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 چکیده
از مزارع  شده آوريجمع میگو عفونی و هاينمونه از باشد. در این تحقیق،زاي مهم میگو میویروس سندرم لکه سفید یکی از عوامل عفونت

گردید.  ییدأت ویروس وجود PCR آزمون طریق از دراز تکثیر و سفید جداسازي و در همولنف خرچنگ لکه ویروس سندروم  بوشهر، استان میگو
و دز  10Dسازي با بیم الکترون انجام شد. ارزش محاسبه و غیرفعال ml50LD 5,410/تیتراسیون ویروس در پست لاروهاي میگو به روش کربر 

دست آمد. ویروس پرتوتابی شده با الکترون به عنوان هکیلوگري ب 13و  85/1سازي این ویروس به ترتیب مطلوب پرتو الکترون براي غیرفعال
50سازي میگو وانامی استفاده شدند. دز حفاظتی الکترون و باکتري ویبریوپاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده به عنوان محرك براي ایمن -واکسن

کننده باکتري ویبریو کننده واکسن الکترون، واکسن الکترون همراه با باکتري ویبریو پرتوتابی شده و گروه دریافتهاي دریافتبراي گروه %
محاسبه شد. درصد بقا نسبی این سه گروه در روش تزریقی به ترتیب  87/2و  30/6، 62/5پرتوتابی شده به تنهایی در روش تزریقی به ترتیب 

در مقابل  2و  1محاسبه شد. با توجه به نتایج آزمون مواجهه دو گروه  %5/12و  %85، %75و در روش حمامی به ترتیب  %22و  72%، 64%
تواند به عنوان یک پاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده می شود که باکتري ویبریوگیري میویروس زنده اثر حفاظتی خوبی نشان دادند. لذا نتیجه

چنین هر دو روش تزریقی و حمامی براي واکسیناسیون میگوها الکترون را در میگوها تقویت نماید. هم -ایمنی اثر حفاظتی واکسنمحرك 
 .باشنددار در درصد بقا نسبی مناسب میبدون اختلاف معنی
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Abstract  
White spot syndrome virus (WSSV) is one of shrimp and other crustaceans' most significant infectious 
agents. This research isolated WSSV from infected shrimp samples collected from Bushehr’s farms. It 
was confirmed by PCR and multiplied in Astacus leptodactylus crayfish hemolymph. Titration of WSSV 
was obtained in postlarvae by the Karber method as 10 5.4 LD50/mL and the virus were inactivated by 
the electron beam irradiation. The electron beams D10 value and optimum dose was obtained at 1.85 and 
13 kGy. Electron beam irradiated WSSV (EBI-WSSV) was used as an electron vaccine to immunize L. 
vannamei. Gamma-irradiated inactivated Vibrio Parahaemolyticus (GIVP) was used as an immune 
stimulant. PD50 was calculated 5.62, 6.30 and 2.87 for the injected groups with EBI–WSSV vaccine, 
EBI-WSSV vaccine+ GIVP and GIVP alone, respectively. The relative percent survival (RPS) values 
were calculated 64%, 72% and 22% for the EBI-WSSV vaccine, EBI-WSSV+ GIVP and GIVP groups by 
injection route and 75%, 85% and 12.5% for these three vaccine groups in immersion route, respectively. 
A significant difference in cumulative mortalities was observed between both vaccination groups (EBI-
WSSV and EBI-WSSV+ GIVP), and the GIVP group (P<0.05). Therefore, two vaccine groups 1 and 2 
induced productivity responses in shrimp against WSSV infection and GIPV enhanced this response. The 
conclusion showed the irradiated Vibrio Parahaemolyticus can be used as an immune stimulator and can 
enhance the protective effect of electron WSSV vaccine. The RPSs in the vaccinated groups by injection 
and immersion routes are without any significant differences. 
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 مقدمه. 1
 کشور و جهان محسوب پروري درهاي آبزيیکی از گونهمیگو 

ترین بیماري که موجب خسارت در صنعت تکثیر و مهمشود. می
 شود بیماري ویروسی سندرم لکه سفید پرورش میگو می

و جنس  1باشد. این ویروس متعلق به خانواده نیماویریدهمی
بوده، میزان مرگ و میر ناشی از این بیماري   2ویسپوویروس

روز بعد از ظهور علائم کلینیکی در  2-7درصد طی  100-70
سه نوع  1992مزارع میگو گزارش شده است. اولین باردر سال 

، تایوان و چین شناسایی شد و درسال این ویروس در تایلند از
این چهارمین نوع از این ویروس در آمریکا شناسایی شد.  1999

