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به بیماری نکروز ( Salmo trutta caspius)بررسی حساسیت بچه ماهی آزاد دریای خزر 

های  و تاثیر آن بر فراسنجه Virus (VNN)  Viral Nervous Necrosisویروسیعصبی 

 ناسی و آسیب شناسی بچه ماهی آزاد دریای خزر تغذیه شده ایمنی ش

 Chelorella vulgarisبا جلبک 

 1، سید محمدرضا فاطمی2، شاپور کاکولکی2، سید محمد جلیل ذریه زهرا1افرا صابری ،1حسین عمادی

 واحد علوم و تحقیقات تهران ،دانشگاه آزاد اسلامی 1
 ،علوم شیلاتی کشورموسسه تحقیقات  کشاورزی، ت جهادسازمان تحقیقات آموزش و ترویج وزار  2

 ای آبزیانه بخش بهداشت و بیماری 

 مقاله: نوع

 پژوهشی

 چکیده

 عصبی نکروز ( به بیماریSalmo trutta caspiusبچه ماهی آزاد دریای خزر ) حساسیتدر این تحقیق، 

 آنهاایمنی  های فراسنجهبر  (Chelorella vulgaris) کلرلا ولگاریساثرات جلبک  و نیز (VNN) ویروسی

تکرار تقسیم بندی شدند. به غذای  3تیمار مختلف با  4ماهیان در بچه  .قرار گرفتبررسی مورد 

، Cell/ml  108×1 ، 0به ترتیب برابر با )، مقادیر مختلفی از جلبک کلرلا 3و  2، 1تیمارهای شاهد، 

شدند. در پایان دهی  غذاهفته  8 آنها به مدت گرم غذا( افزوده شد و 450به ازای هر  3×106و 2×107

، پروتئین تام C3 ،C4، انفجار تنفسی، لیزوزیم، IgM)آنها های ایمنی  راسنجهو ف شدهفته هشتم خونگیری 

با سوپرناتانت تهیه شده از انتخاب و از همه تیمارها ماهیانی سپس  مورد سنجش قرار گرفت.و آلبومین( 

تا بیماریزایی ویروس و تغییرات شدند روز پایش  14سازی و به مدت کفال ماهیان بیمار مواجه 

بچه ماهیان این که  . نتایج نشان دادشودمشخص  بچه ماهیان در روند مواجه سازیهای ایمنی  راسنجهف

یک از تیمارها مشاهده  در بافتهای هدف هیچو آثار مخرب ویروس  مقاوم هستند VNNنسبت به ویروس 

ی همچون وجود ترکیباتبه احتمالا ه ک ماهیان شدهجلبک سبب تحریک سیستم ایمنی  این نشد. در واقع

 در آن ارتباط دارد.ها  و انواع ویتامین درنگدانه کاروتنوئی

 مقاله: تاریخچه

 18/10/44دریافت: 

 16/12/44اصلاح: 

 18/01/45پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

 آسیب شناسی

  ایمنی های فراسنجه

 ماهی آزاد

VNN  
IFAT 

 هـمقدم

( یکی از مهمترین بیماری های ماهیان دریایی پرورشی و وحشی Viral Nervous Necrosisنکروز عصبی ویروسی ) بیماری

است که عمدتاً در بچه ماهیان و ماهیان جوان رخ داده و خسارات زیادی را در صنعت پرورش ماهیان دریایی ایجاد می کند. 

ط جهان گزارش شده و می تواند در مناطق دریایی گرمسیری و معتدل شیوع یابد. تا کنون این بیماری در بسیاری از نقا

 ,.OIE, 2010; Cherif et al)گونه از ماهیان دریایی پرورشی و وحشی به این بیماری گزارش شده است  50ابتلای بیش از 

2008.) 

                                                           
 :نویسنده مسئول، پست الکترونیک  zorrieh@yahoo.com 
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عی از اختلالات عصبی همچون رفتارهای شنای غیرمعمول در ماهیان مبتلا به این بیماری، علائم اصلی بیماری با حالات متنو

طور معمول در ماهیان جوان ضایعات با شدت ه )مارپیچی، چرخشی یا خوابیده بر آب با شکمی متورم ( مشخص می گردد. ب

به عنوان بافت های ماهیان بافت های عصبی )سیستم اعصاب مرکزی( و بافت شبکیه چشم بیشتری به چشم می خورند. 

و در این سنین ضایعات نسبت به شبکیه  یستدر ماهیان مسن تر ضایعات گسترده ن می باشند.ف در این بیماری مطرح هد

(. از دیگر علائم این بیماری، تغییر رنگ پوست و عدم تمایل به خوردن غذا Adachi et al., 2008) تمایل بیشتری دارندچشم  

استفاده از مولدین  جمله اقدامات پیشگیرانه علیه این بیماری می توان به از (.Roongkamnertwongsa et al., 2005است )

های پرورش و نگهداری، ضد عفونی نمودن مناسب، استفاده از  شیوهعاری از بیماری، کیفیت تغذیه مناسب، ارتقای 

 جدید وارد شده به مزرعهماهیان قرنطینه و انجام آزمایش های کنترلی بر ، رعایت اصول محرک های ایمنی و پروبیوتیک ها
  .(Samuelsen et al., 2006) نمود اشاره

( و حضور بیش Liza aurataقابلیت ابتلای ماهی کفال دریای خزر )اثبات به انتشار گسترده در جهان و این بیماری با توجه  

 Zorriehzahra et)داز یک دهه در دریای خزر، به عنوان یک تهدید جدی برای آبزیان و صنعت شیلات محسوب می گرد

al.,2005)  .  یکی از گونه های با ارزش دریای خزر که می تواند مورد تهدید این بیماری قرار بگیرد، ماهی آزاد دریای خزر می

 باشد. 

یکی از با ارزش ترین گونه های اقتصادی و بومی دریای خزر ( Salmo trutta caspius Kessler, 1870ماهی آزاد دریای خزر )

در لیست قرمز و در زمره ماهیان در معرض خطر انقراض  IUCNاین ماهی طبق معیارهای . (Emadi,1985) شودب می محسو

نگرانی هایی در رابطه با امکان  VNNمتاسفانه با توجه به ابتلای کفال ماهیان دریای خزر به بیماری  .(Coad, 2000دارد ) قرار

 نیز وجود دارد. ابتلای ماهی آزاد دریای خزر به این بیماری

در آبزیان وجود ندارد اما  VNNبرای بیماری  و موثری درمانی جدیهمچون سایر بیماری های ویروسی آبزیان، ، طرفیاز 

در ماهیانی همچون هامور  زایی این ویروساثرات مثبت جلبک هایی مانند کلرلا و اسپیرولینا بر بهبود آثار بیماری

(Epinephelus marginatus) امید ( بخش بوده استKatharios et al., 2005) . 

به اینکه امروزه بهره گیری از محرک های سیستم ایمنی در کنترل، پیشگیری و درمان بیماری های عفونی  توجههمچنین با 

آبزیان به عنوان یک رویکرد جدید و موثر در آبزی پروری جهان مطرح می باشد، استفاده از ترکیبات طبیعی همچون جلبک 

و کاربران  محققینها نیز با توجه به سازگار بودن آن از نظر مسائل زیست محیطی از اقبال بیشتری در میان  جلبکها و میکرو

برخوردار است. از این رو در این تحقیق علاوه بر بررسی قابلیت بیماریزایی نمونه ویروسی )سوپرناتانت( جداسازی شده از 

ایمنی  های فراسنجهبر  ولگاریس کلرلابه بحث در مورد اثرات جلبک  ،وده دریای خزرآل (Liza aurata)ماهی کفال طلایی 

 بچه ماهی آزاد دریای خزر نیز پرداخته شد.
 

