد مي شود (بررسي اثر سيستم ايمني در سخت پوستان، از جمله ميگو  در

چنين بنظر مي رسد كه مخمر و جلبك گراسيلاريا و اشعه گاما در فعال سازي بافت خون ساز ميگو، كه منجر به 
)، Chan et al. 2014مانطور كه توسط چان و همكاران ذكر شده است (مي شود. ه THCتوليد مقادير بالايي از 

از طريق شناختن پروتئين تشخيص الگو  مجموع )، درPG) و پپتيدوگليكان (βGليپوپلي ساكاريد، بتا گلوكان (
)PRP) يا گيرنده (PRR () به عنوان الگوهاي مولكولي پاتوژن هاي همراهPAMPs اند.) شناخته شده  

ها  باشدكه توسط هموسيت هاي مهاجم مي ترين فرآيند دفاع دروني، شناسائي ميكروارگانيسمضرورياولين و 
. در اكثر مطالعات انجام شده بر روي تأثير Albores & Plascencia, 2000شود ( هاي پلاسما انجام مي وپروتئين

به ويژه در ميگوها، دو پوستان و فاكتورهاي مختلف بر شاخصهاي ايمونولوژيك و فيزيولوژيك در سخت
شاخصِ تعداد هموسيت كل و ميزان پروتئين كل پلاسما داراي بيشترين تغييرات بوده و آيينه تمام نمايي از 

هاي دهنده وضعيت فيزيولوژيك جانور در پاسخ به استرسبرهمكنش جانور با محيط پيرامون خود و نشان
ز اين رو محققين بجاي بيان كيفيِ وضعيت سلامتي ميگوها، از ). اSanchez et al., 2001مختلف محيطي مي باشند (

هموسيتها شامل سه دسته اند يك دسته داراي گرانولوسيت مي باشند  اين دو شاخصِ كمي استفاده مي نمايند.
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 Aguirre- Guzmanها داراي فعاليت فاگوسيتوزي بوده و محل ذخيره آنزيم پروفنول اكسيداز است (.گرانولوسيت

et al., 2009  
هموسيت ها پس از بلعيدن ذرات بيگانه، با استفاده از راديكالهاي اكسيژن كه خاصيت سايتوتوكسيك دارند، 

. اگر مقادير فراواني از عوامل Hsieh, 1994;  Munoz et al., 2000  (Song andموجب مرگ ذرات بيگانه مي شوند (
نه وارد شده به اندازه اي بزرگ باشند كه يك هموسيت نتواند بيگانه وارد بدن ميگو شوند و يا اينكه عوامل بيگا

آن را ببلعد، چندين هموسيت با يكديگر همكاري كرده و عوامل بيماريزا را محاصره مي كنند كه به اين دو 
  ).( Söderhäll, 1996پديده به ترتيب تشكيل ندول و كپسوله كردن گفته مي شود 

دهند ول شناسايي عوامل مهاجم بوده و با يكديگر تشكيل ندول پروتئيني ميها مسئسلولهاي سمي گرانولار سلول
  ).Aguirre- Guzman et al., 2009شوند (و باعث فعال سازي سيستم پروفنول اكسيداز مي

شود، اين زوم توليد ميهاي درون سلولي پراكسييك آنزيم درون سلولي است كه توسط اندامك پراكسيداز
-سلولي محسوب ميلي با غشاي دو لايه ليپيدي كه در واقع به عنوان سيستم گوارش دروناندامك درون سلو

سازي راديكالهاي آزاد ديده سلولي، ذرات غذايي، عوامل پاتوژن و خنثيشود، در هضم ساختارهاي آسيب
ث افزايش تعداد گيرد، باعاكسيژني نقش بسزايي دارد و هنگاميكه آبزي در مواجهه با عفونت يا آلودگي قرار مي

  پراكسي زوم سلولي مي شود و بدين ترتيب راديكالهاي آزاد را بلوكه كرده و مانع اكسيد شدن چربيها مي شود .
دهد. در دفاع آنتي اكسيداني، سوپر اكسيد ديسموتاز اولين آنزيمي است كه به راديكال هاي اكسيژن پاسخ مي

