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 چکیده

و زیاد در         تلفات سریع  باعث  و  بیماری ویروسی لکه سفید است  میر گسترده در میگوهای پرورشی در مزارع  و  از علل مرگ  یکی 

تنها روش تشخیص زودهنگام و مطمئن این ویروس روش  شود.ظرف چند روز می شود، تشخیص به موقع مانع ضرو زیان گسترده مالی می 

ریبوزومال به عنوان   s18و ناحیه مرتبط با پروتیین کیناز و از ژنوم میگو برای نواحی    VP28مولکولی است از ژنوم ویروس برای ناحیه  

جهت تشخیص ویروس لکه   multiplexکنترل داخلی آغازگرهایی سازگار با هم طراحی شدند. پس از بهینه سازی آغازگرها به صورت  

مقایسه   )تایوانی(  IQ2000سازی شده و مرجع  نمونه میگوی مشکوک به بیماری توسط دو کیت بهینه   200استخراج شده از    DNAسفید،  

نتایج بدست آمده با کیت مرجع بجز در    ،نمونه منفی بود  106)آلوده به ویروس( و    نمونه مثبت  94گردید. از این تعداد،   با  نمونه   2که 

با توجه به نتایج    باشد.درصد می   100و    98مطابقت داشت. حساسیت و اختصاصیت کیت طراحی شده در مقایسه با کیت مرجع به ترتیب  

 . تواند جایگزین یا به همراه کیت مرجع استفاده شودبدست آمده روش بهینه سازی شده تک مرحله ای این مطالعه می 

 

 

 IQ2000ویروس لکه سفید، واکنش زنجیره ای پلیمراز چندگانه، تشخیص، میگو،  کلمات کلیدی:

 
   f.kafilzadeh@gmail.comدار مکاتبات: عهده  *
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 مقدمه 

      ( سفید  لکه  بیماری  نوعی WSDویروس  عامل   )

بیماری است که باعث مرگ و میر بالای سخت پوستان  

صنعت  می سنگین  تلفات  و  شدید  میر  و  مرگ  شود. 

های آسیایی و آمریکای لاتین  میگو در بسیاری از کشور

اندام بیماری لکه سفید رخ داده است.  هایی که  به دلیل 

بافت سایر  و  مزودرم  یا  اکتودرم  منشأ  از  مختلف  های 

  Chang et)گیرند، هدف بیماری لکه سفید هستند  می

al., 1996)  .  بیماری لکه سفید از طیف وسیعی از سخت

 Peng et  al., 1998; Wang)پوستان جدا شده است  

et  al., 1998; Otta et  al., 1999; Vaseeharan et  

al., 2003).  می بیماری  گونهاین  همه  تقریباً  های  تواند 

طی   در  و  کرده  آلوده  را  میگو  تجاری  روز    5-3مهم 

 ,.Nakano et  al)درصد شود    100منجر به مرگ و میر  

1994) . 

ویرررروس بیمررراری لکررره سرررفید میگرررو متعلررر  بررره       

و خررررررررررررررررانواده  Whispovirusجررررررررررررررررنس 

Nimaviridae  اسرررت(van Hulten et  al., 

ویرررررروس بیمررررراری لکررررره سرررررفید میگرررررو . (2001

 van)اسررررت  DNAشررررامل ژنرررروم دو حلقرررره ای 

Hulten et  al., 2001; Yang et al., 

. انررررردازه ژنررررروم ویرررررروس بیمررررراری لکررررره (2001

اسرررت، کررره شرررامل  kbp 300سرررفید میگرررو حررردود 

 ORF() Open Readingفررررریم برررراز ) 531

Frames .از  181( اسرررررتORFبررررره احتمرررررال  هرررررا

هرررررای عملکرررررردی را رمزگرررررذاری زیررررراد پروتئین 

 van Hulten et  al., 2001; Yang)کنررد می

et  al., 2001; Mayo, 2002) طبقررره بنررردی و .

تعیرررین تررروالی کامرررل ژنررروم ویرررروس بیمررراری لکررره 

بررررره ترتیرررررب توسرررررط مرررررورفی و میگرررررو سرررررفید 

و ون  (Murphy et al., 2012)همکررررراران 

 ,.Van Hulten et  al)هرررولتن و همکررراران 

 گزارش شده است. (2000

هرررررای هرررررای تشرررررخیص در گذشرررررته از روشروش

شناسرررایی مبتنررری برررر ریخرررت شناسررری برررا اسرررتفاده از 

( برررررره سررررررمت EMمیکروسررررررکور الکترونرررررری )

هررررای ایمنرررری و مولکررررولی بسرررریار حسرررراس روش

تواننرررد ویرررروس را  بررره کررره می ،تکامرررل یافتررره انرررد

هررررای برررردون علامررررت تشررررخیص راحترررری در حامل

تشرررررخیص . (Joseph et al., 2015)دهنرررررد 

حتررری ویرررروس بیمررراری لکررره سرررفید میگرررو عفونرررت 

در حیوانرررررات حامرررررل کررررره هررررری  علامتررررری از 

تررروان از طریررر  دهنرررد را میبیمررراری را نشررران نمی

ترین روش مولکررررولی، واکررررنش زنجیررررره حسرررراس

 ,.Kimura et  al)انجررررام داد ای پلیمررررراز 

1996; Takahashi et  al., 1996; 