 ها  مواد و روش

 تهیه ماهی
گرم( از مرکز تکثیر و پرورش آزاد ماهیان شهید  8-10دریای خزر )با وزن اولیه  عدد بچه ماهی آزاد انگشت قد1500تعداد 

نر کلاردشت، تهیه گردید و با استفاده از ماشین حمل ماهی مجهز به هواده به محل نگهداری ماهیان در پژوهشکده باه

نگهداری و طی این مدت با غذای  سازگاریانتقال یافت. ماهیان به مدت دو هفته جهت )ساری( اکولوژی آبزیان دریای خزر 

 پایه )بیومار، فرانسه( تغذیه شدند.

  آب ی فیزیکی و شیمیای فاکتورهای اندازه گیری

 ,HI 9828با استفاده از مولتی متر ) pHکنترل کیفیت آب، فاکتورهای دما، اکسیژن و این تحقیق به منظور طی مراحل 

Multiparameter Meter, HANNA Instruments, USA )میانگین مقادیر دما، اکسیژن و شداندازه گیری  روزانه صورت به .

pH  بود. 5/7میلی گرم در لیتر و   8درجه سانتی گراد، 16برابر با به ترتیب 
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  اولیه جهت اطمینان از عدم آلودگی ماهیان  بررسی

و تخلیه مغز و  ندصورت کاملا تصادفی نمونه برداری شده عدد ماهی ب  45درصد آنها یعنی  5در بدو ورود ماهیان، حدود 

غربالگری  سپس آزمایش .در آمد (Pool) تائی 5ت و به صورت گروه های چشم آنها )بافت های هدف این ویروس( صورت گرف

با استفاده از کیت تشخیص سریع بیماری انجام شد تا از عدم وجود ویروس نکروز عصبی در بین ماهیان مورد استفاده در  اولیه

 این تحقیق، اطمینان حاصل گردد. 

 کلرلا ولگاریستهیه جلبک 
از پژوهشکده اکولوژی دریای خزر تهیه گردید. سلول مورد استفاده در این تحقیق،  Chlorella vulgarisکشت خالص جلبک 

های جلبکی با استفاده از لام نئوبار و میکروسکوپ نوری شمارش شدند تا به میزان مورد نیاز برای هر تیمار مورد استفاده قرار 

 .(Guillard, 1973) گیرند

  تیماربندی ماهیان

 12عدد ماهی در  60با تراکم و تکرار  3تیمار مختلف، هر کدام با  4عدد از ماهیان در قالب  720تعدادبندی، جهت تیمار

تیمار به عنوان تیمارهای آزمایشی و  3ی ذخیره، نگهداری شدند.  شدند. سایر ماهیان نیز در حوضچه حوضچه تقسیم بندی

به  لحاظ میزان کلرلای دریافتی در غذا با هم تفاوت داشتند یک تیمار به صورت گروه کنترل در نظر گرفته شد. تیمارها از

، Cell /ml 0 ( به ترتیب مقدار کلرلایی برابر با T3( و سه )T2(، دو )T1یک )و تیمارهای که ماهیان تیمار شاهد،   یگونه ا

 گرم غذا، دریافت نمودند. 450کلرلا به ازای هر  3×106و  2×107، 1×108

 تهیه غذا و غذادهی
ای مورد نیاز هر تیمار با افزودن میزان مشخص کلرلای تعیین شده برای هر تیمار، هر ده روز یک بار تهیه و مورد استفاده غذ

قرار گرفت. جهت تهیه غذا، ابتدا میزان مورد نیاز غذای پایه )بیومار، فرانسه( با توجه به وزن ماهیان هر تیمار و دمای آب 

گرم تعیین شد. سپس  450روز،  10ریکه غذای مورد نیاز برای هر تیمار با تکرارهایش، طی طوه توزین گردید و آسیاب شد. ب

جلبک به میزان معین و بر مبنای مقدار مشخص شده برای هر تیمار رقیق گردید و به غذا افزوده شد. پس از افزودن جلبک به 

. غذادهی نیز به شودآون قرار داده شد تا خشک غذا، خمیر حاصله از مخلوط غذا و جلبک در سینی آلومینیومی پخش و در 

درصد وزن بدن  8هفته اول، به میزان  2بعدازظهر انجام شد. غذادهی در  2صبح و  8بار در روز طی ساعات  2هفته و  8مدت 

 درصد وزن بدن صورت گرفت.  4درصد و  6هفته آخر به ترتیب به میزان  3هفته بعد و نیز  3و در 

 ی )سوپرناتانت(تهیه نمونه ویروس

در کفال ماهیان دریای خزر در مطالعات قبلی به اثبات  ینکروز عصبی ویروس بیماری بیماریزایی ویروس عامل که آنجائیاز 

، نمونه ویروسی )سوپرناتانت( جهت تزریق به ماهیان و انجام مواجه سازی اولیه از (Zorriehzahra et al., 2004)رسیده است 

ز کفال ماهیان دارای علائم بیماری و بر اساس دستورالعمل اجرائی طرح ملی نکروز عصبی ویروسی نمونه های چشم و مغ

VNN تهیه گردید .(Zorriehzahra et al., 2012; Kokawa, 2008) 

 ررسی قابلیت بیماریزایی نمونه ویروسی )سوپرناتانت( تهیه شدهب

بچه عدد از  30کفال ماهیان بیمار، مواجه سازی اولیه ویروس با  بررسی قابلیت بیماریزایی نمونه ویروسی تهیه شده از جهت

انجام شد.  ، پس از طی شدن دوره سازگاری،ماهی گوپیعدد  30نگهداری شده در استخر ذخیره و نیز  ماهی آزاد دریای خزر

در نهایت آب مورد  قابل اجرا باشد.در آن  طور کامله بمواجه سازی در سالنی کوچک انجام شد تا شرایط امنیت زیستی 

بر هر دو نمونه ویروسی  . نتایج تاثیربه چاه های فاضلاب مرکز انتقال یافتو ضدعفونی کلر زنی از طریق استفاده در سالن، 

روز مورد پایش و مراقبت لازم قرار گرفت و علائم احتمالی و مرگ و میر ماهیان ثبت شد  10گونه از ماهیان طی 

(Zorriehzahra et al., 2013 مواجه سازی ویروس با بچه ماهی آزاد دریای خزر از طریق تزریق نمونه ویروسی با استفاده از .)
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سرنگ انسولین یک سی سی به صورت داخل صفاقی در تعدادی از ماهیان آزاد که از حوضچه ذخیره انتخاب شده بودند، 

. دلیل انتخاب (Zorriehzahra et al., 2013)رفتند انجام شد. ماهیان گوپی نیز به شیوه حمام دادن در معرض ویروس قرار گ

 ؛Hegde et al., 2003است ) VNNماهی گوپی این بود که این ماهی از جمله ماهیان مستعد و حساس به ابتلای به 

Zorriehzahra et al., 2013 .) مشاهده مرگ و میر و علائم بیماری در ماهی گوپی حساس بهVNN  نشانه مناسب بودن

