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 چكيده
  طي   در   و  است   مسری  بسيار  بيماری  اين   باشد.مي   پوستان سخت  از  بسياری  و  ميگوها  در  سفيد  لكه   بيماری  عامل  سفيد،  لكه   سندروم  ويروس  زمينه:

 باشد. مي  تضرور  يک ويروس اين هنگام زود تشخيص بنابراين، د،شومي  مير وگمر باعث طبيعي  کشت شرايط در روز 3-10

  واکنش  يک  در  هم  با  بتوانند  که  شدند   طراحي  هم  با  سازگار  پرايمرهايي   ميگو  ژنوم  از  ناحيه   يک  و  ويروس  ژنوم   از  ناحيه   3  برای   ها:روش  و  مواد

  ويروس  تشخيص  جهت  تكي   صورت  به   پرايمرها  سپس  گرديد.  انجام  بيماری  به   مشكوک  ميگوی  نمونه   40  از  DNA  باشند.استخراج  داشته   عملكرد

  از   گرديد.  انجام  پرايمر  جفت  دو  توسط  همزمان  صورت  به   ويروس  تشخبص  ها،آن  ترينمناسب  انتخاب  از   پس  و  شدند  سازیبهينه   سفيد  لكه 

 شد.  استفاده داخلي  کنترل عنوانبه  هم  ميگو ژنوم کننده تكثير پرايمرهای

  گرديد.  انتخاب  کردندمي   تكثير  را  ويروس  ژنوم  از  قطعه   2  و  ميگو  ژنوم  از  قطعه   يک  که   پرايمر  جفت  3  شده  طراحي   پرايمرهای  بين  از  ها:افته ي

   داشت.  مطابقت مرجع کيت  با آمده دسته ب نتايج با که  بود منفي  نمونه  12 و ويروس( به  )آلوده مثبت نمونه  28 شده بررسي  نمونه  40 از

  ژنوم  از  استفاده  همچنين  دهد.مي   کاهش  را  کاذب  منفي   احتمال  و  باشدمي   کافي   آن  ژنوم  از  ناحيه   2  بررسي   ويروس،  تشخيص  جهت  گيری:نتيجه 

 ( Nested PCR)  ایمرحله   دو  هایروش  به   نسبت  ایمرحله   تک  PCR  روش  باشد.مي   مفيد  PCR  و  DNA  استخراج  مراحل  کنترل  جهت  ميگو

 دارد.  اولويت آن انجام  راحتي  و آلودگي  احتمال کاهش بدليل

 تشخيص ،PCR سفيد، لكه  سندروم ، ويروس کليدی: واژگان
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 مقدمه
 بیماری  عامل   ( WSSV)  سفید   لکه  م وسندر   ویروس 

  سخت  از   بسیاری   و   میگوها   در   ( WSD)   سفید   لکه 

 از  سفید  لکه  م و سندر  ویروس   (. 1- 3)   باشد می   پوستان 

DNA   با   خورده   پیچ   بسیار   و  حلقوی   (4)   ای رشته   دو 

باز  خواندن   بل قا   180  Open Reading)   جفت 

Frames )  سر  پشت  یر ا کر ت   های توالی   از  منطقه   9  و 

 تشکیل   ( 5)   ( repeated sequences in tandem)  هم 

 300  طول   شدن   جدا  نحوه  به   بسته   ژنوم  که   است  شده 

-8)   است  شده  گزارش   آن  برای   جفت باز کیلو    305  تا 

از  های طول   حال،  این  با   (. 6  نظیر  DNA  متفاوتی 

 دانشمندان  دیگر   توسط   نیز   جفت باز کیلو    281-312

  و  است مسری  بسیار   WSSV است.  شده  گزارش  ( 9) 

 طبیعی  کشت  شرایط   در   روز  3- 10  طی   در   است  قادر 

 .( 10و    2)   شود   صد   در  صد   ومیر   مرگ   باعث

 هایلکه  طریق  از  توان می را  میگو در   WSSV عفونت

 تشخیص خارجی   پوسته   در   شده   ایجاد  مشخص  سفید

 هامدت   بالینی   علامت  این   حال،   این  با   .( 12و    11)   داد 

 مرگ  آستانه  در  حیوان   که   زمانی  در   آلودگی   از   پس 

 سفید  های لکه   است  ممکن   و   شود می   تی ؤر   قابل   است، 

 نشوند  ایجاد   ها عفونت  به   آلوده   های نمونه   همه   در 

 از  گذشته  در  تشخیص   های روش   بنابراین   .( 13) 

