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 زای مهم در صنعت پرورش میگو است. این ویروس نه تنها در میگو بلکه در سایر سندرم لکه سفید یکی از عوامل بیماری ویروس چکیده:

 و از نظر وجود ویروس سندرم لکه سفید با استفاده از آزمون  ،آوریهای میگوی عفونی از جنوب ایران جمعپوستان وجود دارد. نمونهسخت

Nested PCR تریفوژ و فیلتراسیون جداسازی، و در بدن خرچنگ دراز تکثیر داده شد. بررسی شدند. ویروس از میگوهای عفونی شده به روش سان

سازی، و از راه مشاهده با میکروسکوپ الکترونی این ویروس از همولنف خرچنگ عفونی به روش شیب غلظت سوکروز و اولتراسانتریفوژ خالص

سازی . غیرفعالشدروزه انجام  68تا  0ی در دورهببری سبز  %( در پست لاروهای یک گرمی میگو08ی تأیید شد. تیتراسیون ویروس )دز کشنده

% ویروس زنده و 08ی و تیمار با فرمالین انجام شد. دز کشنده MeV68ی الکترون با انرژی دهندهویروس به روش پرتوتابی با استفاده از شتاب

محاسبه شد. تیتر ویروس  68Dو ارزش  ،ترسیم Origin6افزار از نرم پایندگی با استفاده های پرتوتابی شده به روش کربر محاسبه، منحنی دز/ویروس
ژن ویروسی پرتوتابی دست آمد. این آنتیه ب kGy 69 سازی این ویروسی الکترون برای غیرفعالو دز بهینه ،لیتر% در هر میلی08ی دز کشنده 9/680

 شود. تواند در آینده برای ارزیابی سیستم ایمنی میگو استفادهشده می
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Abstract: White spot syndrome virus is a major pathogen in cultured penaeid shrimp industries. The 

virus not only is present in shrimp but also occurs in marine crustaceans. The infected shrimp samples were 

collected from south of Iran and the infection was confirmed by Nested PCR. WSSV was isolated from the 

infected samples by centrifugation and filtration and multiplied in crayfish by intramuscular inoculation. 

WSSV was purified from the infected crayfish haemolymph by sucrose gradient and ultracentrifuge, and 

then confirmed under electron Microscopy. In vivo virus titration was made in Penaeus semiculcatus in a 

period of 8-10 days, and calculated as LD50. WSSV was inactivated by the 10-MeV electron accelerator 

and formalin treatment. The LD50 of the live virus and the irradiated virus samples were calculated by the 

Karber method. The dose survival curve for the irradiated and non-irradiated virus samples was drawn by 

Origin 6.1 software and D10 Value factor was calculated according to the curve. In vivo titration of the live 

virus stock obtained was 10 
5.4

 LD50/ ml and the optimum dose of the electron beam for inactivation of 

WSSV was obtained as 13 kGy. The inactivated, irradiated WSSV antigen can be used for the evaluation 

of shrimp immune response in the near future. 
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 مقدمه  .1

در تمام همولنف میگوی عفونی شده  (6)ویروس سندرم لکه سفید

شکل ایدر حال گردش است. این ویریون یک نوکلئوکپسید میله

و یک پوشش  ،nm 908تا  988و طول  nm 08تا  10به قطر 

ای دورشته DNA[. این ویروس دارای ژنوم 9-6لیپیدی دارد ]

[. طبق گزارش لایتنر 9کیلو جفت باز است ] 238بزرگ حدود 

o، این ویروس در دمای 6331در سال 
C08 به مدت min 28،  و

oدر دمای 
C08  به مدتmin  68 د. بسیاری از شوغیرفعال می

o% در دمای 60مواد شیمیایی مثل کلرید سدیم 
C20  به مدتh 

 ، اوزن 29

در دمای اتاق، عوامل  min  68به مدت g/ml 80/8مانده باقی

ی واکسیناسیون اتر بر این ویروس مؤثرند. ایدهنیز اکسیدکننده و 

رسید پوستان علیه این ویروس به نظر میمیگو یا سایر سخت

شد که این موجودات فاقد پاسخ عملی نباشد، چون تصور می

[. هر چند 0ایمنی اکتسابی، و فقط پاسخ ایمنی ذاتی داشته باشند ]