تا  9/292حلقوي بزرگی با اندازه  DNAویروس داراي ژنوم 
طیف وسیعی از خانواده  باشد. این ویروس درکیلو باز می 2/307

وستان آبزي به صورت عمودي و افقی انتقال یافته و با پسخت
 . بخش ]1[کند را آلوده می آنهانتایج مرگ و میر متنوعی

هاي هاي جنس ویبریو به طور معمول در محیطاي از گونهعمده
آبی در مناطق گرم یا معتدل یافت شده و از آب، رسوبات، 

چنین پوستان و همها، انواع ماهیان، میگو، سختپالنکتون
گونه ویبریویی که  12. از بین ]3، 2[اند ها جداسازي شدهصدف

مولد بیماري غذا زاد در انسان هستند، گزارشات فراوانی اهمیت 
هاي ویبریو کلرا و ویبریو پاراهمولیتیکوس را نشان بالاتر گونه

. ویبریو پاراهمولیتیکوس نیز باکتري گرم منفی، ]3، 2[ اندداده
دوست است قدرت تحمل نمک هوازي و نمکي بیتخمیرکننده

 بالا در این باکتري سبب شده است که جز فلور میکروبی 
. ویبریوپاراهمولیتیکوس ]5، 4[هاي شور باشد ها و آبخلیج

یکی از جانداران عامل بیماري ویبریوزیس در میگو و یکی از 
زاي مشترك آبزیان و انسان است، به طوري که در عوامل بیماري

س یک گزارش، . براسا]6[نماید انسان ایجاد گاستروآنتریت می
هاي عامل بیماري ویبریوزیس در میگوي ببري مهمترین گونه

سیاه ویبریوآلجینولیتیکوس، پاراهمولیتیکوس و انگوئیلاروم 
ترین راهبرد کنترل . واکسیناسیون مهم]8، 7[ معرفی شده است

هاي ویروسی استفاده از ر برابر بیماريو پیشگیري است. د
سازي پرتوهاي یونیزان یک روش بسیار قابل اعتماد در غیرفعال

 هاي غیرفعال به اي تولید واکسنرها است. امروزه بویروس
 ساز) بسیار مورد توجه اي (پرتوهاي یونهاي هستهروش

هاي آور را بر ویژگیترین اثر زیانباشند. زیرا این روش، کمیم
ژنی سازي را بر ذرات آنتیترین اثر ایمنآنتی ژنسیتی و بیش

سازي ریزجانداران . به طور کلی، غیرفعال]9[ ریزجانداران دارد

                                                           
1. Nimaviridea 
2. Wispovirus 

هاي غیرفعال با استفاده از مواد شیمیایی نظیر در واکسن
هاي فیزیکی روشها و یا فرمالدئید، بتا پروپیولاکتون، آزیریدین

دهی، پرتوتابی با پرتو فرابنفش و یا پرتوهاي چون حرارتهم
. ]10[ پذیر استساز مثل پرتو گاما و الکترون امکانیون

سازي ریزجانداران به کمک مواد شیمیایی به ویژه غیرفعال
هاي ژنآنتیفرمالین و بتا پروپیولاکتون ممکن است با تغییر 

ها، سطحی ناشی از ایجاد پیوندهاي متقاطع در ساختار پروتئین
ژنی مورد نیاز هاي آنتیتوپسبب از بین رفتن و یا کاهش اپی

 .   ]11[ براي تحریک دستگاه ایمنی شود
رهاي رتوتابی با پرتو گاما، به عنوان یکی از قدرتمندترین ابزاپ

سازي بسیاري از استریل کردن وسایل پزشکی، براي ایمن
رود. به علاوه، از پرتو گاما براي محصولات زیستی به کار می

زاي بسیار خطرناك مثل ویروس سازي عوامل بیماريغیرفعال
عنوان یکی از . پرتوتابی گاما به ]11[ نیز استفاده شده است ابولا

سازي ریزجانداران قدرت نفوذ خوبی هاي فیزیکی غیرفعالروش
داشته و در صورت استفاده با دز مناسب، ضمن تخریب 
اسیدهاي نوکلئیک و از بین بردن قدرت تکثیر ریزجانداران، در 

تري در مقایسه با مواد شیمیایی آسیب ساختاري کم
به طور کلی، پرتوتابی آورد. ژنی به وجود میهاي آنتیپروتئین

ها و ساختار ویروس ترین تغییرات مولکولی را در پروتئینکم
زایی ویروس و عدم کند. از بین رفتن توان عفونتایجاد می

