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 تجاري به منظور تشخيص  RNA مقايسه چهار كيت استخراج 

 ويروس ويرمي بهاره كپور معمولي 

 (Spring Viraemia of Carp Virus)SVCV  

)4(محدث قاسمي، )3(مسعودرضاصيفي آبادشاپوري ،)2(مجتبي عليشاهي ،)*1( سيدرضاسيدمرتضايي  

* rmortezaei@yahoo.com 

 866/61645. پ.ص – پژوهشكده آبزي پروري جنوب كشور- 1

دانشكده دامپزشكي دانشگاه چمران اهواز- 3و 2  

پژوهشكده آبزي پروري آب هاي داخلي  بندر انزلي - 4  

  

  1392مهر  :تاريخ پذيرش       1392خرداد  :تاريخ دريافت

  چكيده

ويروس . اي منفي از خانواده رابدوويريده ايجاد مي شود تك رشته  RNA، توسط ويروسي با)SVC(ويرمي بهاره كپور 
SVCV  عامل اصلي بيماري مسري ويرمي بهاره كپور در سرتاسر جهان بخصوص در ماهي كپور معمولي پراكنده است و در

ماهيان نيز سبب  ديگر خانواده هاي ماهيان شامل اردك ماهيان ، كپور ماهيان دندانه دار ، خورشيد ماهيان ، گربه ماهيان و آزاد
  .  بيماري مي گردد

، كارايي چهار كيت  مختلف براي  SVCVويروس RNAدر اين مطالعه به منظور دستيابي به روشي مناسب براي استخراج  
دو كيت  بر اساس استفاده . تكثير يافته در كشت سلولي، مورد مقايسه قرار گرفتند   SVCV 70/56از سويه   RNAاستخراج 

ساخت   RNX-PLUSساخت تايوان و  RNA Extraction  IQ2000(كلروفرم  –ه گوانيدين تيوسانات و فنل از روش ماد
 High Pure RNAو) ساخت سيناژن، ايران( Cinnapureتجاري ( و دو كيت بر اساس روش ستوني )  سيناژن، ايران

Isolation Kit )Rocheجهت جداسازي ) ، آلمانRNA نتايج نشان داد كه ميزان غلظت    .مورد استفاده قرار گرفتندRNA 
بيشتر از دو ) ميكروگرم بر ميكروليتر  21/16و  76/31به ترتيب (  Cinapure و   Roche استخراج شده با  كيت هاي  

بر  bp480باند   RT-PCRكيت ها در        ديگر    IQ2000 kitهمچنين بجز كيت  . كلروفرم بوده است  –روش فنل 
داراي غلظت كمتري  IQ2000 kitاستخراج شده در روش كيت تجاري  RNAهمچنين. وفورز را نشان دادند روي ژل الكتر

 –با روش ستوني به مراتب از نظر خلوص و غلظت  بهتر از روش هاي فنل   RNAدر نهايت در اين تحقيق استخراج. بود 
  .كلروفرم  مشاهده گرديد

  

  هاي مولكولي روش  ،كپور ماهيان ،بيماريهاي ويروسي :كليديلغات 
 

لنويسنده مسئو*
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  مقدمه
يكي از مهم ترين عوامل موثر در افزايش توليد آبزيان پرورشي    