ها براي دفاع موثر عليه دهد و يكي از مهم ترين آنزيمسيداتيو ميهمچنين، اين آنزيم بيشترين پاسخ را به تنش اك
7
ROS ) استTrenzado et al., 2008) سوپراكسيد ديسموتاز تشكيل هيدروژن پراكسيد (H2O2 را با استفاده از (

و  ) در سلولSOD). فعاليت سوپراكسيد ديسموتاز (Tseng et al., 2009كند (هاي سوپراكسيد تسريع ميراديكال
  هاي مرتبط با استرس اكسيداتيو، حياتي است.هاي خارج سلولي، براي جلوگيري از بيماريمحيط
باشد.  يا پروفنل اكسيداز يك پاسخ دفاعي قوي مادرزادي در مقابل اجرام غيرخودي در بدن مي proPOسيستم 

در ديواره  3و  1يها يا بتاگلوكان اين سيستم با شناسائي ليپوپلي ساكاريدها يا پپتيدوگليكانها در ديواره باكتر
دهد كه اين سيستم در مقابل حضور عوامل  شود. اين موضوع نشان مي قارچها در كمتر از چند دقيقه فعال مي

باشد كه هم نقش آنزيم تيروزيناز را داشته  اي مي شود. اين آنزيم با تركيبات مس و عمل دوگانه بيماريزا فعال مي
شود. ماده فنل در حضور اكسيژن، اكسيد شده و به  واكنش ملانوزه شدن مي و همچنين موجب تسريع در

شود و اين مواد خاصيت ضدميكروبي و از بين بردن ذرات  كوئينون تبديل شده و اين ماده باعث ايجاد ملانين مي
 عامل بيماري را  دارند.

راسيلاريا كورتاكا به عنوان در مطالعه حاضر، به بررسي تاثير مخمر ساكارومايسييس سروزيه و جلبك گ 
محركهاي ايمني زا در مواجهه با ويروس بيماري لكه سفيد پرداخته شده است. در پايان دوره آزمايش، تعداد 

                                                           
1
. Reactive oxygen species 
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 4466783±241147سروزيه، قبل از مواجهه با ويروس هاي هموسيت كل در تيمار مخمر ساكارومايسييسسلول
 دادند نشان هم به نسبت را داريمعني اختلاف و بود 5911343±144650 كورتاكا گراسيلاريا جلبك تيمار در و

 ترتيببه ويروس با مواجهه از بعد جلبك و مخمر تيمار در كل هموسيت هايسلول تعداد ولي
 پلاسماي كل پروتئين.  نداد نشان داريمعني اختلاف كه بود 11771667±1197032 و 196949±11221031

 7.22±0.14 و 7.28±0.18با مخمر و جلبك در قبل از مواجهه با ويروس به ترتيب  شده تغذيه تيمارهاي در خون
  .نشد مشاهده آنها بين داري معني اختلاف و بود 7.75±0.09 و 7.65±0.21 ويروس با مواجهه از بعد و

ار شاهد ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز قبل از مواجهه با ويروس در تيمارهاي حاوي جلبك و مخمر فقط با تيم
 از پس. بود 6.28±0.15 مخمر تيمار و 6.29±0.08اختلاف معني دار نشان داد و فعاليت آن در تيمار جلبك 

 فعاليت ميزان و نشد داري معني اختلاف جلبك و مخمر حاوي تيمارهاي در آنزيم اين فعاليت ويروس با مواجهه
يم سوپراكسيد ديسموتاز در تيمارهاي تغذيه شده آنز فعاليت ميزان. بود 6.79±0.04 و 6.75±0.09 ترتيب به آن

 مواجهه، از بعد و 1966.67±120.19 و 1983.33±116.67با جلبك و مخمر به ترتيب قبل از مواجهه با ويروس 
. نگرديد مشاهده آزمايشي تيمارهاي اين بين داري معني اختلاف و بود 2373.33±93.33 و 88.19±2466.67
 و 369.33±1.86از در تيمار حاوي جلبك قبل و بعد از مواجهه با ويروس اكسيد فنول آنزيم فعاليت
 اين كه بود 577.00±3.61 و 360.00±1.15 ويروس با مواجهه از بعد و قبل مخمر  تيمار در و 2.60±597.33