هاي ساختمانی دناتوره شدن و عدم تغییر شکل فضایی پروتئین
هاي ایمنی آن که موجب حفظ توانایی ویروس در القاي پاسخ

شود با بادي ضدویروس میهاي آنتیخو تحریک پاسسلولی 
، 9[استفاده از پرتوتابی ویروس با پرتو گاما گزارش شده است 

هاي علاوه بر اثر تخریبی مستقیم پرتو بر مولکول. ]12-15
ساز دهنده ژنوم ویروس، اثرات غیرمستقیم پرتوهاي یونتشکیل

هاي آب شده که منجر به تولید سازي در مولکولباعث یون
هاي آزاد اکسیژن شد و به عنوان سازوکار دیگري در رادیکال
ساز ذکر شده سازي ریزجانداران توسط پرتوهاي یونغیرفعال

هاي پرتوتابی شده، عدم از مزایاي دیگر واکسن ]15-12[است 
مانده در بدن میزبان است، در حالی که در استفاده از ایجاد باقی

هاي غیرفعال با مواد شیمیایی از جمله فرمالین یا واکسن
هایی ماندهها ممکن است حاوي باقین واکسنها، ایآزیریدین

 زاییها باعث مسمومیتکنندگان این واکسنباشند که براي مصرف
هاي تر باکتري. بیش]15-13[یک شوند ژآلرهاي یا واکنش

اکثر آبزیان قدرت رشد مثبت دوست خانواده ویبریو در نمک
پوستان داشته و به عنوان محرك سیستم ایمنی در سخت

شوند. در این تحقیق از باکتري ویبریو استفاده می
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باشد و به ازي میگو میپاراهمولیتیکوس که از عوامل بیماري
سازي شده است استفاده شده است. روش پرتوتابی گاما غیرفعال
ساز الکترون بر کاهش اثر پرتوي یونهدف از این تحقیق بررسی 

چنین زایی ویروس سندرم لکه سفید میگو و همخاصیت عفونت
استفاده از باکتري ویبریوپاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده با 
پرتوگاما در تقویت اثر حفاظتی واکسن پرتوتابی شده بیماري 
 ویروسی سندروم لکه سفید میگو به روش تزریقی و حمامی 

 باشد.می
 

 روش کار و مواد .2
 سازي استوك ویروس سندروم لکه سفیدآماده 2.1

پرورشی سندرم لکه سفید از مزرعهمیگوهاي مشکوك به بیماري 
از د عفونت ویروسی یآوري شد. براي تأیاستان بوشهر جمع در

براساس راهنماي کیت تشخیصی تجاري   nested PCRروش
IQ2000 TM Taiwan)سوسپانسیون ]17، 16[شد  ) استفاده .

میگوهاي آلوده به ویروس جداسازي  هاياز بافتکه ویروسی
ها براي تکثیر به خرچنگ دراز از هموژنیزه کردن آنشدند پس 

راي استفاده شدند. ب Astacus leptodactylusآب شیرین 
 45/0خرچنگ از فیلترهاي ها از همولف جداسازي ویروس

میکرون استفاده شد. استوك ویروس سندرم لکه سفید تهیه 
 .]22-18[ گذاري شدنام /2010/1WSSV/IRNایران را  شده در

 
هاي الکترون ویروس و تیتراسیون نمونهدزیمتري، پرتوتابی  2.2

 ویروس پرتوتابی شده و نشده
پرتوتابی الکترون دراین پروژه از سیستم پروتودهنده  براي

اي، مرکز یزد استفاده الکترون در پژوهشگاه علوم و فنون هسته
 IBA دهنده الکترون ساخت شرکتشد. این سیستم یک شتاب

  2و جریان  Mev 10با انرژي  200Rodotron TTمدل 
و  FWTآمپر بود. دزیمتري با استفاده از دزیمترهاي میلی

CTA هاي آلوده به هاي همولف خرچنگانجام شد. نمونه
دقیقه)  10و  g500 ،˚C 4×ویروس را پس از سانترفیوژ با دور (

داري نگه -70فریزر  لیتري تقسیم و درمیلی 3هاي در ویال
رایط انجماد همراه با یخ ها را در ششدند. همولف خرچنگ

، 5، 3، 1، 0خشک براي پرتودهی به یزد فرستاده و با دزهاي 
کیلوگري پرتوتابی شده و مجدداً جهت  30و  25، 20، 15، 10