 که در مطالعات اخیر دیده شده است ماکروسیکلوپوس آلبیدوس 

 شود این که از پاروپایان است سیستمی دفاعی دارد و باعث می

-پوست واکنش ایمنی کارامدتری در برخورد با یک آنتیسخت

که قبلاً با آن برخورد داشته است نشان دهد. بنابراین  انگلیژن 

[. بعدها مشخص شد 1وجود داشته باشد ] (2)شاید ایمنی خاطره

که تحریک ایمنی و واکسیناسیون میگو با ویبریو غیرفعال شده تا 

بیماری  .[0شود ]حدودی باعث حفاظت در مقابل این ویروس می

ای جهانی میگو است که در هسندرم لکه سفید یکی از بیماری

 سایر 

پوستانی مثل خرچنگ نعل اسبی و خرچنگ دراز نیز دیده سخت

-[. در مزارع پرورشی میگو انتقال این ویروس می3، 0شود ]می

[. هدف اصلی از 68تواند توسط آب و غذای آلوده انجام شود ]

سازی ویروس سندروم لکه سفید به ی غیرفعالاین مطالعه، مقایسه

-آنتی یپرتوتابی الکترون و تیمار با فرمالین به منظور تهیه روش

 ژن اولیه برای تولید واکسن غیرفعال علیه این بیماری است. 

 

 هاواد و روش. م2
 گیرینمونه 2.1

های میگو آلوده به ویروس لکه سفید با علائم بیماری از نمونه

آوری، و به روش مزارع پرورشی میگو جنوب، استان بوشهر جمع

Nested RT-PCR  با استفاده از کیتIQ 2000  از نظر وجود

 [.66زا بررسی شدند ]ویروس بیماری
 جداسازی ویروس سندرم لکه سفید و تکثیر آن در خرچنگ دراز 2.2

های میگوی عفونی شده پس از خرد شدن در بافرنمونه بافت

/(Tris HCl mM, NaCl mM,pH )TN 20 400 7 نسبت  به ،4

در  min 68به مدت  g×6088هموژن، و سپس با دور  0به  6

oدمای 
C9  سوسپانسیون بالای آن جداسازی، و  شد.سانتریفوژ

برای تزریق  90/8پس از چند بار عبور از کاغذ واتمن و فیلتر 

از  (9)های دراز کرای فیشبه خرچنگ استفاده شد. خرچنگ

 آوری، و به آزمایشگاهغربی ایران جمع ی ارس در شمالرودخانه

ای کرج انتقال ی کشاورزی هستهتحقیقات آبزیان در پژوهشکده

سوسپانسیون ویروسی به روش داخل عضلانی در بند  داده شدند.

oو در دمای  ،ها تزریقسوم یا چهارم شکمی خرچنگ
C98 نگه-

ی ضد انعقاد روز، همولنف با ماده 0تا  9داری شدند. بعد از 

oترکیب و در فریزر 
C08-  داری به عنوان استوک ویروسی نگه

 [.60-62] شد

  
و مطالعه با میکروسکوپ  WSSVسازی ویروس خالص 2.5

 الکترونی

های آلوده به ویروس برای آوری شده از خرچنگهمولنف جمع

سازی ویروس با گرادیانت سوکروز و اولتراسانتریفوژ خالص

در دمای  h 6به مدت  g×662988با دور  L2-65 Bبکمن مدل 
o
C9  ی اول . رسوب حاصل از مرحلهنددشاستفاده

