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" مقاله پژوهشی"  

 

  طریق  از باس سی   و هامور ماهیان  در بتانوداویروس تشخیص کیفیت مقایسه 

 Nested-PCR  روش و  شناسی  آسیب  سریع،  تشخیص کیت

 

 *2، سیدمحمدجلیل ذریه زهرا1مینازیارتی

 ایران ،جهرم آزاداسلامی، دانشگاه م، واحد جهر پایه، علوم دانشکده  میکروبیولوژی، گروه  -1

  تهران، کشاورزی، جهاد وزارت ترویج  و آموزش  تحقیقات، سازمان کشور، شیلاتی علوم تحقیقات موسسه علمی، ارتباطات  و اطلاعات  مدیریت -2

 ایران 
 

 11/5/1401 تاریخ پذیرش:                                      20/2/1401 تاریخ دریافت:

 

 چکیده

مهم       از  یکی  ویربتانوداویروس  میر  و  مرگ  عوامل  و  ترین  شیلات  گسترش  در  اساسی  مانعی  و  جهان  سرتاسر  ماهیان  در  وسی 

های پرورش ماهی در قفس در خلیج فارس و بروز برخی علائم بیماری دریایی و پروژه  پروری است. با توجه به افزایش آبزی پروریآبزی

صی برخوردار است. لذا، برای جلوگیری از در ماهیان پرورشی و وحشی منطقه، غربالگری ماهیان حساس به بتانوداویروس از اهمیت خا

خسارات اقتصادی و کاهش ذخایر آبزیان، دو گونه اقتصادی مهم خلیج فارس، هامور ماهیان وحشی و سی باس آسیایی پرورشی، مورد 

اتوگرافی،  قطعه ماهی و سه روش تشخیصی )کیت تشخیص سریع ایمونوکروم  150ارزیابی قرار گرفتند. پژوهش حاضر با بررسی بر روی  

نتایج ( انجام شد و در نهایت کیفیت تشخیص روش  Nested-PCRو روش  آسیب شناسی  ها، مورد مقایسه و ارزیابی لازم قرار گرفتند. 

شده توسط سه روش مذکور، برای نخستین بار در کشور موارد مثبتی از بتانوداویروس را در هر دو گونه مورد مطالعه  انجامهای  آزمایش

ترین روش و کیت ایمونوکروماتوگرافی را به عنوان حساس  Nested-PCRها و مقایسه سه روش تشخیصی نیز،  . آنالیز دادهآشکار ساخت

پروری در سواحل جنوبی ایران و  . بنابراین با گسترش آبزیکندمعرفی می ترین روش قبل از شیوع بیماری،  و ارزان  ترینرا به عنوان سریع

انتخاب روش مناسب برای غربالگری ماهیان مستعد در شناسایی زودهنگام بتانوداویروس،اهمیت زیادی داشته و   های وارداتی،افزایش گونه

 برداری لازم قرار گیرد.تواند مورد بهرهپروری می برای پیشبرد اهداف اقتصادی صنعت شیلات و آبزی

.شناسی یب، آسNested-PCRبتانوداویروس، کیت ایمونوکروماتوگرافی،  کلمات کلیدی:

 
  m.zorriehzahra@areeo.ac.ir: مکاتبات دارعهده *
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 مقدمه 

عصبی نکروز   NNV  (Nervousیا   ویروس 

Necrosis Virus  بیماری ایجاد   VNN(Viral ( عامل 

Nervous Necrosisاست )  (Ariff et al., 2019 این .)