Umesha et  al., 2006) .   در ایررررن بررررین

غربررررررالگری مکرررررررر ویررررررروس در طررررررول دوره 

کشررررت، برررره عنرررروان اقرررردام پیشررررگیرانه انتقررررال 

توانررررد جررررایگزین مناسرررربی عمررررودی و افقرررری، می

ویررررروس  برررررای برررره حررررداقل رسرررراندن انتشررررار

بررره دلیرررل فقررردان دارو بیمررراری لکررره سرررفید  میگرررو 

 ,.Karim et  al)در برابررررر عفونررررت باشررررد 

2012). 

برررره عنرررروان روش  PCRبرررره دلیررررل حساسرررریت،     

ویرررروس بیمررراری لکررره انتخرررابی بررررای تشرررخیص 

هررررای در مقایسرررره بررررا سررررایر روشسررررفید میگررررو 

 southern blotماننرررررد  DNAمبتنررررری برررررر 

hybridization  تبررررررردیل شرررررررده اسرررررررت. روش

PCR ترررو در ترررو (Nested PCR حسررراس ترررر )

یرررررک مرحلررررره ای موجرررررود  PCRهرررررای از روش
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ویررررروس بیمرررراری لکرررره سررررفید برررررای تشررررخیص 

 .(Lo  et  al., 1996)بود   میگو

برررررای غربررررالگری مناسررررب ویررررروس یررررک      

روش تشررررخیص سررررریع و کارآمررررد مررررورد نیرررراز 

هررررای تشخیصرررری کلاسرررریک، اسررررت. از بررررین روش

PCR  برررره دلیررررل حساسرررریت بیشررررتر در تشررررخیص

توجررره بیشرررتری را بررره خرررود جلرررب کررررده اسرررت 

(Maeda et  al., 1998; Hameed et  al., 

2002; Chakraborty and Ghosh, 2016) 

در حرررررال  PCRو تجزیررررره و تحلیرررررل مبتنررررری برررررر 

ها بررره عنررروان روش حاضرررر در تعررردادی از کشرررور

هرررای میگرررو از ترجیحررری بررررای تشرررخیص ویروس

برره کررار ویررروس بیمرراری لکرره سررفید میگررو جملرره 

 ;Withyachumnarnkul 1999)رود مررررررری

Ganjoor, 2015) رویکررررررد مبتنررررری برررررر .PCR ،

 Lo and)و همکررراران  Loتوسرررعه یافتررره توسرررط 

Ho et  al., 1996)  اسرررررتاندارد مرجرررررع

های غربرررررالگری مشررررهور در سراسرررررر آزمایشررررگاه

 Nunan)جهررران بررررای تشرررخیص ویرررروس شرررد 

and Lightner, 2011)  عررررررلاوه بررررررر .Lo  و

هررررررررای ، محققرررررررران آغازگر(1996) همکرررررررراران

ویرررروس بیمررراری لکررره زیرررادی برررر اسررراس ژنررروم 

انرررد و انرررواع مختلفررری طراحررری کردهسرررفید میگرررو 

را  PCRهرررررای تشرررررخیص مبتنررررری برررررر از پروتکل

 Otta et  al., 1999; Tang)انرررد توسرررعه داده

and Lightner, 2000; Nunan and 

Lightner, 2011) برررررا وجرررررود توسرررررعه یرررررافتن .

هررررا دارای معررررایبی نیررررز هررررای متفرررراوت، آنروش

کررره  PCRهرررای هسرررتند، بررره عنررروان مثرررال  پروتکل

تررراکنون توسرررعه یافتررره انرررد معمرررولاً زمررران زیرررادی 

 60-40سرررراعت بررررا حررررداقل  5تررررا  3طلبنررررد )را می

چرخرررره حرارترررری تقررررویتی( و نیرررراز برررره حجررررم 

میکرولیترررررر( در  25ترررررا  20هرررررا )زیرررررادی از معرف

یرررک لولررره بررررای یکبرررار عملکررررد دارنرررد و هزینررره 

. عرررلاوه برررر (Yang et  al., 2006)برررر هسرررتند 

هررررای معمررررولی مونرررروپلکس تنهررررا ایررررن، پروتکل

ویرررروس بیمررراری لکررره سرررفید تواننرررد ح رررور می

را در یررررک لولرررره برررردون ا بررررات ح ررررور میگررررو 

میزبررران کررره نیررراز بررره واکرررنش لولررره دیگرررری دارد، 

ترررو در ترررو  PCRتأییرررد کننرررد. همرنرررین در طرررول 

هرررا، محصرررولات بررره دلیرررل بررراز شررردن میکروتیو 

PCR  در معرررررررگ آلررررررودگی متقابررررررل هسررررررتند
(Sritunyalucksana et  al., 2006a; 

Nunan and Lightner, 2011). 