 %50سازي بر روي میگو و تعیین دز کشنده تأیید غیرفعال
)50LD گروه پست لارو  45منتقل گردید. تعداد  -70 ) به فریزر

پست لارو انتخاب 12گرمی که هر گروه شامل  2تا  1میگو 
  TNنمونه از ویروس پرتوتابی شده و نشده در بافر شدند و هر

Tris)/ استریل HCl  mM and NaCl  mM ,  pH )− =20 400 7 4 
از  1، 10-1، 10-2 ،10-3 و 10-4رقیق شدند. سریال رقت شامل 

میکرولیتر ویروس رقیق شده به  10 ویروس تهیه و به هر گروه
صورت داخل عضلانی تزریق شد. یک گروه به عنوان شاهد که 

ها تزریق شد در نظر گرفته شد استریل به آن TNفقط بافر 
هر روز  . میزان تلفات پست لاروهاي میگو تا یک هفته]24، 23[

هاي درصد نمونه 50شمارش شد و به روش کربر دز کشنده 
ویروسی شاهد و پرتوتابی شده در دزهاي مختلف به عنوان تیتر 

افزار ]. سپس با استفاده از نرم25ویروس محاسبه گردید [
Origin /دست آمدههپاسخ براي تیترهاي ویروسی ب نمودار دز 
هاي پرتوتابی شده با دزهاي مختلف الکترون ترسیم شد در نمونه

(دزي از  10Dو با کمک معادله خط عبوري از نمودار ارزش 
جمعیت  پرتوگاما که قادر به کاهش یک سیکل لگاریتمی از

سازي کامل این هاست) و دز مطلوب غیرفعالمیکروارگانیسم
 ویروس محاسبه شد.

 
دزیمتري و  ویبریوپاراهمولیتیکوس وسازي باکتري آماده 2.3

 پرتوتابی گاما باکتري
  :ATCC)17802(با شناسه  1باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس

از دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران تهیه و در محیط کشت 
) که شامل سه درصد کلرید TSBمایع تریپتیک سوي برات (

تقسیم شد. میلی لیتري  5هاي سدیم بود کشت داده و در ویال
هاي باکتري لیوفیلیزه شده و سپس توسط گاما سل هنمون

 MDS Nordion(شرکت سازنده  60-تحقیقاتی با چشمه کبالت
) و اکتیویته Gy/secگري بر ثانیه ( 8/4از کشور کانادا با نرخ دز 

) پرتوتابی شدند. دزهاي متفاوت از پرتو گاما Ciکوري ( 20469
کیلوگري استفاده شدند. باکتري  8 و 7، 6، 5، 4، 3، 2، 1شامل 

پرتوتابی شده و نشده براي تعیین عیار باکتري به روش تشکیل 
 ) و سپس رسم نمودار دز/CFU( لیترواحد کلونی در هر میلی

استفاده شد. دز مناسب  1/6Origin افزارپاسخ با استفاده از نرم
بهترین با کمک این نمودار و معادله   10Dسازي و ارزش غیرفعال

پاسخ محاسبه شدند. این باکتري  خط عبوري از نمودار دز/
پرتوتابی شده به عنوان یک محرك ایمنی براي تحریک سیستم 

 .]26[ایمنی استفاده شد 
 
فرمولاسیون واکسن پرتوتابی شده ویروس سندرم لکه سفید  2.4

 میگو با بیم الکترون
سندرم لکه سفید غیرفعال شده با پرتوي الکترون به ویروس 

الکترون در نظر گرفته شد و در روش تزریقی به  -عنوان واکسن
                                                           
1. V. Paraheomolyticus 
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میکرولیتر به هر میگو تزریق شد و در روش حمامی  60میزان 
چنین لیتر آب اضافه گردید. هم 40میلی لیتر در هر  4به میزان 

اراهمولیتیکوس با در گروه دیگري از میگوها باکتري ویبریرو پ
میلی لیتر  100به صورت لیوفیلیزه و در  CFU/mL 910 تیتر

با  1:1استریل حل شده و به نسبت  (PBS)بافر فسفات سالین 
میکرو لیتر به هر میگو  60الکترون مخلوط و به میزان  -واکسن

باشد. می CFU 610×3تزریق شد. میزان باکتري براي هر میگو 
ق قبل از مخلوط باکتري ویبریو در روش حمامی هم مطاب

میلی لیتر در هر  4الکترون به میزان  -پرتوتابی شده و واکسن
 جا باکتري ویبریوپاراهمولیتیکوسلیتر آب اضافه گردید. در این 40

که به روش پرتوتابی گاما غیرفعال شده بود به عنوان یک 
 محرك ایمنی مورد استفاده قرار گرفت.