دهه   در  بار  اولین  آن    1980بیماری  از  و  شد  توصیف 

زیان و  میر  و  مرگ  باعث  تاکنون  اقتصادی  زمان  های 

انواع  بیجدی   ماهیان دریایی و آب شیرین  شماری در 

است. و NNV شده  بتانوداویروس  جنس  خانواده    از 

دارای   و  پوشش  فاقد  کوچک  ویروسی  نیدوویریده، 

 است. RNA2 و     RNA1ژنوم قطعه قطعه معروف به

پلیمراز وابسته     RNA، کدکنندهRNA1،  ترقطعه بزرگ

کوچک  RNA   (RdRp)به قطعه  ،  RNA2تر،  و 

کپسی  پروتئین  )کدکننده  است   ;Mori et al., 1992د 

Bandin and Souto, 2020).    در چهار  بتانوداویروس

د با  شناختهژنوتیپ  متفاوت  دمایی  شامل  امنه  که  شده 

است: ذیل   BFNNV (Barfin Flounderموارد 

Nervous Necrosis Virus)   :C15-20  ؛TPNNV 

(Tiger Puffer Nervous Necrosis Virus)  :C20  ؛
SJNNV (Striped Jack Nervous Necrosis 

Virus)  :C20-25  ؛RGNNV (Red-Spotted 

Grouper Nervous Necrosis Virus)  :C25-30 

(Nylend et al., 2008ژنوتیپ   .)RGNNV    با

های حساس، بالاترین توزیع را در  ترین تعداد گونه بیش 

و  گرمسیری  مناطق  ماهیان  در  ویژه  به  جهان  سرتاسر 

ان داده که پراکنش جغرافیایی  مطالعات نش معتدل دارد.

RGNNV  ای در میان ماهیان وحشی و  به طور گسترده

استرالیا   و  آسیا  سواحل  و  مدیترانه  حوضه  پرورشی 

 ,.Moody et al., 2009; Nishioka et alوجود دارد )

ثیر مهمی بر  عامل محیطی، تادما به عنوان یک  .  (2016

  VNN توان در  د و این اثر را میهای ماهیان دارویروس

( نمود  مشاهده  متفاوت،  رشد  بهینه  دمای   Malteseبا 

and Bovo, 2007).  داده که ژنوتیپ یک مطالعه نشان  

و    با   شدت   به   بتانوداویروس  های جغرافیایی  موقعیت 

 (. Hata et al., 2010دمای آب مرتبط هستند )

توانسته    آبزیان،  زندگی  محیط  در  دما  تغییرات 

های آبی و اپیدمیولوژی  یرات زیادی را بر زیست بومتاث

های عفونی در  آبزیان ایجاد کند. تعداد زیادی  بیماری

گونه  علامت  از  بدون  حاملین  به  وحشی  ماهیان  های 

VNNV   مدیترانه و  آسیایی  کشورهای  تبدیل  در  ای 

آلودگی  شده میزان  افزایش  سبب   موضوع  این  که  اند 

های  مرگ و میر درمحیط   ویروسی و متعاقب آن شیوع

از   آب  دمای  افزایش  هنگام  درجه    22به    16آلوده 

 (. Bandin and Souto, 2020سانتیگراد شده است )

بیماری روش        اما  این  های تشخیصی متفاوتی دارد، 

شنای  تشخیص  چگونگی  مشاهده  براساس  اولیه  های 

چشم   و  مغز  در  بافتی  ضایعات  سپس  و  مبتلا  ماهیان 

 Mori et al., 1991; Yoshikoshiت )ماهیان آلوده اس

et al., 1990روش سایر  همچون  (.  تشخیصی  های 

و  کیت  ایمونوکروماتوگرافی  سریع  تشخیص  های 

تاکنون     Nested-PCRروش است.  شده  مطرح  نیز 

-PCR  (RT-PCR, Nested PCR ,RTروش    چندین 

qPCR  با  ی ویروس،هر دو بخش ژنوم  ای  کیهدف  ( 

است در  Bandin and Souto, 2020)  گزارش شده   .)