 PCRبررررا بهینرررره سررررازی یررررک روش سرررراده      

برررررای تشررررخیص همزمرررران ویررررروس بررررا میزبرررران 

)یعنررری میگرررو( در یرررک واکرررنش ترررک لولررره ای 

 PCRتوانرررد بررره عنررروان کررره بررره طرررور مرسررروم می

( تعریررررررررف Multiplex PCR) مرررررررالتی لکس 

ترررروان از مشررررکلات فررررو  جلرررروگیری شررررود، می

اسرررررت  PCRمرررررالتی لکس نررررروعی از  PCRکررررررد. 

کررره بررره وسررریله آن دو یرررا چنرررد مکررران همزمررران در 

یررررررک واکررررررنش لولرررررره ای بررررررا اسررررررتفاده از 

شرررروند های آغررررازگر متعرررردد تکثیررررر میمجموعرررره

هرررا بایرررد از کررره در آن هرررر یرررک از جفرررت آغازگر

نظرررر تمرررام شررررایط بهینررره شررروند ترررا همررره جفرررت 

 آغازگرهرررررررا بتواننرررررررد در دمرررررررای بازپخرررررررت

(Annealing یکسررررررررررران کرررررررررررار کننرررررررررررد )

(Chamberlain et  al., 1988).  اسررررتفاده از

مرررررالتی لکس  PCRتجزیررررره و تحلیرررررل حاصرررررل از 
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کنررررد و توانررررایی تشررررخیص سررررریعتر را فررررراهم می

توانرررد هزینررره واکرررنش و همرنرررین نیرررروی کرررار می

 Lightner, 1996; Yang et)را کرررراهش دهررررد 

al., 2006) بنررررابراین، ایررررن مطالعرررره بررررا هرررردف .

مررررالتی لکس  PCRبهینرررره سررررازی یررررک پروتکررررل 

توانرررد بررره راحتررری بررررای ترررک مرحلررره ای کررره می

ویررررروس غربررررالگری همزمرررران و سررررریع ح ررررور 

در میگررررو اسررررتفاده بیمرررراری لکرررره سررررفید میگررررو 

شرررود، انجرررام شرررد و در نتیجررره زمررران کلررری انجرررام 

ها و احتمررررال واکررررنش ، مقرررردار واکررررنش دهنررررده

 انتقال آلودگی را کاهش داد.

اسررررتاندارد سررررازی و بهینرررره  ،طراحرررریبنررررابراین     

میگرررو  تشرررخیص بیمررراری لکررره سرررفید سرررازی کیرررت

 در این تحقی  ضروری بنظر رسید.

 ها مواد و روش

 گیرینمونه 

نها میگررررروی پرورشررررری در در حرررررال حاضررررررت     

 Litopenaeus) میگرررروی وانررررامی ایرررررانکررررل 

ameivann )لرررذا انتخرررا  مرررا محررردود  ، باشررردمی

گیری از تیرررر ترررا بررره ایرررن میگرررو قرارگرفرررت. نمونررره

نمونررره میگرررو  200 .بررره طرررول انجامیرررد 1399مهرررر 

مرررورد نیررراز از سررره مزرعررره مختلرررف پررررورش میگرررو 

دارای سررررابقه آلررررودگی برررره ویررررروس، برررره عنرررروان 

هرررای متفررراوت اسرررتان مرررزارع منتخرررب در سرررایت

بنررردر ریررر   و  ،بوشرررهر شرررامل سرررایت رودشرررور

 .انتخرررا  شررردند (کیلرررومتر 40برررا فواصرررل )شررریف 

در کنرررار  ودر شررررایط کررراملا اسرررتریل نمونررره هرررا 

تررا قبررل از انجررام  .یررخ برره آزمایشررگاه حمررل شرردند

درجرررررره سیلسرررررریوس  -20آزمررررررایش در دمررررررای 

 داری شدند.نگه

  

 DNA استخراج
 و شرررررماره گرررررذاری پرررررس از آمررررراده سرررررازی    

مرحلررره اسرررتخراج انجرررام گرفرررت. بررررای  ،هانمونررره

 DNAمرحلررررره اسرررررتخراج از کیرررررت اسرررررتخراج 

)ایررررران( اسررررتفاده شررررد. برررررای  شرررررکت تریترررراژن

هرررای گررررم از بافتمیلررری 40ایرررن مرحلررره در ابتررردا 

های مختلررررف میگررررو نظیررررر بافررررت نرررررم و قسررررمت

هرررای آبششررری سرررخت کررره شرررامل دم، پوسرررت و پا

نمونرره  .جراحرری اسررتریل شررده جرردا شرردند بررا تی رره

در یررررک لولرررره میکرررررو سررررانتریفیوژ اسررررتریل هررررا 

میلررری لیترررری قرارگرفرررت. بافرررت جررردا شرررده  1.5

میکرولیترررر برررافر لایرررز  400پرررس از اضرررافه کرررردن 

ترررا برررا برررافر  ،( کوبیرررده شررردlysis bufferکننرررده )