 
 هاي میگوواکسیناسیون گروه 2.5

هاي پرتوي الکترون واکسنسازي ویروس با پس از غیرفعال
غیرفعال شده در حالت منجمد به پژوهشکده میگو بوشهر 

گرمی انتخاب شد هر  10منتقل شدند. شش گروه میگو بالغ 
الکترون -عدد میگو بود. به گروه اول واکسن 12-10 گروه حاوي

د پرتوتابی شده که حاوي سوسپانسیون ویروس سندرم لکه سفی
به روش بیم الکترون بود به صورت داخل عضلانی تزریق گردید. 

الکترون همراه با باکتري ویبریو  -به گروه دوم واکسن
پاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده و به گروه سوم فقط باکتري 
ویبریو پاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده به تنهایی و به صورت 

یمنی تزریق گردیدند. میزان داخل عضلانی به عنوان محرك ا
میکرولیتر و در دو دز به فاصله  60تزریق هر واکسن به هر میگو 
هر سه گروه میگوهاي واکسینه شده دو هفته در میان انجام شد. 

داري و به روش تزریقی تا دو هفته بعد از دومین تزریق نگه
چنین سه گروه میگوها . همآوري گردیدتلفات شمارش و جمع

ها ولی به روش حمامی قرار گرفتند. تیمار با همین واکسنتحت 
میلی لیتر واکسن در هر  4میزان تلقیح واکسن به روش حمامی 

روز مورد  10هاي حمامی در طی مدت لیتر آب بود. گروه 40
هاي بازرسی قرار گرفتن و هیچ تلفاتی در هیچ کدام از گروه

جدداً نیز مورد سازي ویروس محمامی دیده نشد. لذا غیرفعال
 گرفت. یید قرارأت
 
 آزمون مواجهه با ویروس زنده و ارزیابی اثر حفاظتی واکسن 2.6

در این آزمون ویروس فعال سندرم لکه سفید میگو با تیتر 
که در بدن خرچنگ دراز تکثیر یافته  ml50LD 4/510/مشخص 

بود مورد استفاده قرار گرفت. مواجهه با ویروس زنده در دو هفته 
با  20/1پس از واکسیناسیون انجام شد. ویروس فعال با رقت 

استریل مخلوط شده و به  TNدر بافر  μl 50/50LD 4/210تیتر 
میکرولیتر تزریق  50صورت داخل عضلانی به هر میگو میزان 

گردید. به گروه کنترل مثبت به همان میزان ویروس زنده تزریق 
هاي شد البته این گروه هیچ واکسنی دریافت نکرده بود. در گروه

واکسینه شده و گروه کنترل مثبت به روش حمامی، مواجهه با 
 ولی به میزان  20/1نیز با همان رقت ویروسی  ویروس زنده

میلی لیتر به صورت حمامی انجام شد و تلفات تا دو هفته بعد  4
 از مواجهه بررسی شدند و درصد بقا در هر گروه محاسبه گردید.

 
 ارزیابی درصد بقا نسبی 2.7

در هر گروه  با توجه به درصد تلفات بعد از آزمون مواجهه اول
توان درصد بقا نسبی را در هر گروه میگو واکسینه شده می

 تعیین کرد.
 

100× 
 تلفات گروه تیمار شده
 تلفات گروه کنترل شده

 =   درصد تلفات نسبی

 درصد بقاي نسبیدرصد تلفات نسبی =  -100
 

 آنالیز آماري 2.8
 هاي در دزهاي مختلف آزمایشی به وسیله آنالیز واریانسداده

ي تحلیل و براي مقایسه SPSS 16 افزاریک طرفه در نرم
 داریهاي دانکن در سطح معنها از آزمون چند دامنمیانگین

05/0p< افزار م نمودار از نرمسراي رین بچناستفاده شد. هم
Excel  استفاده شد. 