 انت تهیه شده جهت القای بیماری در ماهی است. سوپرنات

 مواجه سازی نهایی ماهیان با نمونه ویروسی )سوپرناتانت(

هفته تغذیه با جیره های حاوی مقادیر مختلف کلرلا انجام شد. جهت  8مواجه سازی نهایی در بچه ماهیان آزاد، پس از پایان 

سپس با استفاده ز قبل، از فریزر خارج گردید و در دمای اتاق ذوب شد. رو 3مواجه سازی نهایی، نمونه ویروسی تهیه شده از 

 ماهیعدد  10 به هر ماهی تزریق شد که ذره ی ویروسی 107میلی لیتر نمونه ویروسی حاوی   1از سرنگ انسولین به میزان 

شد ها انجام  برای آنریق تز انتخاب و عدد ماهی از همه تیمارها( 40)مجموعا  به صورت تصادفی ها تیماریک از از هر 

(Husgarõ et al., 2001 )و  روز پس از تزریق، بروز علائم احتمالی بیماری و میزان مرگ و میر، در آنها مورد پایش 14تا  و

 قرار گرفت.مراقبت لازم 

  ایمنی های فراسنجه خونگیری، تهیه سرم خون و اندازه گیری
هفته و قبل از مواجه سازی ماهیان با ویروس )جهت تعیین تاثیر جلبک بر  8خونگیری در دو مرحله، مرحله اول در پایان 

ایمنی  های فراسنجه روز بعد از مواجه سازی )جهت تعیین اثرات ویروس بر 14های ایمنی ماهی( و مرحله دوم، راسنجه ف

ان با استفاده از عصاره گل ابتدا ماهیروز قبل از خونگیری قطع غذا شدند 1ماهیان تیمارهای مختلف( انجام شد. ماهیان 

سپس خونگیری از ناحیه ساقه  . (Zorriehzahra et al., 2013)میخک به میزان نیم میلی لیتر در هر لیتر آب، بیهوش شدند 

نمونه خون جمع آوری شده از طریق سرنگ غیر هپارینه به داخل ویال های (. Mozanzadeh et al., 2015)دمی انجام شد 

 ,Koukusan H-18قال داده شد تا لخته خون تشکیل گردد. ویال ها نیز بلافاصله در سانتریفیوژ یخچال دار )غیر هپارینه انت

Japan  جدا شده نیز با استفاده از  سرمدور در دقیقه جداسازی شد.  1500دقیقه با  5( قرار داده شدند و سرم خون، به مدت

(. Mozanzadeh et al., 2015)درجه سانتی گراد، قرار داده شد  -80 میکروپیپت جمع آوری شد و تا زمان آنالیز در فریزر

، انفجار تنفسی و لیزوزیم بودند که IgM ،C3 ،C4(، Alb)(، آلبومین TPایمنی مورد بررسی شامل پروتئین تام ) های فراسنجه

گاهی )پارس آزمون، تهران، ایران( ( و کیت های آزمایشEurolyser  AU-01 , Austriaجهت تعیین آنها از دستگاه اتوآنالایزر )

  (. Torfi Moazenzadeh et al., 2015استفاده شد )

 آسیب شناسی 
درصد  70ساعت در محلول بوئن )شامل 48تا  24شناسی، نمونه ماهیان مورد نظر به مدت  آسیبهای  بررسی انجامجهت 

درصد قرار داده  70ت و براِی نگهداری، در الکل درصد اسید استیک( تثبی 5درصد فرمالین تجاری و  25اسید اشباع شده، 

شناسی )ثبوت، آبگیری، شفاف سازی، قالب گیری، برش، رنگ آمیزی و مونته  آسیبشدند و پس از انجام مراحل معمول 

به آزمایشگاه   (DHL)جهت انجام بررسی های مورد نظر از طریق پست پیشتاز، اکولوژی دریای خزرکردن( در آزمایشگاه 

تهیه و  ی مغز و چشمها میکرون از بافت 4-6برش هایی با ضخامت ارسال و در آنجا ایتالیا  در کشور OIEنس سازمان  رفرا

 بود. ( H&Eمورد استفاده در این مطالعه، هماتوکسیلین و ائوزین ) آمیزی رنگ(. روش Roberts, 1978رنگ آمیزی شد )

 های مولکولی تائیدی کشت سلولی و آزمایش 

 Nested-RT-PCR آزمایش 

 تکثیر برای PCR روش های بیشتر. است Nested-RT-PCR نوداویروس روش ردیابی مهم برای شده توصیه های از روش یکی

 Nishizawa et al., 1994; Thiery et) شده اند طراحی کند می کد ویروس را کپسید پروتئین که RNA2 از ژن کوچکی قطعه

al., 1999; Grotmol et al., 2000; Skliris et al., 2001) . کیت تجاری )توجه به اختصاصی بودن و حساسیت با از طرفیIQ 
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2000, Taiwan)  ،بدون طراحی و بهره گیری از پرایمرهای خاص و با استفاده از کیت تجاری  آزمایش، این مراحل تمامی

از نمونه   RNAابتدا استخراج ،  IQ2000 تکی سازنده شرکت دستورالعمل طبق ،مربوطه آزمایشانجام شد. جهت انجام مزبور 

 PCRصورت گرفت و در نهایت الکتروفورز محصول  Nested-PCRو  RT-PCRهای  آزمونهای مغز و چشم انجام شد و سپس 

 انجام شد.

  IFAT آزمایش ایمونوفلورسنت
طبق دستورالعمل و  (انزلی) داخلی آبزی پروری آبهای آزمایشگاه پژوهشکده چشم در وبا استفاده از بافت مغز  IFATآزمایش 

OIE ،2013  .انجام شد 

 آزمایش کشت سلول
و در مرحله  SSN-1که در مرحله اول تلقیح نمونه بر روی تک لایه سلولی  صورت گرفتدو مرحله جهت انجام کشت سلولی 

یکروسکوپ اینورت برای روز در زیر م 10دوم بررسی سلول های تلقیح شده، صورت گرفت. سلول های تلقیح شده به مدت 

به  ،(CPE)در صورت بروز آثار  SSN-1(، بررسی گردید. آثار آسیب سلولی در تیره سلولی CPEمشاهده آثار آسیب سلولی)

 (.OIE, 2013بود )مورد انتظار صورت سلولهای گرانوله گرد یا باریک شده، حاوی واکوئل 

مربوطه در  آزمونایتالیا ارسال شد و  کشور در OIE سازمان رفرانس ها جهت انجام آزمایش ایمونوهیستوشیمی به مرکز نمونه

 ,OIEگردند ) می مشخص قهوه ای طلایی رنگ با مثبت موارد نمونه های آلوده،  . در مشاهده میکروسکوپیگرفتآنجا انجام 

2013.) 

 آنالیز آماری داده ها

ایمنی ماهی آزاد دریای خزر از  فراسنجه هایمختلف جلبک بر ها در رابطه با مقایسه تاثیر مقادیر جهت تجزیه و تحلیل داده

استفاده شد. مقادیر به  LSD( و آزمون 18)نسخه SPSS ، نرم افزار (One-wayANOVA)یک طرفه  روش آنالیز واریانس

 قرار ررسیب مورد% 45 اطمینان سطح معنی داری آزمون ها بابیان گردیدند.  (Mean±SE) انحراف استاندارد ±صورت میانگین

برای مقایسه دوتایی و تعیین اثر مقادیر مختلف جلبک بر فاکتورهای مختلف استفاده شد. از ضریب   t-test. از آزمونگرفت

سرمی استفاده گردید. همچنین ترسیم نمودارها در فضای نرم  فراسنجه هایهمبستگی پیرسون نیز برای تعیین رابطه بین 

 شد.( انجام 2010)نسخه  Excelافزار 

 جـنتای

نتیجه تزریق نمونه ویروسی )سوپرناتانت( به ماهیان تیمار شاهد )جهت بررسی قابلیت بیماریزایی نمونه ویروسی جداسازی 

شده از کفال ماهیان آلوده در بچه ماهیان آزاد دریای خزر( منفی بود و هیچگونه علامت بیماری یا مرگ و میر در بچه ماهیان 

در آنها  یشکممحوطه علائمی همچون اگزوفتالمی و اتساع  روز تلف شدند و 10ه ماهیان گوپی طی آزاد مشاهده نشد اما هم

 مشاهده شد.