لایررز کننررده برره خرروبی مخلرروا شررود. پررس از ایررن 

میکرولیترررررر از مخلررررروا حاصرررررل را  200ه مرحلررررر 

برداشرررته و در یرررک میکروتیرررو  دیگرررر ریختررره و 

 BB (Bindigمیکرولیتررررررر از بررررررافر  600سرررررر س 

Buffer 10( بررره مخلررروا اضرررافه شرررد و بررره مررردت 

 600دقیقررره در دمرررای محررریط انکوبررره شرررد، سررر س 

( برررررره %100-96) میکرولیتررررررر اتررررررانول خررررررالص

میکروتیرررررو  اضرررررافه و مجموعررررره بررررره سرررررتون 

یرررک دقیقررره برررا دور  . آنگررراهاسرررتخراج منتقرررل شرررد

در دقیقررررره سرررررانتریفیوژ انجرررررام گرفرررررت.  10000

مرررراکرولیتر  600پررررس از مرحلرررره اول سررررانتریفیوژ 

( را بررررره Wash Buffer 1) WB1از محلرررررول 

سرررتون اضرررافه و بررره مررردت یرررک دقیقررره برررا دور 

سررررانتریفیوژ تکرررررار شررررد. پررررس ازاتمررررام  10000

تیررررو  سررررانتریفیوژ و خررررالی کررررردن محتویررررات 

Collection  مرررررراکرولیتر از محلررررررول  600میررررررزان
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WB2 (Wash Buffer 2 برررره سررررتون اضررررافه و )

دور برررررر دقیقررررره  12000مجرررررددا برررررا سررررررعت 

سررررانتریفیوژ تکرررررار گردیررررد. در نهایررررت پررررس از 

 50انتقررررال سررررتون برررره یررررک میکروتیررررو  تمیررررز 

( برررررره سررررررتون Ellusion) ELمرررررراکرولیتر بررررررافر 

دقیقرررره انکوباسرررریون در دمررررای  2اضررررافه و پررررس از 

یررررک دقیقرررره سررررانتریفیژ  10000محرررریط، بررررا دور 

 -20بدسرررررت آمرررررده در فریرررررزر  DNA گردیرررررد.

بررره منظرررور حصرررول اطمینررران از  نگهرررداری شرررد.

اسررررررتخراج شررررررده،  DNAکیفیررررررت و کمیررررررت 

 توسرررررط دسرررررتگاه نرررررانودرار DNAجرررررذ  

(Denovix DS-11 در طرررررول مررررروج )280/260 

 نانومترخوانده شد.

 

 انتخاب و ترکیب آغازگر

 multiplexبرررره منظررررور طراحرررری مناسررررب      

PCR  جهرررررت تشرررررخیصWSD ژنررررروم میگرررررو ،

(7871408  2106361 [UID] IDs:

]8054448 [RefSeq [GenBank] و )

:IDs [UID] 6305188  6305188ویرررررروس )

[GenBank]مرررررررورد بررسررررررری قرارگرفررررررررت ). 

 primer3سرررررانجام آغازگرهررررایی بررررا نرررررم افررررزار 

( کرررره قطعررررات بررررا 1طراحرررری گردیررررد )جرررردول 

ریبوزومرررررررررررال  s18 از ژن bp 754 هرررررررررررای طول

میگرررو بررره عنررروان کنتررررل داخلررری  و آغازگرهرررای 

مخررررتص ژنرررروم ویررررروس بررررا توانررررایی  تکثیررررر 

را تکثیررررررر  bp 553 و  302قطعرررررراتی بررررررا طررررررول 

 نمایند.می

 :مشخصات آغازگرهای طراحی شده1جدول 

 آغازگر قطعه هدف  طول قطعه تکثیر شده 

754 bp Penaeus vannamei 18S 

ribosomal RNA 
F1:ACTGCAAGTGACATGAACA 

R1:GTCTAAACTCTTCAGTCTAG 
553 bp Proteine kinase 1 (PK1) gene F2:TTGCATAACCTGTTCCAGTTC 

R2:TTAGTGCCGCGTCTGT 
302 bp Outer membrane protein 

VP28 gene 
F3:GTATCACAACACTGTGACCAA 
R3:ATGTGTTGTTCCACACCTTG 

 