 

 نتایج .3
روس لکه یهاي میگو عفونی شده با ونمونه PCRنتیجه آزمون 

 شود.مشاهده می 1سفید در شکل 
 

 
 هاي میگو عفونی شده با ویروس لکه سفیدنمونه PCRآزمون  نتایج. 1شکل 

نمونه میگو  15 و تعداد  bp 250-10000DNA ladder (از چپ به راست
 .)عفونی شده با ویروس لکه سفید
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سازي کامل الکترون جهت غیرفعالنتیجه تعیین دز بهینه  3.1
 ویروس سندرم لکه سفید

) استوك ویروسی زنده به روش 50LDدرصد ( 50دز کشنده 
4/5حدود که ، ]25[کربر محاسبه شد 

دست هدر میلی لیتر ب 10 
هاي ویروسی پرتوتابی شده درصد نمونه 50آمد، دز کشنده 

الکترون به روش کربر نیز محاسبه گردید که نتایج آن توسط 
کاهش تدریجی تیتر ویروسی با افزایش دز پرتوتابی الکترون را 

هاي منحنی دز/ پاسخ نمونه 2 ]. در شکل27دهد [نشان می
خط شود. مطابق با ویروسی پرتوتابی شده با الکترون مشاهده می

منطبق شده بر روي منحنی، تیتراسیون ویروس همراه با افزایش 
(دز  10Dچنین فاکتور یابد. همکم کاهش میدز پرتوتابی کم

 .دهد)تیتر ویروسی را کاهش می %90پرتوتابی الکترون که 
کیلوگري محاسبه شد. دز بهینه الکترون براي  07/2حدود 

4/5یتر سازي کامل ویروس لکه سفید با تغیرفعال
 در  10 

 ].27دست آمد [هکیلوگري ب 13لیتر میلی
 
 

 
 

منحنی دز/ پاسخ مربوط به کاهش تیتر ویروس سندرم لکه سفید . 2شکل 
 با افزایش دز پرتوتابی الکترون.

 
 
 

سازي باکتري ویبریوپاراهمولیتیکوس به روش نتیجه غیرفعال 3.2
 لیوفیلیزه

سازي کامل ) بهترین دز غیرفعال1با توجه به نتایج (جدول 
کیلوگري  8لیوفیلیزه باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس در حالت 

 دست آمد.هب
 

صل از آزمون مواجهه با ویروس حا %50نتیجه دز حفاظتی  3.3
 فعال شده با پرتوتابی الکترونغیر

دست آمده در مورد ه) ب50PD( %50با توجه نتایج دز حفاظتی 
توان نتیجه گرفت می رادیو واکسن غیرفعال شده با پرتو الکترون

 در مقابل ویروس فعال با تیترتهیه شده  که واکسن
lμ 50/50LD 4/2

اثر حفاظتی خوبی دارند. نتایج آزمون  10 
مواجهه دو هفته پس از آخرین واکسیناسیون به صورت دز 

براي رادیوواکسن الکترون، رادیوواکسن  )50PD( 50حفاظتی 
الکترون همراه با باکتري غیرفعال شده به روش پرتوتابی به 

با توجه نتایج دز حفاظتی  .محاسبه گردید 30/6و  62/5ترتیب 
50% )50PDدست آمده در مورد رادیو واکسن غیرفعال شده ه) ب

با پرتو الکترون اثر حفاظتی این رادیو واکسن وقتی از باکتري 
زمان با ویبریو غیرفعال شده به عنوان یک محرك ایمنی هم

که تر از وقتی است تزریق رادیو واکسن استفاده شده، بیش
 رادیوواکسن بدون باکتري ویبریو مورد استفاده قرار گیرد.

 
هاي میگو تعیین درصد تلفات و درصد نسبی بقا در گروه 3.4

 حمامی واکسینه شده به روش تزریقی و
مقاومت علیه عفونت ویروس لکه سفید در  2طبق نتایج جدول 

رادیوواکسن میگو با استفاده از رادیوواکسن الکترون به تنهایی و 
الکترون همراه با باکتري ویبریو غیرفعال شده بعد از آزمون 

داري را با مواجهه اول به روش تزریقی و حمامی اختلاف معنی
میزان بقاي میگوهاي گروه کنترل مثبت (کنترل ویروس) پس 

 ).>05/0P(دهد بـا ویروس زنده نشان می از انجام مواجهه
 

 میانگین نتایج رشد باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده با دزهاي مختلف در حالت لیوفیلیزه. 1جدول 
 انحراف معیار ±میانگین  تکرار 2تکرار   1تکرار  دز پرتوتابی (کیلوگري) / تکرار

0 1010 × 3/2 1010 × 3/3 1010 × 5/2 1010×35/0  ±1010×7/2 
1 910 × 8/1 910 × 8/0 910 × 7/0 910×61/0 ± 910×1/1 
2 810 × 2/1 810 × 1/1 810 × 7/0 810×26/0  ±810×1 
3 710 × 7 710 × 9 710 × 5/9 710×3/1  ±710×5/8 