 60حاوی شیب غلظت سوکروز از  یاولتراسانتریفوژ بر روی لوله

% به آرامی قرار داده، و سپس اولتراسانتریفوژ با دور 90تا 

g×609288  به مدتh 6  در دمایo
C9  انجام شد. باند ویروسی

[. یک قطره از 60 ،61آوری شد ]جداسازی و جمع ،ل مشاهدهقاب

 این ویروس خالص 

 شده بر روی یک گرید از جنس مسِ پوشش داده شده با 

 و با میکروسکوپ الکترونی ،داده فیلم فورموار قرار

ZEISS–EM-900, 80 KV آمیزی منفی با به روش رنگ

 [. 60% مشاهده شد ]2فسفوتنگستیک اسید 

 
  (8)تیتراسیون ویروس در میگو ببری سبز 2.8
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ها از استوک ویروسی همولنف خرچنگ 680تا  68˚ سریال رقت

  6به بچه میگوهای با وزن و ی بافر فسفات استریل تهیه، به وسیله

ای ماهیچهبه صورت درون l 68د.  از هر رقت، شتزریق  g 2تا 

ی بچه میگو و به یک گروه از بچه میگوها یتا 69به یک گروه 

کنترل منفی فسفات استریل تزریق شد. تمام به عنوان بافر 

-که در همه رقت گروه کنترل منفی زنده ماندند در حالیمیگوهای 

، 69مرگ و میر ناشی از عفونت ویروسی اتفاق افتاد ] ،های مختلف

  ریجامیگوهای مرده از نظر وجود ویروس با کیت ت[. 63، 60

Nested PCR-IQ 2000 kit  .بررسی شدند 

 
 دهنده الکترونپرتوتابی با استفاده از شتاب 2.3

و  MeV68دهنده الکترونی با انرژی پرتوتابی با استفاده از شتاب

 mA 2 (IBA Company, Model Rodotron TT200)جریان 

، 0، 9، 6های ویروسی در حالت منجمد با دزهای نمونه انجام شد.

الکترون )سه نمونه ویروسی برای هر دز  kGy 98و  20، 28، 68

 پرتوتابی( پرتوتابی شدند.

  
 ویروس لکه سفید غیرفعال شده با فرمالین 2.6

همولنف خرچنگ دراز عفونی شده به شکل سوسپانسیون 
مخلوط و به  حجمی % حجمی/0/8ویروسی با فرمالین به میزان 

oدر دمای  min68 مدت
C20 داری شد. با استفاده از نگه

oر دمای د h 6به مدت  g98888×سانتریفوژ 
C9،  فرمالین اضافی

از محیط خارج و رسوب حاصل در حداقل حجم بافر فسفات 
 [. 69و به شکل واکسن غیرفعال فرمالینه استفاده شد ] ،استریل حل

 
 ((3)سلامتضرری )آزمون آزمون بی 2.7

عدد میگو با ویروس  68هر گروه میگوی ببری سبز حاوی 

ی الکترون به روش حمامی تیمار شدند. پرتوتابی شده با دز بهینه
های ویروسی پرتوتابی از نمونه 68-9تا  68˚ چنین سریال رقتهم

تهیه، و به منظور تعیین تیتر ویروس  TNشده با الکترون در بافر 
ه میگوها به صورت درون عضلانی تزریق پرتوتابی شده به بچ

ویروسی غیرفعال شده  یاز نمونه 68-9تا   68˚شد. سریال رقت 
و برای تعیین تیتر ویروس فرمالینه به بچه  ،با فرمالین نیز تهیه

های میگو در طی یک هفته میگوها تزریق شد. سپس تلفات گروه
ویروس بررسی، شمارش، و با استفاده از فرمول کربر تیتر 

 محاسبه شد. %08ی برحسب دز کشنده

 