فراسنجه هفته تغذیه در همه تیمارها )جهت بررسی تغییرات ایجاد شده در  8ایمنی پس از پایان  فراسنجه هاینتایج بررسی 

روز پس از مواجه  14ایمنی،  فراسنجه هایمچنین نتایج بررسی و ه کلرلا ولگاریسسرمی در اثر استفاده از جلبک  های

سرمی در اثر ورود ویروس و مقایسه  فراسنجه های)جهت بررسی تغییرات ایجاد شده در  سازی ماهیان همه تیمارها با ویروس

ارائه شده است.  1تغییرات سرمی پس از تغذیه از جلبک هم در زمان قبل و هم بعد از مواجه سازی با ویروس( در جدول 

در زمان بعد از تزریق بین  C3در زمان قبل و فاکتور  C4و  IgMنتایج نشان دهنده وجود تفاوت معنی دار در فاکتورهای 

 تیمارهای مختلف است. 

و آزمون  CPE ، کشت سلولی و بررسی آثارRT-PCR ،Nested-PCR  ،IFATای آزمون هنتایج بررسی های مولکولی و انجام 

IHC 4تا  1نهایت مطالعات آسیب شناسی، جهت بررسی حضور ویروس در بافت های مغز و چشم ماهی در شکل های  و در 

است و نشانه یا ردپایی از ویروس در  NNVدر برابر  ارائه شده است. این نتایج نشان داد که بچه ماهی آزاد دریای خزر مقاوم
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-RTنتایج الکتروفورز محصول تیمار شاهد، یافت نشد زیرا در بررسی بافتهای ماهیان تیمارهای دریافت کننده کلرلا و نیز 

Nested PCR اندبbp  665  و باند ( 1تشکیل شد )شکلbp284 نشان دهنده عدم  )کنترل مثبت( تشکیل نگردید که این امر

 bp 474و bp 284 باندهای مشاهده بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده کیت،  .است آزمون وجود ویروس و منفی بودن این

نیز  منفی های نمونه در و می شود مشاهده بیماری خفیف حدت در bp 665 وbp 284 باندهای و متوسط حدت با بیماری در

نقاط طلایی براق که نشان دهنده  IFAT آزمونهمچنین در بررسی نتایج  خواهد شد. دیده تنهایی به bp  665 باند تنها 

علاوه بر عدم همچنین  .(3نیز در کشت سلولی مشاهده نگردید )شکل  CPE(، آثار 2کل حضور ویروس است، مشاهده نشد )ش

پادتن و نیز آثار  -که معرف تشکیل کمپلکس پادگن قهوه ای طلایی ، لکه هایبیماریمشاهده نشانه های شاخص 

 دید. (، مشاهده نگر4)شکل  شناسی آسیبهای  و انجام بررسی IHC آزمونواکوئولاسیون در پی انجام 

 
 ( در زمانS. trutta caspiusبر برخی پارامترهای ایمنی بچه ماهیان آزاد دریای خزر ) C. vulgarisمختلف جلبک  غلظتهایاثر  .1جدول 

 (n= 36قبل و بعد از مواجه سازی آنها با ویروس ) 

 T1 T2 T3 Control  ایمنیفاکتور 

Respiratory Burst 

 168±1482 41±1274 114±1441 65±1314 قبل

 102±3064 324±2744 211±2124 206±2830 بعد

Sig. 000/0  002/0  004/0  000/0  

r 430/0  045/0-  172/0-  282/0  

IgM* (mg L
-1

) 

46/170 قبل ± 40/5 a
 23/142 ± 45/11 b

 36/124 ± 45/4 bc
 56/107 ± 25/10 c

 

46/82 بعد ± 64/4 a
 18/82 ± 23/5 a

 20/83 ± 34/6 a
 16/131 ± 58/4 b

 

Sig. 000/0  004/0  024/0  224/0  

r 714/0  434/0-  670/0-  668/0-  

C3* (mg L
-1

) 

81/28 قبل ± 57/2  35/35 ± 42/3  60/24 ± 45/1  45/24 ± 32/3  

81/40 بعد ± 22/4 a
 55/27 ± 38/1 b

 43/20 ± 34/1 b
 40/50 ± 45/3 c

 

Sig. 010/0  068/0  008/0  002/0  

r 710/0  244/0  054/0-  538/0  

C4* (mg L
-1

) 

88/34 قبل ± 24/5 a
 25/24 ± 84/4 a

 50/24 ± 06/1  a
 51/14 ± 77/1 b

 

28/16 بعد ± 65/1  46/16 ± 14/1  23/17 ± 85/1  41/17 ± 80/1  

Sig. 024/0  028/0  015/0  558/0  

r 174/0-  634/0  124/0  013/0-  

Alb (gL
-1

) 

23/2 قبل ± 15/0  40/1 ± 06/0  48/1 ± 07/0  13/2 ± 21/0  

68/2 بعد ± 21/0  08/2 ± 10/0  45/1 ± 22/0  84/2 ± 27/0  

Sig. 108/0  150/0  842/0  135/0  

r 285/0  241/0  445/0  704/0  

TP (gL
-1

) 

86/3 قبل ± 26/0  66/3 ± 12/0  45/3 ± 45/0  63/3 ± 14/0  

33/4 بعد ± 60/0  41/3 ± 21/0  03/3 ± 10/0  88/3 ± 37/0  

Sig. 384/0  264/0  101/0  432/0  

r 544/0  384/0  114/0  620/0  

Lysozyme (IU/ml) 

24/1 قبل ± 17/0  31/1 ± 37/0  61/1 ± 21/0  23/1 ± 15/0  

18/3 بعد ± 82/0  18/2 ± 58/0  54/1 ± 44/0  70/1 ± 15/0  

Sig. 074/0  143/0  474/0  033/0  

r 046/0-  534/0  358/0-  440/0  

حروف مختلف در  (.P<0.05)تیماردر زمان قبل و بعد از مواجه سازی با ویروس است  2در هر ردیف نشان دهنده وجود تفاوت معنی دار حداقل بین *

= ضریب r، 3= تیمار  T3، 2= تیمار  T2، 1= تیمار T1دیف، نشان دهنده وجود اختلاف معنی دار در فاکتور مورد بررسی در تیمارهای مختلف است.یک ر
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واجه سازی های قبل و بعد از م نیز وجود اختلاف معنی دار در یک فاکتور را در زمان Sigردیف  پیرسون یک فاکتور قبل و بعد از مواجه سازی با ویروس.