  استفاده   با   شناسی ریخت  بر   مبتنی   شناسایی   های روش 

 ایمنی  های روش   تا   ( EM)   الکترونی   میکروسکوپ   از 

 حتی  را   ویروس  توانند می  که   حساس   بسیار   مولکولی  و 

 تکامل   دهند،   تشخیص   علامت  بدون   های ناقل   در 

  (. 2)   اند یافته 

 و   چین  در   بیماری   این  وقوع   گزارش  اولین   زمان  از 

 WSSV  همواره   ، 1992  و   1991  های سال  بین   تایوان 

 در  میگو  تولید  صنعت  در   زیادی   اقتصادی   خسارات 

 در   (. 14- 18،  10)   استکرده   وارد   کشورها   از   بسیاری 

 بیماری  این  از   ناشی   اقتصادی   خسارات   جهان،   سطح 

 حدود  2012  سال   تا   ظهور   زمان   از  میگو  صنعت  به 

  (. 19)   است  شده   زده   تخمین   دلار   میلیارد   15-8

 گرفته  انجام   محاسبات   اساس   بر   اقتصادی  ضررهای 

 .( 20و    3)   بود   یافته   افزایش  دلار   میلیارد  1  سالانه 

 اقتصادی  ضررهای   که   اند کرده   اظهار   نویسنده   چندین 

  یک   با   تقریبا    متعارف   طور به   WSSV  از   ناشی   سالانه 

 بنابراین،  .( 20)   کند می   برابری  میگو  جهانی  تولید   دهم

WSD   میگو  صنایع   در   ناامن   فضای   تولید   به   منجر 

 های کارخانه   خوراک،   تولید   صنایع   مزارع،   مانند 

 مشکلات  افزایش   نهایت  در   و   تکثیر   کارگاه   و   فرآوری 

 سال  از   WSD  . ( 21)  شود ی م   جهان   سراسر   در   بیکاری 

  در   میگو  پرورش   مزارع   در   خسارات   ایجاد   به   1991

 اما  ، ( 23- 21،  15،  1)   دهد می   ادامه   جهان   سراسر 

 سطح   در   بیماری   فراوان   های تلاش  وجود   با   همچنان 

  اهمیت   به   توجه   با   (. 17و    16)   است  شده ن   کنترل   مزرعه 

  حیوانات   بهداشت  جهانی  سازمان   ، WSD  کنترل 

 (OIE ،)   شده  بندی اولویت  لیست  در   را   بیماری   این 

 .( 24)   است  داده   قرار   خود 

 تمام   بر   ( WSSV)   سفید   لکه   م و سندر   ویروس 

 .( 14)   گذارد می   تأثیر   مزودرم   و   اکتودرمال   های بافت

  های عفونت  که   است  داده   نشان   مطالعه   چندین 

WSSV   همولنف،  جمله   از   مختلف  های بافت  در 

  های بافت  بدن،   کوتیکولار   اپیتلیوم   معده،   آبشش، 

 و  ها بیضه   آنتن،  غدد  لنفاوی،   اندام  خونساز، 

 قابل  تجربی   و   طبیعی   آلوده   میگوی   هایتخمدان 

 گزارش این، بر  علاوه  (. 26و  25، 13)  است تشخیص 

 بدن،   کوتیکول   اپیتلیوم   معده،   ها، آبشش   که  است  شده 

 آنتن  غدد   و   لنفاوی   اندام   ساز،   خون   های بافت

 هستند  WSSV  تکثیر   برای   هدف   بافت  ترین اصلی 

 WSSV  عفونت  انتهایی   مرحله   طی   در   که   ( 28-26) 
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 نشان  تجربی  مطالعه یک . ( 30و  29) شوند می  تخریب