  نشان دادند.صدم  5در سطح  داريمعني اختلاف آزمايشي تيمارهاي ديگر با و هم با تيمارها
 Witteveldtباشد (راهكارها در جهت كنترل عوامل بيماريزاي ويروسي، واكسيناسيون ميگوها مي يكي از بهترين

et al., 2005پوستان انجام شده و همگي وجود يك سيستم شبه ). تحقيقات زيادي در مورد سيستم ايمني سخت
زنده  WSSVوع بيماري اند. ميگوهايي كه پس از شيدر ميگو تشخيص داده WSSVسفيد ايمني عليه ويروس لكه

% نشان داده اند، اين مقاومت 94ماه، درصد بقاء نسبي  4مانده اند در مواجهه مجدد با اين ويروس بعد از 
- )؛ لذا ميSanchez, 2010باشد (اند تاييدي بر تقويت سيستم شبه ايمني ميميگوهايي كه قبلاً يك بار عفوني شده

روها با واكسن حاوي ويروس غير فعال شده لكه سفيد مي تواند منجر توان عنوان نمود كه واكسيناسيون پست لا
به افزايش مقاومت و ايجاد يك پاسخ شبه ايمني در ميگوها گردد كه در نهايت با اشغال گيرنده هاي ويروس 

 شده مانع از ابتلا ميگوها در مواجهه با ويروس خواهندهاي غيرفعالسفيد بر روي سطح سلول توسط ويروسلكه
  )Burton et al., 2000شد (

توان به نتايج مطالعه حاضر اشاره كرد كه در تيمار واكسينه با واكسن لكه سفيد، در در تاييد اين مبحث مي
هاي هموسيت كل خون، پروتئين كل پلاسماي )، تعداد سلول26و  18، 9، 3روزهاي مختلف آزمايشي (روز 

سيد ديسموتاز و فنول اكسيداز در ميگوهاي پاسفيد روند افزايشي هاي پرواكسيداز، سوپراكخون، فعاليت آنزيم
داري نسبت به ديگر تيمارهاي آزمايشي بالاتر بود. در پايان دوره آزمايش و قبل از مواجهه با داشت و بطور معني

با  مواجهه از بعد آنها تعداد البته و رسيد 6785777±416821هاي هموسيت به سفيد تعداد سلولويروس لكه
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 اين در خون پلاسماي كل پروتئين همچنين. يافت افزايش 15590667±898524سفيد به ميزان ويروس لكه
  . بود 8.32±0.04 و 7.83±0.06 سفيد، لكه ويروس با مواجهه از بعد و قبل در ترتيب به تيمار،

افت و ميزان آن قبل از مواجهه داري افزايش يطور معنيشده بهميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز  در تيمار واكسينه
 آنزيم فعاليت. رسيد 7.14±0.08 ميزان به سفيد لكه ويروس با مواجهه از بعد و 6.42±0.05با ويروس 
 ميزان به ترتيب به آزمايشي دروه پان در ويروس با مواجهه از بعد و قبل تيمار اين در نيز ديسموتاز سوپراكسيد

-زايش يافت. در نهايت فعاليت آنزيم فنول اكسيداز در تيمار واكسينهاف 3066.67±88.19 و 145.30±2633.33

 و ويروس با مواجهه از قبل 379.33±1.76شده نيز با روندي افزايشي در طي دوره آزمايش به ميزان 
   .رسيد ويروس با مواجهه از بعد 10.27±632.67

وپراكسيد ديسموتاز و فنول اكسيداز هاي پرواكسيداز، سبر اساس نتايج بدست آمده، ميزان فعاليت آنزيم
ميگوهاي پاسفيد در طول دوره آزمايشي و در تمام تيمارهاي آزمايشي، چه قبل و چه بعد از مواجهه با ويروس 

هاي پرواكسيداز، سوپراكسيد ) بيشترين ميزان فعاليت آنزيم>05/0Pلكه سفيد، داراي روند افزايشي بود (
ار واكسينه شده با واكسن لكه سفيد و كمترين در تيمار شاهد مشاهده گرديد. ديسموتاز و فنول اكسيداز در تيم