  اعتماد   قابل  بسیار  مولکولی  مجموع روش های تشخیص

در   تکرارپذیر  و و    زیادی   اهمیت   حاضر  حال   هستند 

  Nishizawa.  (Binesh and Jithendran, 2020)دارند  

اول همکاران  تکثیر   را  RT-PCR  روش   ن یو  براساس 

منطقه   bp430قطعه   به  د که  گزارش کردن T4 از  منجر 

گسترده  NNV  فعلی   ی بندطبقه طور  به  و    ی برا  یاشد 

  یی ای مختلف جغراف مناطق  از    دیجد  یها هیجداتشخیص  
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 .  ( Nishizawa et al.,1995)  مورد استفاده قرار گرفت

به    یی این ویروساز مشکلات شناسا  یبرخ   ابتدا  البته در 

  ی ها پروتکللذا    ؛وجود داشت  ی کیوجود تنوع ژنت   لی دل

منا  دیجد قرار دادن    RNA2طق حفاظت شده  با هدف 

)افتیتوسعه   است   ,Toubanaki and Karagouniه 

توزیع  (2017 اپیدمیولوژیک  مطالعات  دیگر  از طرف   .

های  و افزایش گونه    RGNNV ، به ویژه NNVگسترده

زینتی   و  پرورشی  دریایی،  ماهیان  میان  در  را  حساس 

(. با افزایش Bandin and Souto, 2020دهد )نشان می

از  پروری  آبزی استفاده  و  گذشته  دهه  در  دریایی 

های وارداتی، بروز برخی علائم در ماهیان دریایی  گونه

دوره تلفات  با  و  است  شده  مشاهده  پرورشی  ای  و 

زودهنگام   تشخیص  نگرانی  جنوبی،  سواحل  در  ماهیان 

از   است.  یافته  دوچندان  اهمیت  بتانوداویروس  بیماری 

بتانوداویرو گسترده  شیوع  دلیل  به  ایجاد  طرفی  و  س 

آبزی و  شیلات  صنایع  در  جدی  پروری مشکلات 

های تشخیص قابل اعتماد و سریع، به طور  جهان، روش 

گرفته قرار  توجه  مورد  به  چشمگیر  برای  بنابراین،  اند. 

انقراض   خطر  کاهش  و  ماهیان  تلفات  رساندن  حداقل 

های در معرض خطر، غربالگری ماهیان حساس به  گونه

روش  با  ارزشمند  بتانوداویروس  متفاوت،  و  سریع  های 

بود. روش  خواهد  انواع  با   آشنایی  ویژه  های  به 

مقایسه بررسی  و  آنان  دردسترس  ارزیابی  و  کیفیت  ای 

کمک شایانی به حفظ صنعت شیلات  در مقاله حاضر،  

 و آبزیان منطقه خواهد نمود. 

 

 ها مواد و روش 

بهار و تابستان سال   به دنبال مرگ و میر  1398در   ،

خی از ماهیان دریایی و پرورشی سواحل خلیج فارس  بر

دو )استان از  برداری  نمونه  هرمزگان(،  و  بوشهر  های 

شد انجام  بتانوداویروس  به  حساس  ماهی  و    گونه 

برداری دمای آب دریا نیز مورد سنجش  همزمان با نمونه

قرار گرفت و تغییرات دمایی ثبت گردید. در مجموع،  

30  ( هامور  ماهی  و  Epinephelusقطعه  وحشی   )120  

سی ماهی  آسیایی قطعه  (  Asian Sea bass)  باس 

آوری شد و به طور مجزا از  یافته در قفس جمعپرورش

آزمایشگاه   به  سرد،  زنجیره  رعایت  با  و  یکدیگر 

میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم ارسال  

م  ماهیانی با علای گیری تصادفی،  در طی نمونه  گردیدند.

نشانهرفتار و  نامتقارن  شنای  همچون  ی  ظاهری  های 

بودند  انتخاب  اولویت  سرخی چشم و تورم شکمی در 

ها به آزمایشگاه، وزن و  (. به محض ورود نمونه 1)شکل

نمونه )شکل طول  شد  اخذ  نوع  2ها  به  توجه  با  و   )

 آزمایش مورد نظر، کدگذاری و تفکیک انجام گردید.