  طریق   از   WSSV  عفونت،   ساعت  6  از   پس  که   داد 

 سیستم  سازی خنثی   موجب  متابولیکی   تغییرات   ایجاد 

 . ( 31)   شود می   میزبان   اکسیداتیو  استرس   دفاعی 

WSD  دیگر  ویروسی   های بیماری   از  بسیاری   مانند 

 از  ویروس  سریع   حذف   بنابراین،  و   نیست  درمان   قابل 

 (.33و    32)   شود می   توصیه  میگو  پرورش  های مکان 

  شده   منتشر   متعددی   زیستی   امنیتی   های دستورالعمل 

 کردن ضدعفونی  و  فیلتر  اثرات  ها آن  جمله  از  که  است

 پاتوژن،   بدون   خاص   مولدهای   تولید   ورودی،   آب 

 کامل  شدن   خشک   و   کم  آب   تعویض   های سیستم 

 از  استفاده  ، کشت  چرخه   هر   از   پس   کشت  واحدهای 

  جلوگیری   خرچنگ،   ورود   از   جلوگیری   جهت  حصار 

  جهت   هایی حوضچه   ایجاد   ، پرندگان   ورود   از 

 مرتبط  امکانات  به   دسترسی   کاهش   و   کفش   ضدعفونی 

 زابیماری   عوامل   حذف   در   معمول   های روش   از   میگو  با 

 .( 23)   باشد می   میگو  پرورش   مزارع   اکثر   در 

 از   ( 34و    6)   WSSV  ژنوم   کامل   توالی   انتشار   از   پس 

 روش  ترین حساس   عنوانبه   PCR  مولکولی  تکنیک 

 شده   استفاده   WSSV  تشخیص   جهت  ی تشخیص 

 آغازگرها  از  ، PCR  به  وابسته   های روش   این   است.در 

  . ( 27)   شود می   استفاده 

  میگوها   در   بیماری   این   برای   درمانی   اینکه   به   توجه   با 

 دقیق و  سریع  تشخیصی های روش  به  نیاز ندارد وجود 

 از   ویروس   این   حذف   و   هنگام   زود   تشخیص   جهت

 مطالعه،  این   از   هدف  باشد. می   ضروری   کشت  محیط 

  تشخیص   جهت  PCR  عملکرد   ارزیابی   و   طراحی 

 از  پس  که   باشد می   میگو  در   سفید   لکه   ویروس 

  آن   عملکرد  میگو  هاینمونه   روی  بر   سازی بهینه 

 گردید.  بررسی 
 

 هاروش مواد و  
 گيرینمونه 

 پرورش   مختلف  مزرعه   سه   از  نیاز  مورد  میگو   نمونه   40

 شرایط در  و شدند  انتخاب  کیلومتر  40 فواصل  با  میگو

 در  ها نمونه   شدند.   منتقل   آزمایشگاه   به   استریل   کاملا  

 انجام  از  قبل   تا   و   شده   حمل   آزمایشگاه   به   یخ   کنار 

 دارینگه   سیلسیوس   درجه   - 20  دمای   در  آزمایش

 با  DNA  تهیه  به  منوط   مطلوب  نتیجه  کسب  شدند. 

  . بود   آلودگی  هرگونه   از   عاری   و   خوب   کیفیت

 

 DNA  استخراج 

 ها آن   گذاری شماره   و  ها نمونه   سازی   آماده   از   پس 

 از   استخراج   مرحله   برای   گرفت.   انجام  استخراج  مرحله 

 استفاده   )ایران(   تریتاژن   شرکت  DNA  استخراج   کیت

  های بافت  از   گرم میلی   40  ابتدا   در   مرحله   این   برای   شد. 

  که   سخت  های قسمت  و   نرم   بافت  نظیر   میگو  مختلف 

  جراحی   های تیغه   با   آبششی   پاهای   و   پوست  دم،   شامل 

  جلوگیری   متقاطع   آلودگی   از   تا   ند شد   جدا   شده   استریل 

  5/1  استریل   سانتریفیوژ   میکرو   لوله   یک   در   و   شود 

 شده   جدا   بافت  خلاصه:   طور گرفت.به   قرار   لیتری میلی 

 کننده   لایز   بافر   میکرولیتر   400  ن کرد   اضافه   از   پس 

  شود.  مخلوط  خوبی  به  کننده  لایز  بافر  با  تا  شد  کوبیده 

  را   حاصل   مخلوط   از   میکرولیتر  200  مرحله   این   از   پس 

 سپس  و   ریخته   دیگر   میکروتیوب   یک   در   و   برداشته 

 به   BB   (Bindig Buffer )  بافر   از   میکرولیتر   600

 محیط  دمای   در   دقیقه   10  مدت   به   و   شد   اضافه   مخلوط 

-100)   خالص   اتانول   میکرولیتر  600  سپس   شد،  انکوبه 

  ستون   به   مجموعه   و   اضافه   میکروتیوب   به   ( درصد   96

 در  10000  دور   با   دقیقه   یک   و   شد   منتقل   استخراج 

 اول  مرحله   از   پس   گرفت.  انجام   سانتریفیوژ   دقیقه 

  WB1  محلول   از   ماکرولیتر  600  سانتریفیوژ 
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 (Wash Buffer 1 )  یک  مدت   به   و   اضافه   ستون   به  را 