 بررسی عملکرد آغازگ

پرررررس از طراحررررری اولیررررره آغازگرهرررررا بررررررای     

قطعرررررات مختلرررررف ژنررررروم ویرررررروس و میگرررررو، 

عملکررررررد آغازگرهرررررا بررررره صرررررورت جداگانررررره 

بررسررررری شرررررد. همرنرررررین عملکررررررد ترکیرررررب 

 آغازگرهرررا بررره صرررورت اسرررتفاده همزمررران از قطعررره 

bp 754  از میگرررو بررره عنررروان کنتررررل داخلررری بررره

از ویرررررررروس  bp 302 و  553همرررررررراه قطعرررررررات 

انجررررام شررررد، همرنررررین  حررررالات مررررالتی لکس بررررا 

، 754قطعررررات میگررررو و ویررررروس برررره صررررورت  

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

 گردید.بررسی 302

 PCRبهینه سازی 

بعررررد از انتخررررا  بهترررررین ترکیررررب آغررررازگری     

در ویرررروس بیمررراری لکررره سرررفید جهرررت تشرررخیص 

هرررا انجرررام شرررد، بررردین میگرررو، بهینررره سرررازی آن
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مختلفرررری از  یهرررراصررررورت کرررره در ابترررردا غلظررررت

DNA  نررررررانوگرم  10 -300اسررررررتخراج شررررررده از

 DNAاسرررتفاده شرررد ترررا بهتررررین محررردوده مقررردار 

های انتخرررررا  گرررررردد. همرنرررررین تعرررررداد سررررریکل

PCR  و دمرررررای اتصرررررال آغازگرهرررررا در حالرررررت

multiplex  .بهینه سازی گردید 

 

  multiplex PCRبررسی عملکرد کیت 

پررررس از بهینرررره سررررازی، برررره منظررررور بررسرررری      

 20نمونرررررره بیمررررررار و  20عملکرررررررد آن، تعررررررداد 

نمونرررره سررررالم کرررره قرررربلا بررررا کیررررت تشخیصرررری 

IQ2000 (GeneReach Biotechnology 

corp.)  مثبرررررت تشرررررخیص داده شرررررده بودنرررررد

انتخررررا  و برررره صررررورت دو سررررو کررررور آزمررررایش 

جهررررت بررسرررری  PCRپررررس از انجررررام  گردیررررد.

نترررایج حاصرررله، الکتروفرررورز انجرررام شرررد. پرررس از 

ها اطمینررران از حصرررول نتیجررره مطلرررو  همررره نمونررره

توسررررط دو کیررررت مرجررررع و طراحرررری شررررده برررره 

 صورت همزمان مقایسه گردید.

 

 نتایج 

 DNAاستخراج 

  DNA  نمونرررره میگررررو برررره  200اسررررتخراج شررررده از

 90.22طررررررور میررررررانگین دارای غلظترررررری معررررررادل 

و  1.96معرررررررادل  260/ 280نرررررررانوگرم، جرررررررذ  

 بودند. 1.22معادل  230/260جذ   

 

 بررسی عملکرد آغازگرها
جفررررت آغررررازگر طراحرررری شررررده کرررره یررررک  3    

میگرررو کررره بررره عنررروان  DNAجفرررت مربررروا بررره 

را تکثیررررررر  bp 754 کنترررررررل داخلرررررری و قطعرررررره 

 DNAجفررررت دیگررررر مربرررروا برررره  2کنررررد و می

 bp 553 و  302باشررررررد و قطعررررررات ویررررررروس می

کننرررررد بررررره صرررررورت جداگانررررره و را تکثیرررررر می

تررررایی بررسرررری شررررد و  3تررررایی و  2هررررای ترکیب

بررررررر روی ژل  PCRنتررررررایج حاصررررررل از انجررررررام 

 (.1)شکل  آگارز بررسی گردید 
 

 
 

( ترکیب  bp302 ،2و  754،553( ترکیب آغازگرهای 5و DNA ،1( مارکر  Lنتایج حاصل از الکتروفورز ترکیبات مختلف آغازگرها: : 1شکل 

 bp754( آغازگرbp754 ،4، 392( ترکیب آغازگرهای bp754 ،3، 553آغازگرهای 

در محررررررردوده  DNAهرررررررای متفررررررراوت غلظت     DNAبهینه سازی مقدار 

نررررررررانوگرم در مررررررررراکرولیتر جهرررررررررت  10-300
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دسرررتیابی بررره بهتررررین عملکررررد بررره عنررروان الگرررو 

مرررورد اسرررتفاده قررررار گرفرررت و مشرررخص شرررد کررره 

هرررای آغرررازگر طراحررری شرررده در محررردوده غلظت

نررانوگرم برره بررالا قررادر برره انجررام صررحی  تکثیررر  45

نرررانوگرم  150بررروده و بهتررررین جررروا  در غلظرررت 

 .(29)شکل   مشاهده شد
 

 
 

 75( غلظت 2نانوگرم  45( غلظت DNA ،1( مارکر Lمورد استفاده جهت الگو:  DNAنتایج حاصل از الکتروفورز مقادیر مختلف  :2شکل 