4 610 × 7/5 610 × 9 610 × 1/4 610×5/2  ±610×3/6 
5 510 × 2/5 510 × 8. 510 × 1/4 510×2  ±510×7/5 
6 410 × 9/4 410 × 6. 410 × 1/1/3 410×2  ±410×6/4 
7 210 × 9/5 210 × 8/3 210 × 1/1/6 210×2  ±210×6/4 
8 110 × 0 110 × 0 110 × 0 110 × 0 

x393/0-72/4=Y 

6 

5 

4 

2 

3 

1 

° 
° 2 4 6 8 10 

 کیلوگري -دز پرتوتابی 

س
رو

روی
تیت

م 
ریت

گا
ل
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میگو ایمن شده با واکسن الکترون همراه با مقایسه درصد بقا نسبی در گروه میگو ایمن شده با واکسن الکترون علیه ویروس سندرم لکه سفید و گروه  .2جدول 
 باکتري ویبریوپاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده به روش تزریقی و حمامی در زمان دو هفته پس از مواجهه با ویروس زنده

 

 بحث نتیجه و .4
قابل توجه است که کاربرد مواد شیمیایی مختلف به منظور 

. اما از ]30-28[ها بسیار متداول است سازي باکتريغیرفعال
مانده در جایی که در استفاده از این مواد به جا ماندن باقیآن

زا در برابر محصول نهایی و بعضاً مقاومت برخی عوامل بیماري
ز چنین سمی بودن برخی اکننده وجود دارد و همماده غیرفعال

کننده موجب شد که محققین به دنبال مواد شیمیایی غیرفعال
 لذا امروزه توجه به کاربرد  .تري باشندهاي مطمئنروش
سازي ساز) براي غیرفعالاي (پرتوهاي یونهاي هستهروش

هاي باکتریایی و ها و در نهایت تولید رادیوواکسنارگانیسم
گرفته است. پرتوهاي ویروسی به میزان زیادي مورد توجه قرار 

ساز داراي انرژي بالا و قدرت نفوذ زیاد و اثر کشندگی شدید یون
اي به ماندهباشند. اما در هیچ شرایطی در محصول نهایی باقیمی

ها نیز در استفاده چنین امکان فرار ارگانیسمگذارند. همجا نمی
]. تنها اشکال استفاده از این 31باشد [از این روش منفی می
هاي آب ساز از جمله پرتو گاما بر مولکولروش اثر پرتوهاي یون

باشد. اثر پرتو بر می دارنده ارگانیسمموجود در محیط نگه
گردد که هاي آزاد میهاي آب موجب تولید رادیکالمولکول

 .]35-32[ باشنداي واکسن میهژنداراي اثرات مخربی بر آنتی
ژنسیتی بنابراین بهتر آن است که براي حفظ خاصیت آنتی

ارگانیسم را به صورت پودر لیوفیلیزه و یا منجمد به کار برد که 
با توجه به نتایج حاصله از این مطالعه و مطالعه حیدري و 

سازي توان بیان داشت که دز غیرفعال) می2016همکاران (
باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس در حالت لیوفیلیزه نسبت به 

سازي کشت تازه باکتري افزایش یافته و حداقل دز غیرفعال
عدد باکتري در میلی لیتر با پرتو  5/1×1010باکتري با غلظت 

ي کیلوگر 4و به صورت کشت تازه  8گاما در حالت لیوفیلیزه 
رغم مدت الذکر علی]. که با توجه به موارد فوق26باشد [می

سازي باکتري، روش لیوفیلیزه بهتر از روش لتر غیرفعاطولانی
باشد. تهیه و ژن باکتري میکشت تازه به منظور تهیه رادیوآنتی

 ها و هاي غیرفعال از طریق تیمار باکتريتولید واکسن
ساز گزارش شده است. زا با پرتوهاي یونهاي بیماريویروس

کوتاه موجپرتوهاي ایکس و گاما با خواص الکترومغناطیسی، طول
و قدرت نفوذ زیاد، بدون ایجاد خواص رادیواکتیو به منظور 

شوند. مطالعه ها استفاده میسازي میکروارگانیسمغیرفعال
ها ممکن ی ویروسیزاعفونت هاي حیوانی نشان داده کهویروس

است به طور انتخابی توسط پرتوتابی تخریب گردد ولی خواص 
. ]36[تواند دست نخورده باقی بماند ها میژنیک آنآنتی

ساز توسط محققینی از جمله: ها با پرتوهاي یونپرتوتابی ویروس
مطالعه شده است. اسمولکو و لمباردو   ]38[، گینوزا ]37[ پولارد