 اتمام  از   پس  شد.  تکرار   سانتریفیوژ  10000  دور  با   دقیقه 

 collection  تیوب   محتویات   کردن   خالی   و   سانتریفیوژ 

  WB2  محلول  از  ماکرولیتر  600  میزان 

 (Wash Buffer 2 )   سرعت  با   مجددا   و   اضافه   ستون  به  

 در  گردید.   تکرار   سانتریفیوژ   دقیقه   بر   دور   12000

 50  تمیز  میکروتیوب   یک   به   ستون  انتقال   از  پس   نهایت

 پس  و   اضافه   ستون   به   EL   (Ellusion )  بافر   ماکرولیتر 

   10000  دور   با   محیط،   دمای   در  انکوباسیون   دقیقه   2  از 

  بدست  DNA  گردید.   ژ وسانتریفی   دقیقه   یک به مدت  

 . شد  نگهداری   - 20  فریزر   در   آمده 

  DNA  کمیت   و   کیفیت   از   اطمینان   حصول   منظور   به 

  نانودراپ   دستگاه   توسط   DNA  جذب   شده،   استخراج 

 (Denovix DS-11 )   نانومتر   260/ 280  موج   طول   در  

 شد.   خوانده 

 

 پرايمر   ترکيب   و   انتخاب 

  ، WSSV  تشخیص   جهت   PCR  مناسب   طراحی   منظور   به 

 IDs: 2106361 [UID] 7871408)   میگو   ژنوم 

[GenBank] 8054448 [RefSeq] )   ویروس   و   (IDs: 

6305188 [UID] 6305188 [GenBank] )   مورد  

  افزار   نرم   با   پرایمرهایی   سرانجام   و   گرفت   قرار   بررسی 

primer3   754  های طول   ا ب   ات قطع   که   گردید   طراحی  

  داخلی   کنترل   عنوان به   میگو   ریبوزومال   s18  ژن   از   جفت باز 

  قطعاتی   تکثیر   توانایی   با   ویروس   ژنوم   مختص   پرایمرهای   و 

  ژن   از نواحی مرتبط با   جفت باز     553  و   302  ، 192  طول   با 

کیناز   پروتئین    1پروتئین  ژن     را   VP28و 

 . نمایند می   تکثیر 
 

 پرايمرها   عملكرد   بررسي 

  ژنوم   مختلف   قطعات   برای   پرایمرها   اولیه   طراحی   از   پس 

  جداگانه   صورت   به   پرایمرها   عملکرد   میگو،   و   ویروس 

  صورت   به   پرایمرها  ترکیب  عملکرد  همچنین  شد.   بررسی 

  عنوان به   میگو   از   جفت باز   754  قطعه   از   همزمان   ستفاده ا 

  جفت باز   192  و   302  ، 553  قطعات   همراه   به   داخلی   کنترل 

  با   مالتیپلکس   حالت   4  همچنین   شد،   انجام   ویروس   از 

  192  ، 302  ، 553  ، 754  صورت   به   ویروس   و   میگو   قطعات 

  192 ، 302 ، 754  و   192 ، 553 ، 754  و   302 ، 553 ، 754 و 

 گردید.   بررسی   ( bp)   جفت باز 

 

 PCR  سازی بهينه 

  تشخیص   جهت   پرایمری   ترکیب   بهترین   انتخاب   از   بعد 

WSSV   شد،   انجام   ها آن   سازی بهینه   میگو،   در  

  DNA  از   مختلفی   های غلظت   ابتدا   در   که   صورت بدین 

  بهترین   تا   شد   استفاده   نانوگرم   10- 300  از   شده   استخراج 

  تعداد   همچنین   گردد.   انتخاب   DNA  مقدار   محدوده 

  حالت   در   پرایمرها   اتصال   دمای   و   PCR  های سیکل 

multiplex   گردید.   سازی   بهینه 

 

  های نمونه   روی   بر   شده   انتخاب   PCR  عملكرد   بررسي 

 ميگو 

  10  تعداد   آن،   عملکرد   بررسی   منظور   به   سازی، بهینه   از   پس 

  تشخیصی   کیت   با   قبلا   که   سالم   نمونه   30  و   بیمار   نمونه 

IQ2000   (GeneReach Biotechnology corp. )   تأیید  

  تست   کور   سو   دو   صورت   به   و   انتخاب   بودند   شده 

  حاصله،   نتایج   بررسی   جهت   PCR  انجام   از   گردید.پس 

 شد.   انجام   الکتروفورز 

 