 نانوگرم 300( غلظت 4نانوگرم  150( غلظت 3نانوگرم 

 PCRسازی پروتکل بهینه

، دمرررررای PCRجهرررررت بهینررررره کرررررردن شررررررایط 

درجررررره و تعرررررداد سررررریکل  58و  57، 56اتصرررررال 

 .(3بررسررررری گردیرررررد )شرررررکل  35و  33، 30برررررین 

هایرررت بهتررررین پروتکرررل برررا مرحلررره آغرررازی ندر 

سررررریکل  35دقیقررررره و  15گراد درجررررره سرررررانتی 95

درجرررررره  57 انیرررررره،  40گراد درجرررررره سررررررانتی 94

گراد درجررررره سرررررانتی 72 انیررررره و  45گراد سرررررانتی

برررره  72 انیرررره و مرحلررره پایرررانی  30یرررک دقیقررره و 

  دقیقه انتخا  شد. 5مدت 

 
سیکل   35( 3سیکل،  33( 2سیکل،   DNA ،1 )30( مارکر PCR :Lهای متفاوت جهت انجام نتایج الکتروفورز حاصل از تعداد سیکل : 3شکل 

 سیکل  37( 4

  

1           1       2        3          4 

L                 1     2     3    4   
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  multiplex PCRنتایج عملکرد 

نمونررره برررا  200نترررایج بدسرررت آمرررده از تسرررت       

multiplex PCR  طراحرررررری شررررررده و کیررررررت

IQ2000  نشررررررران داد کررررررره در تمرررررررام مررررررروارد

های بیمرررار و سرررالم بررره درسرررتی تشرررخیص نمونررره

  .اندهداده شد

 
 

مارکر ( L(: B) حل اتک مر Multiplex PCR( و روش A) IQ2000ها توسط دو روش کیت  نمونه  PCRمقایسه نتایج حاصل از  :4شکل 

DNA ،1 ،نمونه مثبت4( نمونه مثبت، 3( نمونه مثبت، 2( نمونه منفی ) 

 

نمونررره آزمرررایش شرررده نترررایجی مشرررابه برررا  200    

کرررره  ،(2نشرررران دادنررررد )جرررردول  IQ2000کیررررت 

نشررران داد آغازگرهرررای طراحررری شرررده حساسررریت 

درصرررررررد در  100و  98و اختصاصررررررریتی معرررررررادل 

مقایسررررررره برررررررا کیرررررررت مرررررررورد اسرررررررتفاده در 

( را دارا IQ2000های ایرررررررررررران )آزمایشرررررررررررگاه

باشررررررد. حررررررداقل حررررررد تشررررررخیص برررررررای می

مرررالتی لکس طراحررری شرررده در ایرررن مطالعررره برابرررر 

ک ررری در هرررر واکرررنش  ماننرررد کیرررت مرجرررع  20برررا 

 می باشد. 
نمونه تهیه شده  توسط    200: نتایج حاصل از مقایسه 2جدول 

 IQ2000کیت طراحی شده و کیت 

  کیت طراحی شده IQ2000کیت 

مثبت )آلوده به  94 96

 ویروس( 

 منفی )میگو سالم(  106 104

 

 بحث 

تشرررررخیص ارجررررر  جهرررررت تشرررررخیص  روش    

وجررررود ویررررروس، روش مولکررررولی اسررررت کررررره 

هررررای پلیمررررراز اسررررت کرررره شررررامل واکررررنش زنجیر

 One stepای )ترررررک مرحلررررره PCRشرررررامل 

PCR ،)Semi nested PCR ،PCR  دو

رقرررررابتی  PCR(، Two step PCRای )مرحلررررره

 Quantitiative competitive)کمررررررررری 

PCR ،)RT-PCR (Real time PCR )

در باشررررد و حساسرررریت آغررررازگر نقررررش مهمرررری می

 Nunan)کنرررد هرررا ایفرررا میموفقیرررت ایرررن روش

and Lightner, 2011; Rahman et al., 

2018; Aktar et  al., 2020; Dey et  al., 

هررررای مرجررررع مررررورد اسررررتفاده در کیت .(2020

های ایررررران برررره صررررورت دو مرحلرررره آزمایشررررگاه

هررررا ای و زمررررانبر برررروده و احتمررررال آلررررودگی در آن

لرررذا برررر آن شررردیم ترررا برررا طراحررری  .زیررراد اسرررت
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حساسرررریت بررررالا بررررا آغازگرهررررای اختصاصرررری و 

ای تررررک مرحلرررره PCRجهررررت تشررررخیص توسررررط 

در هزینررررره و زمررررران صررررررفه جرررررویی کررررررده و 

عفونررررت را در مراحررررل اولیرررره آلررررودگی توسررررط 

مقررردار بافرررت مرررورد  ویرررروس تشرررخیص دهررریم .

گررررررم میلی DNA 40اسرررررتفاده جهرررررت اسرررررتخراج 

 (Sritunyalucksana et  al., 2006b)برررروده 

کرررره از نظررررر درصررررد خلررررو  و غلظررررت نتررررایج 

هرررای دیگرررر نشررران داد بهترررری را نسررربت بررره کیت

(Xue et  al., 2018)  و ا رررر مهررراری در زمررران

ویرررروس  دیرررده نشرررد. multiplex PCRانجرررام 

در زمرررران اسررررتقرار در میزبرررران ممکررررن اسررررت در 

ها جررررایگزین نشررررود کرررره در ایررررن همرررره قسررررمت

مطالعرررره سررررعی بررررر آن شررررد تررررا بررررا انتخررررا  

های مختلرررف بررردن میگرررو ترررا یر ایرررن مرررورد قسرررمت

در ایجررراد نترررایج منفررری کرررام  بررره حرررداقل ممکرررن 

 Hossain et  al., 2004; Shekhar)برسرررد 

et  al., 2006; Sritunyalucksana et  al., 

2006b).  