 

 

 
 بتلا: الف( سرخی چشم ماهی سی باس پرورشی، ب( تورم شکمی ماهی هامور وحشیعلائم ظاهری ماهیان م :1شکل
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 اندازه گیری وزن  و طول ماهیان :2شکل

 کیت تشخیص سریع ایمونوکروماتوگرافی

برای روش مذکور، در شرایط کاملًا استریل، بافت  

مغز و چشم ماهیان خارج شد و به طور مجزا با محلول  

گردی فسفات همگن  به  نمک  سانتریفیوژ  از  پس  و  دند 

دست آمده، ه، سوپرناتانت بg 825دقیقه با دور  8مدت  

تا    15درون چاهک کیت قرار داده شد. پس از گذشت  

منفی    30 یا  مثبت  نتایج  رنگی،  نوارهای  ظهور  و  دقیقه 

انجام  نمونه پروتکل کیت  نتایج طبق  تفسیر  و  قرائت  ها 

 (.1397شد )حسن تبار، 

 

  آسیب شناسیروش 
مستقل،         طور  به  ماهیان  چشم  و  مغز  روش،  این  در 

ها  تثبیت شد. بعد از آبگیری بافت    %10در بافر فرمالین  

بلوک الکل،  دستگاه  در  با  برش  و  تهیه  پارافینه  های 

( انجام شد. در نهایت  Microm, Germanyمیکروتوم )

رنگهبافت نوری  آمیزیای  میکروسکوپ  با  شده 

(Olympus, Japan  مشاهده )(  Zorriehzahraگردید 

et al., 2014 .) 

 

 Nested-PCRروش 

مغز  بافت از  cDNA ،RNAبرای شروع کار و سنتز       

ماهیان،   چشم  از و  استفاده  مطابق    IQ2000  تی ک   با  و 

استفاده  تکل شرکتپرو تا زمان  و  استخراج  سازنده آن 

سانتی  -20در   شدند.درجه  ذخیره     کنش وا  گراد 

Nested PCRب و  مرحله  از یک جفت  در دو  استفاده  ا 

( و یک جفت آغازگر داخلی  F2/R2آغازگر خارجی )

(F2´/R2´  مطابق پروتکل )OIE, 2018  گرفت    صورت

 (. OIE, 2018( )1) جدول

 

 PCR Nestedمورداستفاده در واکنش  هایآغازگراطلاعات   :1جدول

 آغازگر هدف  5′-3′توالی  سایز باند منابع 

Nishizowa et al., 1994 bp420 CGTGTCAGTCATGTGTCGCT 

CGAGTCAACACGGGTGAAGA RNA2 F2 

R3 

  Thiery et al., 1999b bp 294 GTTCCCTGTACAACGATTCC 
GGATTTGACGGGGCTGCTCA RNA2 F'2 

R'2 
 

 

 

 

 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
aq

ud
ev

.1
6.

3.
21

 ]
 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
23

54
5.

14
01

.1
6.

3.
3.

9 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
02

 ]
 

                             4 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/aqudev.16.3.21
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.23223545.1401.16.3.3.9
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-760-en.html


 25 ...   بتانوداویروس تشخیص کیفیت مقایسه

 
 