 ها يافته 
  میگو   نمونه   40  از   شده   استخراج   DNA :  DNA  استخراج 

  90/ 22  معادل   غلظتی   دارای   میانگین   طور به   ( 1  )جدول 

  معادل   260/ 230  و  1/ 96 معادل   260/ 280  جذب  نانوگرم، 

 بودند.   1/ 22
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 استخراج شده  DNA( بررسي کيفيت 1جدول 

 نمونه
غلظت  

DNA 
 )نانوگرم( 

نسبت جذب  

280/260 

نسبت جذب  

230/260 

1 177 99/1 96/1 

2 200 2 15/2 

3 156 2 99/1 

4 161 95/1 2 

5 56 73/1 9/0 

6 33 7/1 8/0 

7 36 92/1 5/1 

8 18 57/1 7/0 

9 50 82/1 4/1 

10 71 82/1 71/1 

11 109 89/1 2 

12 279 89/1 83/1 

13 20 92/1 53/1 

14 11 84/1 8/1 

15 298 3/2 03/2 

16 86 2 27/1 

17 83 1/2 2/0 

18 15 79/1 5/1 

19 73 2 27/1 

20 123 1/2 4/0 

21 68 2 4/0 

22 44 2 7/0 

23 32 5/2 2/1 

24 59 98/1 72/0 

25 114 2 45/0 

26 100 9/1 17/1 

27 26 9/1 8/0 

28 297 1/2 4/1 

29 53 97/1 71/1 

30 145 14/2 2 

31 43 98/1 83/1 

32 10 82/1 53/1 

33 187 1/2 53/1 

34 92 1/2 5/1 

35 22 99/1 8/0 

36 44 87/1 85/0 

37 47 2 4/0 

38 75 2 26/1 

39 64 9/1 1/1 

40 32 88/1 5/1 

 29/1 96/1 225/90 میانگین 

 پرايمرها  عملكرد بررسي

  به   مربوط  جفت   یک  که  شده  طراحی  پرایمر  جفت   4

DNA   754  قطعه  و  داخلی  کنترل  عنوانبه  که  میگو 

باز   به   مربوط  ردیگ  جفت   3  و  کندمی  تکثیر  را  جفت 

DNA  553  و  302  ،192  قطعات  و  باشدمی  ویروس  

باز   و   جداگانه  صورت  به  کنندمی  تکثیر  را  جفت 

  حاصل   نتایج   و  شد  بررسی  تایی   4  و  تایی   3  های ترکیب 

  نتایج   که  گردید  بررسی  آگارز  ژل  روی  بر  PCR  انجام  از

 گردد.می مشاهده 1 شکل در حاصل

 

 
 

مختلف  1شکل   ترکیبات  الکتروفورز  از  حاصل  نتایج   پرایمرها:( 

L  مارکر )DNA  ،1  2،  جفت باز  302و    754،553( ترکیب پرایمرهای  )

پرایمرهای   باز  192و    754،553ترکیب  پرایمرهای  3،  جفت  ترکیب   )

باز  192و    754،392 پرایمر 4،  جفت  باز  754  (  ترکیب  5 ،جفت   )

 جفت باز 192و  302، 553، 754پرایمرهای 
 

Fig 1) Results of electrophoresis of different composi-

tions of primers:L) DNA marker, 1) Combination of 

primers 754, 553 and 302 base, 2) Combination of 

primers 754, 553 and 192 base, 3) Combination of 

primers 754, 392 and 192 base, 4) Primer 754 base, 5) 

Combination of 754 primers, 553, 302 and 192 open 

 

 DNA مقدار سازیبهينه 

 10-300  محدوده  در  DNA  متفاوت  هایغلظت 

  به   دستیابی  جهت   (1  )جدول  ماکرولیتر  در  نانوگرم

  گرفت  قرار  استفاده   مورد  الگو  عنوانبه  عملکرد  بهترین

  محدوده   در  شده  طراحی  پرایمر  که  شد  مشخص  و
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  انجام   به  قادر(  2)شکل    بالا  به  نانوگرم  45  هایغلظت 

 150  غلظت   در  جواب  بهترین  و  بوده  تکثیر  صحیح

 شد.  مشاهده نانوگرم

 

 
 

مورد  DNA( نتایج حاصل از الکتروفورز مقادیر مختلف 2شکل 

( غلظت  2نانوگرم  45( غلظت DNA ،1( مارکر Lاستفاده جهت الگو: 