سازي نسبی از روش پرتوتابی گاما براي غیرفعال 2005در سال 
و کامل ویروس تب برفکی، راچر لوکمیا ویروس و هرپس 

چنین معتمدي . هم]39، 32[سیمپلک ویروس استفاده نمودند 
و همکاران در مورد واکسن غیرفعال بیماري تب برفکی تایپ 

/IRN87A ژنیکی آن به روش پرتوتابی بدون تغییر خواص آنتی
. نامیکاشی و همکارانش ویروس ]24[ گاما مطالعاتی انجام دادند

) غیرفعال نموده و به %5/0لکه سفید میگو را توسط فرمالین (
چنین ویروس عنوان واکسن غیرفعال شده استفاده کردند، هم

روش  هاي واکسنگروه ردیف
 واکسیناسیون

تعداد کل/تعداد  دز واکسن
 تلفات

درصد 
 تلفات

درصد 
 بقاء

درصد نسبی 
 بقاء

P- Value 

 >05/0 %67 75 25 12/3 میکرولیتر 60 تزریقی  الکترون  -واکسن 1

 مخلوط  2
 ویبریو) + الکترون (واکسن

 >05/0 %78 83 17 12/2 میکرولیتر 60 تزریقی 

  - 25 75 12/9 میکرولیتر 60 تزریقی کنترل ویروس پرتوتابی شده 3
  %23/22 27/41 33/58 12/7 میکرولیتر 60 تزریقی کنترل باکتري غیرفعال شده 4
 40میلی لیتر در  4 حمامی الکترون  -واکسن 5

 %75 80 20 10/2 لیتر آب
05/0< 

 مخلوط  6
 ویبریو) + (واکسن الکترون

 40میلی لیتر در  4 حمامی
 %71/85 90 10 10/1 لیتر آب

05/0< 

 40میلی لیتر در  4 حمامی کنترل ویروس پرتوتابی شده 7
 لیتر آب

10/8 80 20   

 40میلی لیتر در  4 حمامی کنترل باکتري غیرفعال شده 8
 لیتر آب

10/7 70 30 5/12%  
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WSSV  غیرفعال شده با حرارتC˚ 60  دقیقه را  10به مدت
. پرس و ]23[ کار بردندهبراي تهیه واکسن غیرفعال شده ب

سه مدل ویروسی متفاوت  1997همکارانش در سال 
(پاروویروس خوکی، اینتروویروس خوکی و ویروس عامل اسهال 

ها گزارش گاوي) را توسط بیم الکترون پرتوتابی نمودند. آن
هاي ویروسی پرتوتابی شده در حالت نمونه 10Dکردند که فاکتور 

باشد، درصد ارزش آن در حالت منجمد می 69تا  51ایع بین م
سازي همان این بدین معنی است که دز بالاتر پرتو براي غیرفعال

]. 40مقدار ویروس وقتی در حالت منجمد باشد لازم است [
. 1 هاي:گرمی با واکسن 10-8هاي میگو واکسیناسیون گروه

سندروم لکه سفید میگو پرتوتابی شده با بیم الکترون به  ویروس
ویروس سندروم لکه سفید میگو پرتوتابی شده با بیم  .2تنهایی 

باکتري ویبریو  .3الکترون همراه با باکتري ویبریو پرتوتابی شده 
گروه کنترل ویروس  .4پرتوتابی شده به تنهایی (کنترا باکتري) 

بی شده در دو دز به فاصله زمانی . گروه کنترل باکتري پرتوتا5
شد. آزمون  حمامی انجام و بار به روش تزریقیدو هفته یک

مواجهه میگوهاي واکسینه شده با ویروس زنده در زمان دو هفته 
  %50ی پس از آخرین واکسیناسیون نشان داد دز حفاظت

ید اثر ؤهاي کنترل منفی مچنین درصد بقا نسبت به گروههم
الکترون و باکتري ویبریو پرتوتابی شده و اثر  حفاظتی واکسن

شود که گیري میترکیبی حفاظتی این دو با هم بود. لذا نتیجه
تواند به عنوان باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس پرتوتابی شده می

الکترون را در میگوها  -یک محرك ایمنی اثر حفاظتی واکسن
هاي واکسینه چنین درصد بقا نسبی در گروهتقویت نماید. هم

داري با هم ندارند شده به روش تزریقی و حمامی اختلاف معنی
باشند. ولی از لذا هر دو روش براي واکسیناسیون مناسب می

تري دارد لذا روش که روش حمامی سهولت اجرا بیشییجاآن
 .باشدپذیرتر میحمامی در عمل امکان
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