واکنش        اول  در مرحله  تغییراتی  اندک   حجم با 

با  25 نهایی و  سیناکلون: میکرولیتر  بافر    محصولات 

PCR  x10  :5/2  کل منیزیوممیکرولیتر،    50رید 

دی  75/0مولار:  یلیم  200میکس پیتیانمیکرولیتر، 

آغازگر، 1میکرولیتر،  5/0مولار:  میلی هر  از  میکرولیتر 

دی پلیمراز  انتک   2میکرولیتر،    u/µ)  5)  :3/0آ 

از   آب    cDNAمیکرولیتر  کافی  میزان  و  آمده  بدست 

نظر  در  با  شد.  انجام  رساندن(  حجم  به  جهت  مقطر 

باند  سیک  20گرفتن   طول  و  و  bp420ل  زمانی  برنامه   ،

 مرحله دوم اعمال گردید.  2دمایی واکنش مطابق جدول

Nested-PCR    25 نهایی حجم درنیز با تغییرات جزئی 

سیناکلون با  و میکرولیتر   : PCR  x1)بافر    محصولات 

منیزیوم  5/2 کلرید   75/0مولار:  میلی  50میکرولیتر، 

 5/0مولار:  لیمی   200میکس  پیتیاندی  میکرولیتر،

آغازگر،    1میکرولیتر،   از هر  از    2میکرولیتر  میکرولیتر 

مرحله واکنش  کافی آب    PCRاول   محصول  میزان  و 

نظر  در  با  شد.  انجام  رساندن(  حجم  به  جهت  مقطر 

باند    32گرفتن   طول  و  و  bp294سیکل  زمانی  برنامه   ،

مطابق جدول واکنش  هر    3دمایی  صورت گرفت. طی 

اطمین  نمونه  واکنش، جهت  نتایج،  از  مثبت  ان  و  کنترل 

گرف  مورد  یمنف  قرار  مراحل،  ت.  استفاده  اتمام  از  پس 

اضافه شده و    % 2  به ژل الکتروفورزواکنش    تمحصولا 

باندها با دستگاه  و  ی  زرنگ آمی   دایبروم  میدی با ات سپس  

UV  (Syngene, England  )  بررسی و  مشاهده  مورد 

 Thiery et؛  1397گرفتند )حسن تبار و همکاران،  قرار

al., 1999b .) 
 

 Nested-PCRدمایی و زمانی مرحله اول  برنامه :2جدول

درجه حرارت               مان زمدت        

 (سانتیگراد)

  مراحل انجام واکنش    

 دقیقه 5

 ثانیه  30

 ثانیه  30

 ثانیه  30

 دقیقه  5        

 درجه  94

 درجه  94             

 درجه  55             

 درجه  72             

 درجه  72

   (                 DNAواسرشت سازی اولیه )جدایی دو رشته  -

 واسرشت سازی هر رشته  -

 DNAاتصال آغازگر به توالی هدف در  -

 بسط و ساخت رشته جدید  -

 تکثیر نهایی  -

 

 
 Nested-PCRدمایی و زمانی مرحله دوم  برنامه :3جدول

 ت درجه حرار          زمان مدت 

 ( سانتیگراد)           

 مراحل انجام واکنش 

 دقیقه 5

 ثانیه  40

 ثانیه  40

 ثانیه  40

 دقیقه  10    

 درجه   94

   درجه 94

 درجه   50

   درجه 72

 درجه                    72

 (  DNAواسرشت سازی اولیه)جدایی دو رشته 

 واسرشت سازی هر رشته 

  DNAبه توالی هدف در آغازگر اتصال 

 رشته جدید  بسط و ساخت

 تکثیر نهایی 
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نتایج 

متفاوتی   وزن  و  طول  دارای  مطالعه  مورد  ماهیان 

گرم و  300میانگین وزن و قد آن ها به ترتیب  بودند که

و   18 بهار  در  ثبت شده  دمایی  تغییرات  بود.  متر  سانتی 

از   سانتی  35تا    20تابستان  در  درجه  داشت.  قرار  گراد 

با روش کیت  از ماهیان  مورد    %22این بررسی   آزمون 

گزارش   مثبت  ایمنوکروماتوگرافی،  سریع  تشخیص 

 (. 3شدند )شکل

روش  نمونه به  بررسی  مورد  بافتی  های 

و چشم   ، واکوئلاسیون و نکروز بافت مغزشناسیآسیب

از      %28و در نهایت  (  را آشکار نمودند4ماهیان )شکل

گزارش  نمونه مثبت  روش،  این  با  موردبررسی  های 

 شدند. 

نمونه از   با  تعداد  که  مورد    Nested-PCRهایی 

باند  %36آزمایش قرار گرفتند، حدود    bpاز نمونه ها، 

تعداد ماهیان    4(. جدول5را آشکار نمودند )شکل  294

هرگونه و تعداد و درصد هر روش به تفکیک ذکر شده  

 است.   