 نانوگرم 300( غلظت 4نانوگرم  150( غلظت 3نانوگرم  75
 

Fig 2) Results from electrophoresis of different 

amounts of DNA used for the pattern: L) DNA 

marker, 1) Concentration of 45  ng, 2) Concentration 

of 75  ng, 3) Concentration of 150 ng, 4) Concentra-

tion of 300  ng 

 

 PCR پروتكل سازیبهينه 

  و   57  ، 56  اتصال  دمای  ،PCR  شرایط  کردن  بهینه  جهت 

  بررسی   35  و  33  ،30  بین   سیکل  تعداد  و  درجه  58

  مرحله   با  پروتکل  بهترین  نهایت   در  و  (3  )شکل  گردید

  94  سیکل  35  و  دقیقه  15  گرادسانتی  درجه  95  آغازی

  ثانیه   45  گرادسانتی  درجه  57  ثانیه،  40  گرادسانتی  درجه

  مرحله   و  ثانیه  30  و  دقیقه   یک  گرادسانتی  درجه   72  و

  .شد انتخاب دقیقه 5 مدت به 72 پایانی

 

 
 

های متفاوت جهت ( نتایج الکتروفورز حاصل از تعداد سیکل 3شکل 

  35( 3سیکل،  33( 2سیکل،  DNA ،1 )30( مارکر PCR :Lانجام 

 سیکل  37( 4سیکل 

Fig 3) Electrophoresis results from different cycles 

for PCR: L) DNA marker, 1) 30 cycles, 2) 33 cycles, 

3) 35 cycles, 4) 37 cycles 

 

  میگو:   هاینمونه  روی  بر  PCR  عملکرد  بررسی  نتایج

  طراحی   PCR  با   نمونه  40  تست   از  آمده  دستهب  نتایج

  تمام   در  که  داد  نشان(  4)شکل    IQ2000  کیت   و  شده

 داده  تشخیص  درستی  به  سالم  و  بیمار  هاینمونه  موارد

 .اندشده
 

 
 

ها توسط دو روش کیت  نمونه   PCR( مقایسه نتایج حاصل از  4شکل  

IQ2000   (A  و روش )Multiplex PCR   تک مرحله ( ایB  :)L  مارکر )

DNA  ،1  ،مثبت ( نمونه  4( نمونه مثبت،  3( نمونه مثبت،  2( نمونه منفی 
 

Fig 4) Comparison of PCR results of samples by two 

methods of IQ2000  kit (A) and Multiplex PCR method 

(B): L) DNA marker, 1) negative sample, 2) positive 

sample, 3) positive sample, 4) sample Positive 
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  کیت  با  مشابه  نتایجی  دقیقا   شده  آزمایش  نمونه  40

IQ2000  و   دقت   شده  طراحی  پرایمرهای  داد  نشان  

  مورد   کیت  با  مقایسه  در  درصد  100  معادل  حساسیتی

 باشد. می دارا را  ایران هایآزمایشگاه در استفاده

 

 بحث 
  ویروس   برای  مختلفی  شناسایی  هایروش  گذشته  از

WSSD  از   یکی  است.  گرفته  قرار  استفاده  مورد  

  باشد می   ظاهری  علائم  از  استفاده  با  تشخیص  هایروش

  با   شباهت   و  بیماری  پایانی   مراحل  در  ظهور  دلیل  به  که

  (. 13)  باشدمی  دشواری  کار  دیگر  ویروسی  هایبیماری

  تکنیک   اولین  عنوانبه  (EM)  الکترونی   میکروسکوپ

  اما   ،(35)  شودمی  استفاده  هاویروس  شناسایی   برای

  تشخیص   هایدشواری  ،هزینه  مانند  موارد  از  برخی

   کم   عملیاتی  توان  و  مشابه  هایویروس  بین  تمایز

(low throughput)  از   استفاده  موانع  از  EM  صورت به 

 . (36) شوندمی محسوب گسترده

 خاص   مونوکلونال   هایبادیآنتی   از   استفاده   با 

 (MAbs)   توان می WSSV   از  استفاده   با   میگوها   در را 

 (dot blotting)   ای نقطه   گذاری لکه  بلات،   وسترن 

 و  بادی( آنتی   بر   مبتنی   شده   شناخته   پروتئین  )روش 

 متقابل  واکنش  از   و   داد   تشخیص ایمونوهیستوشیمی 

  کرد   جلوگیری   میگو  یا   ویروسی  های پروتئین   سایر 

 این   (، درصد   100)   بالا   تشخیصی   حساسیت  ، ( 39-37) 