همچنين ميزان فعاليت آنزيم پرواكسيداز و سوپراكسيد ديسموتاز در تيمار تغذيه شده با جلبك از تيمار تغذيه 
در مورد ميزان ها مشاهده نگرديد؛ اما داري بين آنشده با مخمر بيشتر بود ولي به لحاظ آماري اختلاف معني

 دار مشاهده شد.فعاليت آنزيم فنول اكسيداز، اختلاف معني

با توجه به افزايش تعداد هموسيتها در گروه واكسن كه بصورت معني داري نسبت به گروهي كه واكسن استفاده 
توژن نشده مي توان چنين بيان كرد كه هموسيتها براي افزايش فعاليت فاگوسيتوزي جهت مقابله با اجرام پا

تعدادشان افزايش يافته است. همچنين افزايش فاگوسيتوز باعث افزايش راديكالهاي آزاد اكسيژن مي گردد كه 
اندازه گيري فنل اكسيداز اين مسئله را نشان مي دهد.وبصورت معني داري با تيماري كه واكسن استفاده نشده 

ين آنزيمي است كه به راديكالهاي اكسيژن پاسخ سوپر اكسيداز ديسموتاز اولتفاوت دارد.همچنين به علت اينكه 
 SOD). فعاليت آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز(مي دهد بنا براين در گروهي كه در معرض واكسن قرار دارند ميزان 

فعاليت پر اكسيداز پلاسما بسيار به وپراكسيداز بصورت معني داري افزايش داشته واين مسئله را تاييد مي كند.
در طول فاگوسيتوزيس دارد. بطوريكه يكي از راههاي موثر در حذف  (ROS)كسيژن فعال تشكيل و حذف ا

ثابت  اخيرا. Tan et al., 2015, Le Moullac et al., 2000 . اجسام بيگانه همين تركيب سوپراكسيد ديسموتاز است
. 84 مي كندايفا و بخصوص در آسيب هاي اكسيژن پايه نقش فعال در سيستم ايمني ميگو  SODشده است 

از پراسيداز ديسموتاز، كاتاز تشكيل شده كه مي تواند متابوليت هاي مضر از جمله آب  SODاندامك هاي داراي 
 ,.Wang et al)اكسيژنه موجود در آبهاي غير سمي و يا اكسيژن توليدي در پروسه اكسيداسيون را خنثي نمايد 

2012) .Yan et al., 2010  در كبد، قلب و آبشش به ترتيب ز ديسموتاز پس از عفونت گزارش داده است پراكسيدا
  مشاهده شده است ولي مقدار آن در كبد و آبشش كاهش مي يابد. 
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Abstract 
The aim of this study was to evaluate the efficacy of white spot virus vaccine produced by gamma iradiation in 

the face of Litopenaeus vannamei in comparison with Gracilaria corticata and Saccharomyces cerevisiae Seven 

hundred and twenty healthy shrimp SPF L. vannamei subadult with average weight of 10±1.02 g were collected 

and divided into 8 groups. The first group (T1) was fed with commercial pellet as control. The second group 

(T2) was fed with S. cerevisiae added to shrimp feed (1 g/Kg), the third group (T3) G. corticata so that algae 

Gracilaria were dried and added to shrimp feed at the rate of 1500 mg per kg and finally, the fourth group (T4) 

was vaccination group which the shrimp were exposed to the vaccine and injected intramuscularly gamma 

irradiant WSSV (1µl/gbw) for 10 days. The shrimps of all groups were then injected with WSSV and maintained 

for 25 days. Results indicated that the survival rates for groups T4, T3 T2 and T1 were 57.05±3.52%, 

22.5±0.5%, 15±1.05% and 00.0±0%, respectively. Ultimately, at the end of the study the shrimp group T4 

showed higher hematological data: THC, TPP, SOD, POD and PO. The study concluded that gamma irradiant 

WSSV is effective immunostimulants in shrimp L. vannamei and the immunity has better performances than 

those of the G. corticata and S. cerevisiae. 
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