در نهایت پس از انجام آزمایش ها و آنالیز نتایج و  

ه هرکدام از روش ها، نتایج قابل  مقایسه موارد مثبت شد

ب  از آن در جدولهتوجهی   5دست آمد که خلاصه ای 

ه شده است. نتایج بررسی داده ها و برآورد زمان و  ارای

های آزمایش  حاضر،  انجام  هزینه  پژوهش  در  شده 

سریع   کیت  روش  که  بود  مطلب  این  از  حاکی 

سریع عنوان  به  ارزانایمونوکروماتوگرافی  و  ترین  ترین 

و   تشخیصی  و  ترین  حساس   Nested PCRروش 

 های این مطالعه معرفی شدند.ترین روشاختصاصی

 

  

 نمونه واکوئلاسیون بافت شبکیه چشم ماهی سی باس :4شکل

(Ziarati et al., 2020 ) 

 

 

  و نمایش نتایج مثبت  VNNکیت تشخیص  :3شکل
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 شده های انجامبه تفکیک روشتعداد گونه ماهیان مورد مطالعه، درصد و تعداد موارد مثبت هرگونه   :4جدول

 

  

های  ( : نمونه7تا 3، ) Ladder( 2( کنترل منفی، 1 :از سمت چب به راست Nested-PCR.های ارزیابی شده با روش باند نمونه :5شکل

 ( کنترل مثبت 8مثبت، 

 ( )+++: زیاد؛ ++: متوسط؛ +: کم شده مطالعه حاضر: مقایسه سه روش ارزیابی 5جدول 

 

 

 

 

 

بحث

صید،         کاهش  و  بیماری  بروز  اخیر،  دهه  چند  در 

میان ایجاد   تقاضای   و  عرضه  خلأیی  که  ماهی  کرده 

پرو آبزی  و  ماهیگیری  صنعت  برای  است تهدیدی  ری 

(Azad et al., 2014عنوان به  بتانوداویروس  یک   (. 

عامل بیماریزای ویروسی قابل توجه در ماهیان، مرگ و  

میر انبوه آنان را در سنین مختلف و به خصوص مراحل  

 ها/گونه ماهیان  نتایج روش مثبت روش کیت/ تعداد   داد شناسی/ تعمثبت روش آسیب مثبت روش مولکولی/تعداد 

 ماهی هامور  2/10 4/10 6/10

 باسماهی سی  9/40 10/40 12/40

 تعداد مثبت/تعدادکل  11/50 14/50 18/50

 درصد مثبت/درصد کل  22/100 28/100 36/100

 انتخاب  اولویت حساسیت و اختصاصیت  هزینه  سرعت تشخیص  نوع روش

 ++  ++  +  +++  کیت تشخیص سریع 

 +  ++  +++  +  آسیب شناسی 

Nested-PCR  ++  +++  +++  +++ 
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( و  Hazreen-Nita et al., 2019کند )لاروی ایجاد می 

  و   تلفات   خطر  تواند  می  ویروس  این  زودهنگام   تشخیص 

  پرورش   تاسیسات   در   را  آن  از   ناشی  ادی اقتص  خسارات 

 Binesh andدهد ) کاهش   توجهی قابل میزان به آبزیان

Jithendran, 2020).    ،جهان سراسر  مختلف  محققین 

 ,.Hick et al., 2011a; Le Breton et alانتقال افقی )

1997( ویروس  عمودی  انتقال  و   )Arimoto et al., 

1992; Azad et al., 2006b; Breuil et al., 1991; 

Kuo et al., 2012) تا کردهرا  خلیج  یید  طرفی  از  اند. 

عمان،   دریای  با  مرتبط  و  بسته  نیمه  دریایی  فارس 

و  زهرا  )ذریه  است  آزاد  دریاهای  سایر  و  هند  اقیانوس 

همکاران،  1391همکاران،   و  عوفی  و  1395؛  زیارتی  ؛ 

بتانوداویروسی  1400همکاران،   آلودگی  به  توجه  با  و   )