 دار هستند. نشان دهنده وجود اختلاف معنی 05/0های کوچک تر از  Sigنشان می دهد که 

 

 

( ، bp 333و  bp 848  ،bp 630نمونه های مغز و چشم ماهی آزاد دریای خزر. از چپ به راست: مارکر )  Nested- RT-PCRنتایج  .1شکل 

 (.bp 665ی ) نمونه منف bp 284  ،10کنترل منفی، کنترل مثبت، 

 

                                           

 IFATمنفی در آزمایش  . پاسخ2شکل 

مربوط به نمونه بچه ماهی آزاد دریای 

 )عدم وجود نقاط طلایی براق( خزر
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 (H&E, x40) (S. trutta caspius) چشم  )راست( و مغز )چپ(  بچه ماهی آزادشبکیه لاسیون در مقطع بافت ئوواکو حضورعدم  .5شکل 

 

 بحث

.  یک نمونه مثبت از آزمایش 3شکل 

IFAT در سایر مطالعات قبلی محققین 

(Ghasemi et al., 2013 .) 

 الکف ماهی میانی مغز بافت مقطع

 به آلوده( L. auratus) طلایی

 درخشان طلایی نقاط. بتانوداویروس

 لایه در پادتن - پادگن واکنش از حاکی

 (ها پیکان) .است مغز قشر خاکستری

 (.x10، H&E عدسی )

  

 

که [ CPEعدم مشاهده آثار  .4شکل 

به شکل حفره ای  Nodavirusبرای 

در  ]( می باشدVacoulationشدن )

لقیح شده با نمونه ت SSN-1سلول 

 چشم و مغز ماهی آزاد دریای خزر 
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و نیز اثبات  (Zorriehzahra et al., 2005; 2016) در ماهی کفال طلایی در دریای خزر VNNوقوع بیماری تائید به  توجهبا 

 ;Xylouri et al., 2007) (Acipenser gueldenstaedtii)در تاس ماهی روس  NNV قابلیت بیماریزایی ویروس

Athanassopoulou et al., 2004 ،)نگرانی هایی در رابطه با انتقال بیماری از کفال ماهیان آلوده دریای  طی سال های اخیر

 VNNقابلیت بیماریزایی ویروس مسبب  تحقیقایجاد شده است. بر این اساس، در این  با ارزش خزر به سایر گونه های بومی

ز جنبه زیست محیطی به عنوان در ماهی آزاد دریای خزر نیز مورد بررسی قرار گرفته است زیرا ماهی آزاد دریای خزر هم ا

( اهمیت دارد و هم با توجه به تلاشهایی که جهت اهلی Coad, 2000) گونه بومی دریای خزر که در معرض خطر انقراض است

به عنوان یکی از کاندیداهای مناسب جهت تکثیر ، شده استو معرفی آن به صنعت آبزی پروری کشور  بومی گونه این نمودن

آن برای مدیریت بهتر مزارع تکثیر و  در بیماریایجاد از این رو بررسی شرایط  ،استمطرح ی داخلی ایران و پرورش در آبها

 دارد.بسزائی پرورش آن، اهمیت 

به عنوان یک عامل طبیعی که خاصیت ضد  کلرلا ولگاریساست تا تاثیر جلبک  گردیدهاز طرفی طی تحقیق حاضر تلاش 

( به Kim et al., 2007; Badwy et al., 2008; Xu et al., 2014ر برخی مطالعات )ویروسی و محرک سیستم ایمنی آن د

وجود دارد، بر روی رشد و تحریک سیستم ایمنی ماهی به آسانی اثبات رسیده است و قابلیت تکثیر و کشت آن نیز در ایران 

در راستای ارتقای شرایط پرورش، رشد و  ای نحو شایستهآزاد دریای خزر مورد بررسی قرار گیرد تا بتوان از این پتانسیل به 

کنترل بیماری در ماهی آزاد دریای خزر و یا سایر ماهیان استفاده نمود. بنابراین تحقیقی طراحی شد تا با انجام مواجه سازی 

بافتهای شناسی دقیق، حضور احتمالی این ویروس در  آسیبویروس با ماهی آزاد دریای خزر و بررسی های ایمنی، مولکولی و 

هدف ماهی مورد مطالعه قرار گیرد و در نهایت به نگرانی ها و ابهامات موجود در زمینه قابلیت انتقال بیماری و بیماریزایی 

کلرلا ویروس عامل مرگ و میر کفال ماهیان دریای خزر به ماهی آزاد دریای خزر پاسخ داده شود. از طرفی تاثیر جلبک 
( جهت تغذیه بچه ماهیان آزاد دریای خزر مورد استفاده قرار گرفت، 3×106و 2×107 ، 1×108دوز مختلف ) 3که در  ولگاریس

ایمنی ماهی چه در شرایط قبل از مواجه شدن با ویروس و چه پس از آن، مورد پایش قرار گرفت تا تاثیر  فراسنجه هاینیز بر 

 کارایی سیستم ایمنی آن مشخص گردد.  ارتقایاین میکروجلبک بر 

قابلیت ایجاد بیماری در بچه ماهی آزاد دریای خزر را ندارد و این ماهی در برابر  VNN ویروس این تحقیق نشان داد که نتایج

در صورت استفاده به میزان مناسب، سبب بهبود و ارتقای شرایط  کلرلا ولگاریسویروس مذکور، مقاوم است. از طرفی جلبک 

   دست آمده به تفکیک مورد بحث و بررسی قرار می گیرند.ه ج بایمنی این ماهی می گردد که در ادامه نتای

  ایمنی های فراسنجه

می تواند به  کلرلا ولگاریسایمنی بچه ماهی آزاد دریای خزر، مشخص شد که جلبک  های فراسنجهبا بررسی روند تغییرات 

کار ه سیستم ایمنی این ماهی، دوز ب عنوان محرک سیستم ایمنی این ماهی عمل نماید و موثرترین دوز جهت بهبود کارایی

ایمنی تغییرات فاحشی  فراسنجه های( بود. هر چند برخی گرم غذا 450کلرلا به ازای هر  Cell/ml 108  ×1) 1رفته در تیمار 

و  2، 1)تیمارهای  کلرلا ولگاریسدر ماهیان تیمارهای دریافت کننده  C4و  IgMرا طی دوره آزمایش نشان ندادند اما میزان 

(. در P<0.05سایر گروه ها بود )از نیز به طور معنی داری بیشتر  1در تیمارهای  IgM(  بیشتر از تیمار شاهد بود و میزان 3

در ماهیان فراسنجه در زمان قبل و بعد از مواجه سازی با ویروس مشخص شد که میزان این  IgMمقایسه روند تغییرات 

، هرچند که ماهیان تیمار شاهد، افزایش یافته( و در P<0.05ی داری داشته است )تیمارهای دریافت کننده کلرلا کاهش معن

در زمان بعد از  3و  2، 1ماهیان تیمارهای  IgMاین افزایش معنی دار نبوده است اما به طور معنی داری بیشتر از میزان 

کلرلا ی که از جلبک که ماهیان ستآن ا(. به نظر می رسد که دلیل این امر P<0.05مواجه سازی با ویروس بوده است )
به جهت اینکه سیستم ایمنی شان طی زمان استفاده از جلبک )قبل از مواجه سازی( تحریک  اند،استفاده نموده  ولگاریس

ایمنی تولید شده از قبل، گردید اما سیستم  IgMشده بود، آماده مقابله با ویروس بودند و مواجه سازی با ویروس سبب مصرف 

در گروه شاهد هنوز فعال نشده بود و پس از مواجه شدن با ویروس و در نتیجه تحریک شدن سیستم ایمنی ماهیان  مورالوه