 . نتایج5

 های میگوی عفونی شدهنمونه 5.1

های میگوی عفونی شده از نظر وجود ویروس لکه سفید با نمونه
تأیید  Nested PCRبه روش  IQ 2000استفاده از کیت تجاری 

 شود.دیده می 6در شکل  PCRند که نتایج واکنش دش

 
 

عفونی  یهای میگونمونه Nested RT-PCRواکنش  ینتیجه. 1شکل 

های مثبت جفت باز(، نمونه 090و  198، 999کنترل مثبت ) 60شده، ستون 

منفی در ، کنترل 69و  69، 62، 66، 68، 3، 0، 0، 1، 0، 9، 9، 2های: ستون

 .DNA مارکر 61و  6های و ستون60ستون 
 

 تیتراسیون ویروس پرتوتابی شده و نشده 5.2

% استوک ویروسی زنده به روش کربر حدود 08ی دز کشنده
% از 08ی [. دز کشنده28]ه است لیتر محاسبه شددر میلی 9/680

های ویروسی پرتوتابی شده با الکترون به روش کربر نمونه
چنین شود. هممشاهده می 6که نتایج آن در جدول محاسبه شد 

های ویروسی پرتوتابی شده پایندگی نمونه منحنی دز/ 2در شکل 
و خط منطبق  6شود. مطابق با نتایج جدول با الکترون مشاهده می

شده بر روی منحنی، تیتراسیون ویروس همراه با افزایش دز 

 کم کاهش پرتوتابی کم
% تیتر 38)دز پرتوتابی الکترون که  68Dچنین ارزش یابد. هممی

ی دز بهینه و ،kGy 80/2دهد( حدود ویروسی را کاهش می
 9/680سازی کامل ویروس لکه سفید با تیتر الکترون برای غیرفعال

 ید. برای محاسبهشمحاسبه  kGy 69تا  62، حدود لیتردر میلی
به این ترتیب که  ،استفاده شد 2دز بهینه از معادله خط در شکل 

 2و بار دیگر عدد  ،0جای لگاریتم تیتر ویروسی عدد ه یک بار ب
قرار داده، و دز پرتوتابی محاسبه شد. سپس اختلاف این دو دز 
پرتوتابی که برای کاهش تیتر ویروسی به میزان سه سیکل 

 .شدتقسیم  9لگاریتمی مناسب بود، محاسبه و بر 
 

 فرمالین د غیرفعال شده باتیتراسیون ویروس لکه سفی 5.5

60  61  60   69   69   62   66   68   3   0   0   1   0   9   9   2   6 
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ویروسی غیرفعال شده با فرمالین به  ی% نمونه08ی دز کشنده
 محاسبه شد. 0/686روش کربر حدود 

 

 تصویر ویروس لکه سفید با استفاده از میکروسکوپ الکترونی 5.8

وژ از یهای ویروس لکه سفید به روش اولتراسانتریفویریون
آمیزی منفی روش رنگ آوری، و بههمولنف خرچنگ دراز جمع

 و با میکروسکوپ الکترونی عبوری بررسی شدند. 

 های ویروسی پرتوتابی شده با الکترون% از نمونه08ی دز کشنده .1جدول 
 98 20 28 68 0 9 6 ° )کیلوگری(دز پرتوتابی الکترون 

 0/686 0/686 0/686 0/686 10/686 9/689 0/689 9/680 لیتردر میلی ددرص 08دز کشنده 

 
 

های ویروس لکه سفید پرتوتابی شده با منحنی دز/ پایندگی نمونه .2شکل 

 الکترون.
 