و ماهی  کویت  همچون  ایران،  همجوار  کشورهای  ان 

انتقال   و  ویروس  این  وجود  احتمال  سعودی،  عربستان 

میان ماهیان دریایی و پرورشی خلیج فارس مطرح است 

ماه غربالگری  با لذا  بتانوداویروس  به  حساس  یان 

از  روش اختصاصی  و  کارآمد  سریع،  تشخیصی  های 

حاضر مطالعه  در  است.  برخوردار  بالایی  به  ارزش   ،

باس   سی  و  وحشی  هامور  ماهیان  اولیه  بررسی  منظور 

تشخیصی   برای  تشخیص  VNNپرورشی  کیت  ابتدا   ،

گرفت.   قرار  استفاده  مورد  ایمونوکروماتوگرافی،  سریع 

حد   با  و  ایرانی  محققین  توسط  شده  طراحی  کیت 

برای    310تشخیص که  نمونه،  در  ویروسی  پارتیکل 

ا جمعیت غربالگری  در  شیوع  از  قبل  ویروس  های  ولیه 

نتایج   اما  باشد  می  اقتصادی  و  مناسب  بسیار  نظر،  مورد 

تری  نسبت به روش مولکولی دارای حساسیت پایین   آن

می  است آشکار  را  کاذب  منفی  نتایج  گاهی  و  و  کرد 

( و همچنین با  1397این با مطالعه حسن تبار و همکاران )

همکاران    Fukudaمطالعه   داشت    (2009)و  همخوانی 

تبار،     همچنین(.  Fukuda et al., 2006؛  1397)حسن 

Fukuda  نشان دادند که حساسیت  (2009)همکاران    و 

روش  طراحی  کیت از  بالاتر  و    بود  شناسیآسیب شده 

  شد   هارایکپی در هر میلی لیتر  410 حد تشخیص ویروس

(Fukuda et al., 2006ولی نتایج آن )  ها با نتایج مطالعه

آسیبح روش  که  نشان اضر  کیت  از  بالاتر  را  شناسی 

ترین مزیت روش کیت ارزان  داد، مطابقت نداشت. مهم 

بودن، راحتی، قابلیت حمل آسان و بدون نیاز به اپراتور  

 Adams andقیمت می باشد )های گرانماهر و دستگاه

Thampson, 2008  بنابراین ت(.  کنترل  ابرای  و  یید 

از شیوع    VNNعفونت   مناسبشیوه  بیماری  قبل    ی بسیار 

مکانی   هر  در  و  متخصص  نیروی  به  نیاز  بدون  و  است 

است استفاده  روش    .قابل  حاضر،  مطالعه   Nestedدر 

PCR    بیماری کشور  در  بار  اولین  برای  شد  موفق  نیز 

VNN    را در ماهیان هامور وحشی و سی باس پرورشی

های  وارداتی سواحل جنوب و جنوب غرب ایران )استان

ر و هرمزگان( آشکار نماید و نتایج پژوهش کنونی  بوشه

مطالعه   )  Banerjeeمشابه  همکاران  که  2014و  بود   )

به دنبال   نیز  بیماری در  ظهور علای آنان  بالینی و شیوع  م 

سی پرورشماهیان  غربی  باس  سواحل  از  قفس  در  یافته 

با روش   را  بیماری  تشخیص    Nested PCRهندوستان، 

( و    Banerjee et al., 2014  .)Pena  De laدادند 

( آزمایش  2011همکاران  انجام  با  نیز   )Nested-PCR 

شده از دریا پیشنهاد  گرفتهروی آبشش ماهیان و ماهیان  

جمعیت  عفونی  در  آن  پایداری  و  ماهیان  قبلی  شدن 

را  وحشی  )ارای   ماهیان  نمودند   ,.De la Pena et alه 

دیگری    (.2011 مطالعه  دریایی  در  مهاجر  ه  ب ماهیان 

مناطق  ناقل    عنوان  به  بتانوداویروس  انتقال  مناسب 

جغرافیایی  شده  دوردست   ,.Curtis et al)  اندمعرفی 

2001.)  Korsnes  (2008  نیز انواع انتقال افقی ویروس )
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می جمله  از  که  شد  متذکر  میان  را  افقی  انتقال  به  توان 

میان   افقی  انتقال  پرورشی،  ماهیان  و  وحشی  ماهیان 

حشی و یا میان جوامع ماهیان پرورشی،  جوامع ماهیان و 

سیستم   در  شده  گرفته  کار  به  عفونی  ماهیان  از  استفاده 

کرد   اشاره  وحشی  ماهیان  ذخایر  افزایش  یا  پرورشی 

(Korsnes, 2008  سواحل ماهیان  آلودگی  بنابراین   .)