 پلیمراز  ای زنجیره   واکنش   به   نسبت  را   ایمنی   های روش 

 نیاز  دلیل   به  اما   کند، می   ارجح   ( PCR)   ای مرحله   تک 

 در   تشخیص   و   شناسایی   برای  بالا   ویروسی  بارهای   به 

 .( 40)   باشد نمی   مناسب  بیماری   اولیه   مراحل 

 روش   بادی آنتی   بر   مبتنی   غیرمستقیم   ایمونوفلورسانس 

 مطالعات  در   معمول   طور به   که   است  دیگری 

 روش   این   اگرچه   شود،می   استفاده   شناسی ویروس 

 یک  در   دارد.   کمتری   حساسیت  اما   است  خاص 

  ایمونوفلورسانس   ویژگی   و   حساسیت  آزمایش، 

 با  مقایسه   در  درصد  96  و   29  ترتیببه   غیرمستقیم 

PCR   ایمونوفلورسانس   تکنیک   . ( 41)   شد   عنوان  

 در  ویروس   ذرات  زیاد   نسبتا    تراکم   به   نیز   غیرمستقیم 

 در  ویروس   تشخیص   بنابراین   دارد،   نیاز   میزبان   بافت

 علیرغم   . ( 42)   نیست  پذیر امکان   عفونت  اولیه   مراحل 

 مثل   WSSV  ایمنی   تشخیص   های روش   فراوان   مزایای 

 این  ،( 43و    38)   بالا   تدق   و   اختصاصیت  حساسیت، 

 تجهیزات  به   نیاز   و   هستند   بر زمان   و   پرهزینه   ها تکنیک 

 ها آن   استفاده   عدم  به   منجر  که   دارند  ماهر  پرسنل   و   ویژه 

 .( 43)   شود می   گسترده   صورت   به 

  که   است   مولکولی   روش   تشخیص،   های روش   دیگر   از 

  پلیمراز   ای زنجیره   واکنش   آن   جمله   دارد.از   مختلفی   انواع 

  سی   پی   شامل   که   باشد می   پرایمر   طراحی   پایه   بر   که   است 

  آر   سی   پی   (، One step PCR)   ای مرحله   تک   آر 

  دو   آر   سی   پی   (، Semi nested PCR)   نستد سمی 

  کمی   رقابتی   آر   سی   پی   (، Two step PCR)   ای مرحله 

 (Quantitiative competitive PCR ،)   ریل   آر   سی   پی  

  موفقیت   و   باشد می   ( RT-PCR ()Real time PCR)   تایم 

  پرایمر   حساسیت   میزان   به   تشخیص   در   ها روش   این 

 (. 44- 46،  24)   دارد   بستگی   شده   طراحی 

 جوییصرفه   نظیر   ای مرحله   تک   PCR  مزایای  به   توجه   با 

 با  پرایمر   طراحی   با   تا  شدیم   آن   بر   زمان   و   هزینه   در 

 و  تشخیص   برای   سریع   روشی   به   بالا   دقت   و   حساسیت 

 آلودگی  اولیه  مراحل   در  ویروس   هنگام   زود  شناسایی 

 یابیم. دست 

  40  از   شده   استخراج   DNA  غلظت   مقدار   مطالعه   این   در 

  با   نانوگرم   90/ 22  میانگین   طور به   ( 47)   بافت   گرم میلی 

  260/ 230= 1/ 29  و   1/ 99  متوسط   260/ 280  جذبی   نسبت 

مینگ    توسط   که   ای مطالعه   با   مقایسه   در   که   باشد می 
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  DNA  استخراج   روی   بر   همکاران   و (  Ming Xueژو) 

  نشان   را   بهتری   نتایج  گرفت  انجام  کیت   چهار   توسط   میگو 

  روش  های زمانبر دیگر نظیر و نسبت به روش   ( 48)   دهد می 

  . ( 49)   قابل قبولی بدست آمد   DNA  کلروفورم مقدار - فنل 

  DNA  کیفیت   و   مقدار   دهد می   نشان   آمده   دست ه ب   اعداد 

  اثر   PCR  انجام   از   پس   و   باشد می   مناسب   شده   استخراج 

 نشد.   دیده   PCR  انجام   در   مهاری 

  میگو  مختلف  هایقسمت   از  مخلوطی  مطالعه  این  در

  استفاده   آبششی  پاهای  و  سخت   پوست   نرم،  بافت   نظیر

 نقص  دلیل   به  کاذب   منفی   نتایج   ایجاد   از   مانع که  گردید

 است.  شده  (50-52) ویروس جاییجابه در

 Ampliqon TEMPase Hot) آنزیم  از  مطالعه این در 

Start )  Hot Start   چنین  از   استفاده   گردید،   استفاده 

 باندهای  ایجاد   از   جلوگیری  منظور  به   هاییآنزیم 

 باشدمی   PCR  در   ( nonspecific band)  غیراختصاصی 

 غیراختصاصی  باند   نشدن   دیده   دلایل   از   یکی   شاید   ( 53) 