در زمانی طولانی تر در ادامه مصرف خواهد شد که به دلیل اینکه مقدار این  IgMنمود و این  IgMاین تیمار، شروع به تولید 

روز پس از مواجه سازی اندازه گیری شد، نمی توان نظر قطعی در رابطه با  14در تیمار شاهد تنها در پایان زمان  فراسنجه
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نشان دهنده بهبود  IgMروز اظهار نمود اما از آنجائیکه افزایش  14تیمار شاهد در زمانی طولانی تر از  IgMمصرف میزان 

یروس به عنوان یک عامل تحریک (، به نظر می رسد که تزریق وAndersson et al., 1995کارایی سیستم ایمنی ماهی است )

ماهیان تیمار شاهد پس از مواجه سازی با ویروس و دیرتر  IgMکننده سیستم ایمنی ماهی عمل نموده و سبب شده تا  میزان 

ایمنوگلوبین تولید تیمار دیگر که قبلا با دریافت کلرلا سیستم ایمنی شان تحریک شده بود، افزایش یابد زیرا  3از ماهیان 

 باکتریهای و ویروسی سوسپانسیون یا ویروس با مستقیم مواجه طریق از تواند میدر ماهیان استخوانی،  IgMی یا اختصاص

نیز  سلولی داخل های پاتوژن سایر و ویروس به آلوده های سلول طریق از غیرمستقیم طور به و بیافتد اتفاق سلولی خارج

جلبک، در سرم ماهی با مصرف میکرو IgM(. افزایش Aoki et al., 2008; Balfry and Higgs, 2001) شود می حاصل

تغییرات  (.Amaninejad et al., 2013مطالعات دیگری نیز به صورت مشابه با نتیجه تحقیق حاضر گزارش شده است )

ایمنی ایمونوگلوبین در سرم خون بچه ماهی آزاد دریای خزر پس از مصرف کلرلا، نشان دهنده اثر کلرلا بر تحریک سیستم 

و افزایش آن در تیمار شاهد پس از مواجه شدن با ویروس، نشان دهنده    3و  2،  1این ماهی است و کاهش آن در تیمارهای 

که میکروجلبک ها عواملی  اند داده نشان مطالعه این تأیید با مطالعات سایر نتایجاثر مثبت آن جهت مقابله با ویروس است. 

هایی همچون  ایمنی ماهیان مختلف هستند که از آن جمله می توان به میکروجلبک موثر در افزایش کارایی سیستم

Spirulina platensis (Ibrahim et al., 2013 ،)Nannochloropsis oculata (Yanuhar et al., 2011 ،)Chlorella 

minutissima (Katharios et al., 2005 ،)C. vulgaris (Xu et al., 2014 و نیز )Dunaliella salina (Amaninejad et al., 

 ( اشاره نمود.2013

به عنوان محرک سیستم ایمنی در این ماهی عمل نماید به وجود ترکیبات آن  کلرلا ولگاریساحتمالا آنچه سبب می گردد که 

به طوری که ثابت  است. (، مرتبطSafi et al., 2014( و انواع ویتامین ها )Gouveia et al., 2006خصوصا رنگدانه کاروتنوئید )

 Phaffiaو آستاگزانتین در جلبک Dunaliella salinaکاروتن در جلبک -کاروتنوئیدی همچون بتا شده کروموتافورهای

rhodozyma ( سبب افزایش فعالیت کمپلمان و لیزوزیم در ماهی قزل آلای رنگین کمان می گرددAmaninejad et al., 

، سبب افزایش میزان ایمونوگلوبولین پلاسمای ماهی قزل آلای Dunaliellaجلبک (. همچنین استفاده از غذای حاوی 2013

(. ویتامین ها نیز به عنوان آنتی اکسیدان عمل می نمایند و در بهبود کارایی Amar et al., 2004رنگین کمان می گردد )

(. از این رو با توجه به وجود انواع Amer et al., 2011سیستم ایمنی و پیشگیری از بیماری در ماهیان تاثیر مثبتی دارند )

کاروتن، آستاگزانتین، کانتاگزانتین، لوتئین و نیز مقادیر مختلفی از ویتامین هایی همچون -ترکیبات رنگدانه ای همچون بتا

لبک (، این جSafi et al., 2014) ولگاریس کلرلا در جلبک Bو انواع ویتامین های گروه  A، ویتامین E، ویتامینCویتامین 

تواند به عنوان عامل موثری در بهبود کارایی سیستم ایمنی بچه ماهی آزاد دریای خزر نیز عمل نماید چرا که این ترکیبات  می

(، به عنوان آنتی اکسیدان Safi et al., 2014)رنگدانه ها و ویتامین ها( در کنار انواع ویژگی های مفید و درمانی که دارند )

(Gouveia et al., 2006)  بهبود دهنده کارایی سیستم ایمنی همچنینو (Cha et al., 2008; Tanaka et al., 1984 عمل )

 می نمایند. 

مورد بررسی و مقادیری  زمان، مشخص است که جلبک مصرفی در مدت C3با توجه به روند تغییرات مشاهده شده در فاکتور 

در زمان قبل از تزریق ویروس، تفاوت معنی داری  C3زیرا میزان  ه استکه مصرف گردید، تاثیری بر تغییرات این فاکتور نداشت

( و تیمار شاهد نشان نداد. از طرفی تزریق ویروس سبب مشاهده تغییرات معنی 3و 2،1را بین تیمارهای دریافت کننده کلرلا )

بعد از تزریق ویروس معنی دار  در زمان قبل و C3( شد. همچنین تغییر میزان فاکتور 3و  2دار بین تیمارها )به جز تیمارهای 

 بود که این امر نشان دهنده تاثیر ویروس بر تغییرات این فاکتور است.

 میزانکاملا مشهود است زیرا  C4در غذای بچه ماهی آزاد دریای خزر بر میزان فاکتور  کلرلا ولگاریستاثیر استفاده از جلبک 

(. همچنین هر چند P<0.05معنی داری بیشتر از تیمار شاهد بوده است ) این فاکتور در تیمارهای دریافت کننده کلرلا به طور

تزریق ویروس سبب کاهش این فاکتور در همه تیمارها شد اما تغییر معنی داری بین فاکتورهای مختلف مشاهده نشد که 

دو تایی در زمان های در مواجه شدن با ویروس است. روند تغییرات این فاکتور در مقایسه  C4احتمالا نشان دهنده مصرف 

 (.P<0.05) قبل و بعد از تزریق ویروس، کاهش معنی داری را بین تیمارهای دریافت کننده کلرلا نشان داد
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کند. نقش عمده در دفاع میزبان ایفا می 3سیستم کمپلمان اساساً به منظور حفاظت بدن پدید آمده است. این سیستم 

باشد که به انهدام آنها توسط بیگانه ها میبا اپسونین ی ایمنیهاکمپلکسو یماریزا های بنقش آن پوشانیدن ارگانیسم نخستین

های هدف  ها کشتن سلول های التهابی و نقش آخر آنفعال کردن سلول ،خوارها منتهی خواهد شد. نقش دیگر کمپلمان

می آیند، در ماهی بسیار مهم هستند اختصاصی به حساب که ترکیباتی از مکانیسم دفاع غیر C4و  C3کمپلمانهای . باشد می

از این رو افزایش (. Yano, 1992) استزیرا در صورتیکه این ترکیبات در سرم خون بالا باشند، نشان دهنده سلامت ماهیان 