میکروسکوپ الکترونی عبوری از ویروس لکه تصویر  ،9شکل 
داخل شکل پیکان دو و برابر،  698888ی ینماسفید میگو با بزرگ

دهند. در پایین شکل ویروس را نشان می یابتدا و انتهای یک ذره

دو  یبا توجه به فاصله .نشان داده شده است نانومتر 688مقیاس 
ویروسی را حدود  یتوان طول ذرهو مقیاس زیر شکل میپیکان 

 کرد. بیان nm988تا  208
 

 گیری بحث و نتیجه. 8
ها و های غیرفعال از طریق تیمار باکتریتهیه و تولید واکسن

 ساز گزارش شده است.زا با پرتوهای یونهای بیماریویروس
پرتوهای ایکس و گاما  با خواص الکترومغناطیسی، طول موج 
کوتاه و قدرت نفوذ زیاد، بدون ایجاد خواص پرتوزایی در 

دهند، برای پرتوتابی با هدف موادی که تحت تیمار قرار می

ی شوند. مطالعهها استفاده میسازی میکروارگانیسمغیرفعال
ها ی ویروسیزادهند که عفونتهای حیوانی نشان میویروس

ممکن است به طور انتخابی با پرتوتابی تخریب شود، ولی خواص 
[. 26ست نخورده باقی بمانند ]دتوانند ها میژنیک آنآنتی

ها [ پرتوتابی ویروس29[ و گینوزا ]22پژوهشگرانی چون پولارد ]

اند. اسمولکو و لمباردو در ساز را مطالعه کردهبا پرتوهای یون

سازی نسبی رای غیرفعالـا بـامـی گتابـوتـرتـش پاز رو 2880سال 
برفکی، راچر لوکمیا و هرپس سیمپلک  روس تبـو کامل وی

چنین معتمدی و همکاران در مورد [. هم20، 29استفاده کردند ]
 واکسن غیرفعال بیماری تب

 
 

 .تصویر ویروس لکه سفید با استفاده از میکروسکوپ الکترونی .5شکل 

 

ژنیکی آن به بدون تغییر خواص آنتی A87/IRNبرفکی تایپ 

[. نامیکاشی و 21روش پرتوتابی گاما مطالعاتی انجام دادند ]
%( غیر فعال، 0/8فرمالین ) باهمکارانش ویروس لکه سفید میگو را 

چنین ویروس به عنوان واکسن غیرفعال شده استفاده کردند. همو 
oسندرم لکه سفید غیرفعال شده با حرارت 

C18  به مدتmin 68 

[. پرس و 68واکسن غیرفعال شده به کار بردند ] یرا برای تهیه
سه مدل ویروسی متفاوت )پاروویروس  6330همکارانش در سال 

خوکی، اینتروویروس خوکی و ویروس عامل اسهال گاوی( را با 
ها گزارش کردند که ی الکترون پرتوتابی کردند. آنباریکه

های ویروسی پرتوتابی شده در حالت نهنمو 68Dفاکتور ارزش 

این  % فاکتور ارزش آن در حالت منجمد است.13تا  06مایع بین 
سازی همان مقدار ویروس یعنی دز بالاتری از پرتو برای غیرفعال

 [. 20وقتی در حالت منجمد باشد لازم است ]
سازی کامل ی دز بهینه برای غیرفعالدر این پژوهش گستره

ید میگو جداسازی شده از ایران با نتایج آزمون ویروس لکه سف
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چنین دست آمد. همه ب kGy 69تا  62حدود  ،مناسبضرری بی

ویروس با فرمالین نیز انجام شد، ولی فرمالین باعث  سازیغیرفعال

سمیّ در محصول خواهد شد. اگر ویروس لکه  یماندهایجاد باقی
سفید غیرفعال شده با پرتوتابی بدون تغییرات نامطلوب در خواص 

تواند باعث القاء ایمنی در میگو شود و شاید ژنیک باشد، میآنتی
بتواند در آینده برای ایجاد مقاومت در میگوها در آزمون مواجهه 

 .شود با ویروس زنده استفاده

 هانوشتپی
1. White Spot Syndrome Virus (WSSV) 
2. Memory Immunity 
3.  Astacus Leptodactylus 

4. Penaeus Semiculcatus 
5. Safety Tes 
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