 ویروس  ژنوم  از   نواحی  باشد.  مورد  همین  مطالعه  این  در 

 60  بالای   آن   GC  محتوای   که   گردید   انتخاب   میگو   و 

  انجام   خوبی  به  قطعات   تکثیر   دلیل  همین   به   و   نبود   درصد 

 ، Self Dimer  پرایمرها،   طراحی   در  گرفت.

cross Dimer   مورد  غیراختصاصی   باندهای  ایجاد   و 

 نقش  موفق   PCR  یک   ایجاد   همگی   که   گرفت   قرار   توجه

 با  قطعات   تا   شدند   طراحی  ایگونه ه ب   همچنین   دارند. 

 یکدیگر  از  راحتی  به   و   باشند   کوچک  نسبتا   های اندازه 

 جهت  بیشتری  حساسیت   کوچک   قطعات   شوند.   تفکیک 

 . دارند   ( 54و   50)  ها ویروس   تشخیص 

  ژل   روی  بر  نتایج   مشاهده   و   PCR  انجام  از  پس

  به   جفت باز  192  قطعه  کننده  سنتز  پرایمر  الکتروفورز

  مرجع   کیت   نتایج  با  قطعه  این  نتایج  هماهنگی  عدم  دلیل

  کننده   سنتز  پرایمر  جفت   3  نهایت   در   و  گردید  حذف

باز  352  و  553  ،754  قطعات   تشخیص   جهت   جفت 

 گردیدند.  انتخاب بیماری
 

 گيرینتيجه 

 352  و  553  ، 754  قطعات   کننده  سنتز   پرایمرهای  مجموعه 

 ایمرحله   تک  PCR  روش   در   شده  گرفته  بکار   جفت باز

 میگو   در   سفید   لکه   ویروس   به  آلودگی  تواند می   بالا   دقت   با 

 جدید  مالتیپلکس  یک   عنوانبه   تواندمی   و  کند   شناسایی  را 

 این  گردد.   معرفی   میگو   در   ویروس   این   تشخیص   در 

 به  منجر   ای مرحله   دو  PCR  با  مقایسه   در  روش 

 شود.می   آلودگی  کاهش   و  زمان   هزینه،   در  جویی صرفه 
 

 قدرداني و سپاس

  رج یا  پروفسور  از  دانندیم  لازم  خود  بر  نگارندگان

  دارا   انیآقا  و  ییایدر  یفناور   ست یز  مرکز  سییر  پورینب

  جهت  کشاورز  محسن  دکتر  و  درخشنده  یعل  ،جوکار

 پژوهش  نیا  انجام  جهت  مناسب   بستر  یآورفراهم

 .ندینما تشکر

ای  سسهؤ م هیچ سازمان با  تحت حمایت مالی  این مقاله  

 باشد.نمی
 

 تضاد منافع 

نو   چیه توسط  منافع  تعارض   ان یب  سندگانیگونه 

. نشده است 
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Abstract 
 

Background: White spot syndrome virus (wssv) is the causing agent for white spot disease in shrimp and 

many crustaceans. This disease is highly contagious and can cause death within 3–10 days under normal 

culture conditions. Therefore, early diagnosis of the virus is a necessity. 

Materials and Methods: Primers were designed for three regions of the virus genome and one region of 

the shrimp genome so that they could function together in a reaction. DNA was extracted from 40 samples 

of shrimp suspected of white spot disease. Primers were then optimized individually to detect white spot 

virus and after selecting the most suitable one, the virus was detected simultaneously by two pairs of primers. 

Shrimp genome replication primers were also used as internal control. 

Results: Among the designed primers, three pairs of primers were selected that amplified one fragment of 

the shrimp genome and two fragments of the virus genome. Of the 40 samples examined, 28 samples were 

positive (infected with the virus) and 12 samples were negative, which completely matched the results  

obtained with the reference kit.  

Conclusion: To detect white spot virus, examination of two regions of the virus genome is sufficient and 

reduces the possibility of false negatives. It is also effective to use the shrimp genome to control DNA 

extraction and PCR steps. The single-step method (PCR) is preferable to the two-step method (Nested PCR) 

due to its reduced probability of contamination and ease of use. 
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