     PCR ای، برررررررای تشررررررخیص تررررررک مرحلرررررره

ویرررروس لکررره سرررفید در میزبررران بررره تعرررداد نسرررخه 

  Otta et)ویررررروس  نیرررراز دارد  DNAبررررالای 

al., 1999; Jian et  al., 2005).  روش

PCR  ویرررررروس دو مرحلررررره ای بررررررای تشرررررخیص

 1990در اواسرررط دهررره بیمررراری لکررره سرررفید میگرررو 

و از زمررران  (Lo et  al., 1996)توسرررعه یافرررت 

هررررای چررررار سرررروم راهنمررررای تشخیصرررری بیماری

روش  PCR، (OIE)( OIE ،2000آبزیرررررررررررررررررران )

توصرررریه شررررده برررررای تشررررخیص ایررررن ویررررروس 

 است.

پیشرررررررفت در زمینرررررره تنظرررررریم دمررررررای در  و    

تنظررررریم شررررریب دمرررررایی ترموسرررررایکلر، منرررررابع 

امکرررران  Taqمتفرررراوت انررررواع معرررررف و آنررررزیم 

را فررررراهم کرررررده  PCRسررررنجش سررررریعتر توسررررط 

  Claydon et)اسرررت. کلایررردون و همکررراران 

al., 2004)  عنررروان کردنرررد، یرررک قطعررره اضرررافی

و  Loدر هنگررررررام اسررررررتفاده از روش پیشررررررنهادی 

شرررود، دیرررده می (Lo et  al., 1996)همکرراران 

گررراد( درجرره سررانتی 55کرره برره دلیررل دمررای کررم )

توانرررد مثبرررت کرررام  مرررورد اسرررتفاده اسرررت کررره می

درجرررره سررررانتی 60ایجرررراد کنررررد. دمررررای بررررالاتر از 

دهررررد گررررراد خاصرررریت سررررنجش را افررررزایش می

(Nunan and Lightner, 2011) . 

کرررررره قررررررادر برررررره تعیررررررین  RT-PCRدر روش     

ویررررروس در میگرررروی آلرررروده اسررررت و برررره کمرررری 

شررررود از ( نیررررز گفترررره میqPCR)کمرررری PCRآن 

هرررای مختلرررف فلورسرررنت )بررره عنررروان مثرررال رن 

CyberGreen  یرررررا پررررررو )DNA  بررررره عنررررروان(

( همررررراه بررررا آغررررازگر Taqman Probeمثررررال 

شررررررود. در هررررررر دو روش، شرررررردت اسررررررتفاده می

کنررررد، در را تعیررررین می DNAفلورسررررانس میررررزان 

حرررالی کررره روش مبتنررری برررر پررررو  بسررریار حسررراس 

، (Durand and Lightner 2002)اسررررررت 

هرررا بررره بزرگتررررین عیرررب آن ایرررن اسرررت کررره رن 

ای دو رشرررته DNAجرررای مررروارد خرررا  بررره هرررر 

یرررررک  RT-PCRشررررروند. همرنرررررین، متصرررررل می

روش گررررررران و پیریررررررده اسررررررت و در چنررررررین 

بهترررررررین گزینرررررره را  nested PCRشرررررررایطی، 

 Peinado-Guevara and)دهررررررد نشررررران می

López-Meyer, 2006) . روش اسرررررررررررتخراج

 [
 D

O
I:

 1
0.

71
90

1/
ja

d-
20

24
-1

-7
81

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

qu
de

v.
lia

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

1-
30

 ]
 

                             9 / 14

http://dx.doi.org/10.71901/jad-2024-1-781
https://aqudev.liau.ac.ir/article-1-781-fa.html