C4  بر سلامت بچه ماهی آزاد دریای خزر و بیانگر  کلرلا ولگاریسدر اثر دریافت کلرلا نشان دهنده تاثیر مثبت استفاده از

 ابلیت مناسب این جلبک در تحریک سیستم ایمنی ماهی مورد نظر است. ق

بود که ماهیان در مواجه شدن با ویروس، شروع به مقاومت در برابر آن نمودند به  آنبه طور کلی نتایج این تحقیق حاکی از 

سه با زمان قبل از تزریق ویروس طوری که افزایش معنی داری در میزان فاکتور انفجار تنفسی در زمان بعد از تزریق در مقای

( اما میزان این فاکتور در تیمارهای مختلف در زمان های قبل و بعد از تزریق، تفاوت معنی داری با هم P<0.05مشاهده شد )

تاثیری بر افزایش فاکتور انفجار تنفسی نداشته است زیرا در  کلرلا ولگاریس(. به نظر می رسد که جلبک P>0.05نداشتند )

، مشاهده ندقبل از تزریق تفاوت معنی داری بین تیمارهای دریافت کننده جلبک و تیمار شاهد که جلبکی دریافت ننمود زمان

اما تزریق ویروس سبب شد تا میزان انفجار تنفسی در همه تیمارها به طور معنی داری افزایش یابد و در واقع تزریق  .نشد

و باعث شد تا میزان فاکتور انفجار تنفسی افزایش یابد. اما طی تحقیقات  ویروس سبب تحریک ماهیان همه تیمارها گردید

و  Watanuki(، a2013و همکاران ) Kimدیگری اثرات موثر جلبک بر افزایش فاکتور انفجار تنفسی مشاهده شد به طوری که 

ک اسپیرولینا سبب ( دریافتند جلبb 2013و همکاران ) Kim( و 2004) Ahmadو  Abdel-Tawwab(، 2006همکاران )

(، Cyprinus carpioکپور معمولی )(، P. olivaceusافزایش معنی دار فعالیت انفجار تنفسی به ترتیب در کفشک ژاپنی )

( می شود. به نظر می رسد که دلایل این Oplegnathus fasciatus( و طوطی ماهی  )Oreochromis niloticusتیلاپیای نیل )

فاکتور انفجار تنفسی در این بررسی و سایر تحقیقات بیان شده به عوامل مختلفی از جمله گونه اختلاف در تاثیر جلبک بر 

 .ماهی، گونه جلبک مصرفی و میزان جلبک استفاده شده ارتباط داشته باشد

عنی داری یافت در رابطه با لیزوزیم تنها میزان لیزوزیم تیمار شاهد با تزریق ویروس در مقایسه با زمان قبل از تزریق، تغییر م

و تغییر معنی داری در روند تغییرات این فاکتور در زمان قبل و بعد از تزریق در تیمارهای دریافت کننده کلرلا مشاهده نشد. 

که بیشترین مقدار کلرلا را دریافت نموده بودند، روند افزایشی چشمگیری را در  1اما با این وجود میزان لیزوزیم ماهیان تیمار 

تاثیر کلرلا  .که می تواند دلالت بر تاثیر جلبک کلرلا بر تحریک سیستم ایمنی این ماهی در دوز بالاتر داشته باشدپیش گرفت 

 2تا  0های دیگر به اثبات رسیده است به طوری که با افزایش میزان استفاده از کلرلا از  بر افزایش میزان لیزوزیم طی بررسی

(. Xu et al., 2014، میزان لیزوزیم نیز به طور معنی داری، افزایش یافت )Carassius auratus gibelioدرصد در غذای 

به محافظت در برابر  ،لیزوزیم یک مولکول دفاعی مهم در سیستم ایمنی ذاتی ماهی است که به عنوان یک واسطه مناسب

نشان داد که استفاده از جلبک (. نتایج برخی تحقیقات دیگر نیز Saurabh and Sahoo, 2008هجوم میکروب ها می پردازد )

 ( می شود. Kim et al., 2013aاسپیرولینا  سبب افزایش معنی دار لیزوزیم در کفشک زیتونی )

عمل  کننده پروتئازها مهاربعضی از آنها به عنوان ناقل، آنزیم،  ؛متنوعی هستند کیبیولوژی اعمالویژه خون دارای  هایپروتئین

یکی از این ترکیبات پروتئینی موجود در سرم خون ماهیان،  .(Rasooli, 2009) ال نقش دارنددر ایمنی هوموریا و  می کنند

های  های موجود در خون اطلاق می شود که یکی از نقش آلبومین است. توتال پروتئین یا پروتئین تام نیز به مجموع پروتئین

افزایش طور کلی ه ب .(Sattari, 2006) بادی بسیار موثرندهای ایمنی معین است زیرا در تولید آنتی  این ترکیبات، ایجاد پاسخ

میزان بالای پروتئین سرم در نتیجه سطح پروتئین های سرم، شاخص مناسبی برای وضعیت دفاعی ایمنی ماهی می باشند. 

اهش توتال است که پروتئین پلاسما را می سازند اما در اغلب موارد، بیماری ها سبب ک اعضائیبهبود عملکرد کبد و دیگر 

  (. Yu et al., 2006می گردند ) (TP)پروتئین خون

 Sebastessصخره ماهی کره ای ) ماهیانهای ایمنی بچه راسنجه در بررسی انجام شده در رابطه با  اثر پودر کلرلا بر برخی ف

chlegeli ایسه با دوزهای پایین تر در مق راسنجهدرصد سبب افزایش بیشتر این ف 2( مشخص شد که استفاده از کلرلا به میزان
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(.  Bai et al., 2001درصد( می گردد که نتایج آن  مشابه نتیجه تحقیق حاضر است ) 4درصد( و نیز بالاتر ) 5/1و 1، 5/0، 0)

درصد بر  2و  6/1، 2/1، 8/0، 4/0، 0(  که در رابطه با تاثیر استفاده از کلرلا به میزان 2014و همکاران ) Xuنتایج تحقیق 

( انجام شد، نشان داد که میزان پروتئین تام تیمار Carassius auratus gibelioهای ایمنی گونه ای کپور ماهی ) جهراسنف

درصد( تفاوت معنی داری ندارند و آلبومین نیز در بین تیمار شاهد و  4/0شاهد و تیمار با مصرف کمترین میزان کلرلا )

درصد کلرلا تفاوت معنی داری با هم ندارند. با توجه به نتایج تحقیقات ارائه  2و  8/0، 4/0تیمارهای استفاده نموده از مقادیر  

سبب ایجاد تغییرات معنی دار پروتئین سرم ماهی گردد و  تواندشده در بالا، به نظر می رسد که دوز مشخصی از کلرلا می 

  مقادیر کمتر یا بیشتر از آن، تاثیر معکوس دارند.