موارد   از  هرکدام  از  ناشی  است  ممکن  فارس  خلیج 

ی باشد. مطابق  مذکور یا از طریق ماهیان پرورشی واردات

شد   مشخص  پژوهش،  این  در  مدنظر  های  روش  انجام 

ترین و سریع که روش کیت ایمونوکروماتوگرافی ارزان

ترین روش تشخیصی است و در عین حال حساسیت و  

در   دارد.  ها  روش  سایر  به  نسبت  کمتری  اختصاصیت 

و   اختصاصیت  نظر  از  شناسی  آسیب  روش  مقابل 

با روش   مشابه  تقریبا  تفاوت  حساسیت  این  با  بود  کیت 

مستلزم   مطلوب،  نتایج  کسب  و  کار  مراحل  انجام  که 

نیازمند   همچنین  و  زیاد  هزینه  و  وقت  نمودن  سپری 

ماهر و دستگاه های گران اما روش  پرسنل  قیمت است. 

Nested-PCR    اختصاصی و  حساس  روشی  کنونی، 

آسیبمع روش  با  مقایسه  در  و  شده  از  رفی  شناسی 

ب بیشتری  عمل  روش  سرعت  مشابه  ولی  است  رخوردار 

و   متخصص  نیروی  هزینه،  نیازمند  شناسی،  آسیب 

دستگاه های پیشرفته است. به طور کلی با توجه به موارد  

مطرح شده می توان اولویت اول را روش های مولکولی  

پرسنل   نبود  و  وقت  ضیق  زمان  در  ولی  گرفت  نظر  در 

ارزشمند  بسیار  سریع  تشخیص  کیت  از  استفاده    ماهر، 

تشخیص   برای  شناسی  آسیب  روش  همچنین  است. 

میزبان   بافت  بر  آن  اثرات  مشاهده  و  بتانوداویروس 

نتایج کنونی   طلبد.  می  بیشتری   زمان  ولی  دارد  کاربرد 

بتانوداویروس،   تشخیص  اندازی    Nested-PCRدر  راه 

دیگر گزارش نمود و    شده را قابل اعتمادتر از دو روش

سی  در  بتانوداویروس  هامور  شناسایی  و  وارداتی  باس 

محققان قبلی و   وحشی خلیج فارس را، یک تایید نتایج

اعلام   منطقه  ماهیان  میان  ویروس  افقی  انتقال  بر  دلیلی 

   نماید.می

 

 سپاسگزاری 

  از   که   دانند  می  لازم  خود  بر  مقاله  این   نویسندگان      

 و  آوریجمع  در  اژدری  اشکان  دکتر  جناب  مساعدت

  کلیه   از   همچنین   و  رشیپرو  باسسی  ماهیان  ارسال

 رساندند،  یاری  تحقیق  این  انجام  در  را  ما  که  عزیزانی

 .آورند عمل به  تشکر و تقدیر

 

 منابع  

سنجی ساااخت کیاات   . امکان1397ر، ف.،  حسن تبا .1

تشخیص سریع بیماااری نکااروز عصاابی ویروساای بااه 

( بااا اسااتفاده از VNNمنظور ردیابی سااریع بیماااری )

تساااات ایمونوکروماااااتوگرافی و مقایسااااه آن بااااا 

و   (RT-PCR) ای پلیمرازهای واکنش زنجیرهروش

. رساااله دکتاارای تخصصاای، IHC ایمنوهیستوشاایمی

و شیلات، دانشگاه کشاورزی و   دانشکده علوم دامی

 صفحه. 146  منابع طبیعی ساری.

حسن تبار، ف.، فیروزبخش، ف.، ذریه زهاارا، م.ج.،  .2
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