 1403 زمستان، چهارم، شماره دهمج هپروری، سال  نشریه توسعه آبزی 86

DNA غلظرررت الگرررو و انررردازه قطعررره تکثیرررر شرررده ،

برررره طررررور قابررررل ترررروجهی بررررر حساسرررریت روش 

PCR گررررذارد تررررأ یر می(Cha and Thilly, 

تررررررررک مرحلرررررررره ای  PCRآزمررررررررایش  .(1993

آلرررودگی متقررراطع را بررره دلیرررل عررردم نیررراز بررره بررراز 

بررررای اسرررتفاده  PCRکرررردن نمونررره تقویرررت شرررده 

  nested PCRبررره عنررروان الگرررو در مرحلررره دوم 

رسرررراند، همرنررررین زمرررران کمتررررر برررره حررررداقل می

انجرررررام و کررررراهش هزینررررره سررررربب برترررررری روش 

PCR ای بررررره یرررررک مرحلرررررهnested PCR  

 .(Nunan and Lightner, 2011)شود  می

طراحرررررری شررررررده  هررررررایPCR از معایررررررب روش

تشرررررخیص مثبرررررت کرررررام  بررررره دلیرررررل عررررردم 

اختصاصرررریت آغررررازگر طراحرررری شررررده و منفرررری 

کرررام  بررره دلیرررل نقرررص در جایرررابی ویرررروس در 

بررره  PCRبافرررت جررردا شرررده و عررردم انجرررام موفررر  

ها و ... اسرررررت دلایلررررری نظیرررررر ممانعرررررت کننرررررده

(Claydon et  al., 2004; Hossain et  

al., 2004; Shekhar et  al., 2006; 

Sritunyalucksana et  al., 2006a). 

ای ترررک مرحلررره PCRبرررا توجررره بررره مزایرررای      

نظیررررر صرررررفه جررررویی در هزینرررره و زمرررران بررررر آن 

شررردیم ترررا برررا طراحررری آغرررازگر برررا حساسررریت و 

دقرررت برررالا بررره روشررری سرررریع بررررای تشرررخیص و 

شناسررررایی زود هنگررررام ویررررروس در مراحررررل اولیرررره 

جفرررررت آغرررررازگر  3آلرررررودگی دسرررررت یرررررابیم. از 

جفررررت مربرررروا برررره ویررررروس و  2طراحرررری شررررده 

یرررک جفرررت مربررروا بررره میگرررو کررره بررره عنررروان 

 گیرد.کنترل داخلی مورد استفاده قرار می

 Ampliqon TEMPase Hotاز آنررررررزیم )

Start )Hot Start  جهررررت جلرررروگیری از ایجرررراد

 nonspecificهای غیررررررر اختصاصرررررری )بانررررررد

band در )PCR  اسرررررررتفاده گردیرررررررد(Green 

and Sambrook, 2018)   برررره دلیررررل انتخررررا

نررررواحی از ژنرررروم ویررررروس و میگررررو بررررا محترررروای 

GC  درصرررد تکثیرررر برررا موفقیرررت انجرررام  60برررالای

گرفرررت. در طراحررری آغرررازگر بررره کوچرررک برررودن 

قطعررررات تکثیررررری ایجرررراد شررررده توسررررط آغررررازگر 

کررررره یکررررری از عوامرررررل افرررررزایش موفقیرررررت در 

باشررررررد توجرررررره شررررررد تشررررررخیص ویررررررروس می

(Hossain et  al., 2004; Ayub et  al., 

2008). 

 

 گیرینتیجه

سرررنتز کننرررده قطعرررات مجموعررره آغازگرهرررای      

بکرررررررار گرفتررررررره شرررررررده در  bp352و  553، 754

ای برررررا ترررررک مرحلررررره Multiplex PCRروش 

توانرررد آلرررودگی بررره ویرررروس لکررره دقرررت برررالا می

توانرررد بررره سرررفید در میگرررو را شناسرررایی کنرررد و می

عنرررروان یررررک مررررالتی لکس جدیررررد در تشررررخیص 

ایررررن ویررررروس در میگررررو معرفرررری گررررردد. ایررررن 

دو  Multiplex PCRروش در مقایسررررررره برررررررا 

جویی در هزینررررره، مرحلرررره ای منجررررر برررره صرررررفه

 شود.زمان و کاهش آلودگی می

 
 

 سپاسگزاری 

نگارنررررردگان برررررر خرررررود لازم مررررری داننرررررد از      

پررررور ریرررریس مرکررررز زیسررررت پروفسررررور ایرررررج نبی
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فنرررراوری دریررررایی و آقایرررران دارا جوکررررار و علرررری 

درخشررررنده جهررررت فررررراهم آوری بسررررتر مناسررررب 

 جهت انجام این پژوهش تشکر نمایند.
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Abstract 

     One of the main causes of widespread mortality in farmed shrimp is the white spot syndrome virus 

(WSSV), which can lead to rapid and significant losses within just a few days. Timely diagnosis can 

prevent extensive financial losses. The only reliable early detection method for this virus is molecular. 

Primers compatible with each other were designed from the viral genome for the VP28 region and the 

protein kinase-related region, and from the shrimp genome for the S18 ribosomal region as an internal 

control. After optimizing the primers for multiplex detection of WSSV, DNA extracted from 200 shrimp 

samples suspected of being infected with the virus was compared using two optimized kits and the IQ2000 

reference kit (from Taiwan). Of these, 94 samples tested positive (infected with the virus) and 106 

samples tested negative, with results matching the reference kit except for two samples. The sensitivity 

and specificity of the designed kit, compared to the reference kit, were 98% and 100%, respectively. 

Based on these results, the optimized one-step method from this study can be used as a replacement for or 

in conjunction with the reference kit. 

 

Keywords: White Spot Virus, Multiplex Polymerase Chain Reaction, Detection, Shrimp, Optimization, 

IQ2000. 
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