معنی دار نبوده است،  بررسیجا که تغییرات مشاهده شده در پروتئین تام و آلبومین در زمان مورد در تحقیق حاضر نیز از آن

، شاید نیاز است که بررسی و اندازه گیری آنها راسنجهفبه نظر می رسد که جهت اظهار نظر قطعی در رابطه با تغییرات این دو 

روز(  14هفته( و یا زمان طولانی تری  پس از تزریق )بیش از  8از در مدت زمان طولانی ترِ استفاده از جلبک مورد نظر )بیش 

(، 2014و همکاران ) Xuهفته به استفاده از کلرلا پرداختند. هرچند که  12(، 2001و همکاران ) Baiانجام شود. به طوریکه 

 مطالعه پرداختند.این روز به  60طی 

خزر و سایر  دریایهای ایمنی بچه ماهی آزاد  راسنجهفبر  ولگاریس کلرلادلایل مشاهده تغییرات در رابطه با تاثیر جلبک 

ماهیان مورد بررسی در تحقیقات دیگر می تواند مربوط به تفاوت در گونه جلبک، گونه ماهی مورد بررسی، شرایط تغذیه، 

قیق بوده است و بسیاری عوامل دیگر که مغایر با شرایط آزمایش انجام شده در این تح شرایط محیط زیست ماهی، سن

همچون دوز مصرفی کلرلا، شیوه مصرف آن و ... باشد. اما به طور کلی اغلب تحقیقات، استفاده از میکروجلبکهای مختلف را 

   (. Adam, 1999) اندعاملی موثر در بهبود سیستم ایمنی ماهیان و افزایش مقاومت آنها در برابر بیماری دانسته 

جلبک کلرلا ولگاریس یکی از انواع این محرک ها به حساب می آید، از طریق افزایش پاسخ های سیستم ایمنی که  زیرا محرک

های بررسی شده در این  راسنجهف( که در بسیاری از Austin and Brunt, 2009; Nayak, 2010ایمنی ذاتی عمل می کنند )

، لیزوزیم و ... شامل افزایش اتصال میکروب C4 ،IgMهای ایمنی همچون  راسنجهفکلی وظایفِ  طوره تحقیق نیز مشاهده شد. ب

ها به فاگوسیت ها، افزایش التهاب برای فعال ساختن کمپلمان، ایجاد لیز اسمزی یا مرگ آپوپتوتیک،  تغییر در بار سطحی 

( که در زمان Kum and Sekkin, 2011میکروب ها جهت تسهیل فاگوسیتوز شدن، اثرات همولیتیک و ضد ویروسی است )

 ، افزایش می یابند.کلرلا ولگاریسده از محرک های ایمنی همچون میکرو جلبک استفا

 (IHC کشت سلولی و، RT-PCR ،Nested-PCR ،IFAT) مولکولی و تائیدی آزمون هایآسیب شناسی و 

ی پس از از تیمارهای مورد بررس یک هیچدر بررسی مقاطع بافتی تهیه شده از بافتهای مغز و چشم ماهی آزاد دریای خزر در 

 اولیه تشخیص و یده نشد. مطالعهلاسیون که نشان دهنده آسیب بافتی باشد، دومواجه شدن با ویروس، علائمی همچون واکوئ

 انجام چشم و شبکیه نخاع مغز، بافت عصبی همچون مقاطع در لاسیونوآثار واکوئ مشاهده با عصبی ویروسی نکروز بیماری

و  مغز بافت گسترش در غیرمستقیم درخشان مانند پادتن های سرولوژیک هایروش به ویروس تشخیص و تایید می گیرد

 .(Zorriehzahra et al., 2013)می گیرد  صورت مورد بررسی ماهیان پارافینه بافتی مقاطع یا و مبتلا ماهیان چشم

ز عدم مشاهده نشانه های در این بررسی، عدم مشاهده آسیب های بافتی در کنار عدم مشاهده علائم بیماری، مرگ و میر و نی

، بیانگر نبود ویروس مشخص شد IHCو  RT-PCR ،Nested-PCR ،IFATحضور ویروس که از طریق سایر بررسی ها همچون 

 است.  VNN بیماری در بافت ها و آلوده نشدن بافت های بچه ماهی آزاد و در واقع مقاوم بودن بچه ماهی آزاد در برابر

له شدن بافت عصبی و، آسیب های بافتی،  نکروز و واکوئبودندشده  VNNاهیان مبتلا به بیماری از تحقیقات که م در بسیاری

 Epinephelusمرکزی و شبکیه چشم مشاهده گردید که برخی از این گونه ها عبارتند از هامور ماهی هفت خط )

septemfasciatus( هامور لکه قرمز ،)E. akaara( )Tanaka et al., 1998ایی )(، باس دریBreton et al., 2003; Maeno et 

al., 2004( تاس ماهی روس ،)Xylouri et al., 2007 ،) هامور لکه نارنجی، باس دریایی آسیایی، سرخوی مانگرو، خامه ماهی

(Maeno et al., 2007و گورخر ماهی )(Zorriehzahra et al., 2013; Lu et al., 2008)  ، در همه این ماهی ها بروز VNN با

 شناسی اکتفا نشد.  آسیبانجام آزمایشات دقیق تر دیگر نیز به تائید رسید و تنها به مشاهدات 
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، مغایر با نتیجه تحقیق حاضر بوده ویروسدر گونه مواجه شده با  VNNهمه این تحقیقات از نقطه نظر بروز بیماری  نتایج

دنیا اشاره  در انواع ماهیان در مناطق مختلف VNNقوع است. به طور کلی اغلب مطالعات موجود در زمینه این بیماری، به و

 ;Fukuda et al., 1996; Tanaka et al., 1998; Chi et al., 2001; Breton et al., 2003; Maeno et al., 2004نموده اند )

Furasawa et al., 2006 ; Xylouri et al., 2007; Vendramin; et al., 2013;  ن تحقیق حاضر، به همچو در موارد اندکی( و

که از آن جمله می توان به مقاومت خرگوش ماهی  شده استمقاومت گونه های مختلف ماهی در برابر این بیماری اشاره 

(Maeno et al., 2007 )در برابر این بیماری اشاره نمود اسکار و نیز ماهی (Zorriehzahra et al., 2013). 

های انجام شده و عدم مشاهده تغییرات بافت شناسی آزمون وجه به منفی بودن همه در نهایت مجدداً تاکید می گردد که با ت

ذره که به صورت 107و آثار ویروس در بافت ها، نمونه ویروسی )سوپرناتانت( تهیه شده از کفال ماهیان طلایی بیمار به میزان  

نماید. مکانیسم مقاومت این ماهی در برابر  داخل صفاقی تزریق شد، نتوانست در بچه ماهی آزاد دریای خزر ایجاد بیماری

ناشناخته است اما در صورت مشخص شدن این امر، شاید بتوان از آن، جهت کنترل این بیماری در سایر  VNNویروس مسبب 

 بهره برد.  نیز گونه ها 

ونه ویروسی )سوپرناتانت( ( نسبت به نمS.trutta caspiusماهی آزاد دریای خزر ) بچهبه طور کلی می توان نتیجه گرفت که 

دریای جدا شده از کفال ماهیان  RGNNVژنوتایپ . در واقع مقاوم است  NNVجداسازی شده از ماهی کفال طلایی آلوده به 

بهره  سوی دیگرقابلیت بیماریزایی در بچه ماهی آزاد دریای خزر را ندارد. از ، (VNN)نکروز عصبی ویروسی  از بیماریخزر 

 می تواند سبب تحریک سیستم ایمنی ماهی مذکور گردد. گرم غذا 450کلرلا به ازای هر جلبک  Cell /ml 108  ×1از  گیری

 تشکر و قدردانی

به خاطر مساعدت جهت انجام )ساری( پژوهشکده اکولوژی دریای خزر سابق و فعلی ریاست محترم  همکاران پرتلاش واز 

در مرکز  IHCبه جهت انجام آزمایشات آسیب شناسی و  Anna Toffanن پژوهشکده و سرکارخانم دکتر آتحقیق حاضر در 

 صمیمانه تشکر می گردد.  ،ایتالیا OIEرفرانس 
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