ريزا، در ميان عوامل بيما. رعايت بهداشت و كنترل بيماريها مي باشد

نقش ويروس ها از همه بارزتر بوده و خسارات وارده نيز به علت 

درمان ناپذيري، مسري بودن، تشخيص دشوار ، بسيار بيشتر از ساير 

در ايران نيز در طي .  (W0lf,1988)باشد عوامل بيماري زا  مي

دهه گذشته توليد و تكثير و پرورش آبزيان بالاخص ماهي از رشد 

وردار بوده، بطوريكه هم اكنون ايران به يكي از قطب ايي برخفزايند ه

هاي توليد ماهيان آب شيرين در منطقه خاورميانه تبديل شده 

تن توليد ماهيان پرورشي كشور  بيش از  200000از حدود . است

اين % 20هزار تن مربوط به كپور ماهيان مي باشد كه حدود  100

آماري شيلات  امهسالن(توليد مربوط به كپور معمولي است 

بر اساس گزارش سازمان جهاني بهداشت حيوانات ). 1390،ايران

(OIE)  بيش از هفت بيماري ويروسي لازم الاخطاردر ماهيان

مشخص گرديده است كه بر اساس نوع و گونه ماهي تعداد آنها در 

از ميان بيماري هاي لازم الاخطار . باشدماهيان مختلف متفاوت مي

عضو دايم سال ) SVC(بيماري ويرمي بهاره كپور ،  OIEمورد تاييد 

  .)OIE, 2012( هاي گذشته مي باشد

بيماري ويرمي بهاره كپور ماهيان يكي از مهمترين عوامل خسارات 

اقتصادي در مزارع پرورش كپور معمولي است ولي ساير گونه هاي 

كپور ماهيان مانند كپور سرگنده، كپور علفخوار، كپور نقره اي، سر 

و لاي ماهي نيز به اين بيماري  حساس بوده و )  Orfeطي مخرو

 ,Wolf, 1988; Fijan(بطور طبيعي به بيماري آلوده مي شوند 

1999; Goodwin, 2009 ; Garver et al., 2007 ; Ahne et al 

al., 2002; Vicenova et al., 2011 ; Svetlana et al., 2006) 

زير يكسال  در فصل بهار كه شيوع بيماري و تلفات در بچه ماهيان . 

ميرسد % 70سانتي گراد است به بالاي  10- 18درجه حرارت ميان 

و اين تلفات باعث زيان اقتصادي فراوان در صنعت آبزي پروري در 

اروپا ، آسيا و آمريكاي شمالي در دهه اخير شده، به طوريكه ساليانه 

 Zhang et al., 2009)تن تلفات در اروپا گزارش شده است  4000

; Yue et al. ,2008 ; Way et al.,2003; Teng et al.,2007) .

در ايران نيز در چند سال اخير تلفات و زيان اقتصادي كپورماهيان 

پرورشي، بخصوص گونه هاي كپور نقره اي و كپور معمولي  به بيش 

گزارش  غير رسمي شيلات ، ( ميليارد تومان رسيده است  9از 

  )منتشر نشده 

استفاده از روشي  RT-PCRكلي يكي از جنبه هاي مهم بطور  

سالم و تخريب نشده از   RNAمطمئن و كارآمد براي استخراج 

پايداري   RNAزيرا مولكول  .نمونه هاي مورد آزمايش مي باشد

دارد و بويژه تحت تاثير ريبونوكلئازها كه   DNAكمتري نسبت به 

بسهولت  RNA به فراواني در محيط وجود دارند، ملكول هاي

  . تخريب مي گردند

تمامي محققين شرط اصلي تشخيص نيز  SVCVدر رابطه با 

سالم از نظر كيفي و   RNAرا در استفاده از  RT-PCRويروس با 

لذا، تاكنون محققين از روش هاي مختلفي براي . كمي دانسته اند

 Shivappa)ويروس بهاره كپور استفاده نموده اند   RNAاستخراج

et .l, 2008 ; Hoffmann et al.,2002  ; Chen etal.,2008; 

Oreshkova  et al.,1999 ; Miller et al.1998 ; Padhi et al., 

2011)  .  

در مطالعه حاضر بمنظور دستيابي به روشي مناسب براي استخراج 

RNA SVCV  كارايي چهار پروتكل مختلف براي استخراج ،RNA 

سلولي، مورد مقايسه قرار  ، تكثير يافته در كشت  SVCVاز 

  . گرفتند

  

  كار وروش مواد
 70/56در اين تحقيق از سويه : سويه ويروسي و كشت سلولي 

SVCV  با شماره ثبت ژنZ37505/1  تيره سلولي و نيزEPC 

)Epithelioma Papulosum Cyprini ( كه هر دو در مركز

تشخيص ويروس شناسي بخش بيماري هاي آبزيان  پزوهشكده 

نگهداري مي شوند  پروري آبهاي داخلي شهرستان بندر انزلي آبزي

  . استفاده شد

ميلي  15جهت تكثير ويروس ، ابتدا : SVCVتكثير و تعيين عيار 

حاوي  Epithelioma Papulosum Cyprini) (EPCليتر سلول 

 (Eagle, s Minimum Essential Medium)محيط كشت

EMEM  درصد سرم جنين گوساله 10به اضافه (FBS)  در

هنگامي كه تك لايه  .درجه سانتيگراد كشت داده شدند 22گرمخانه 

درصد از سطح ظرف فلاسك را  70حدود  EPCهاي سلول

ميلي ليتر بافر  10پوشاندند، محيط كشت آن تخليه و با حدود 

PBS به  1پس از آن ويروس مورد نظر به نسبت .شستشو داده شد

 1رقيق شد و  FBSرصد د 5حاوي  EMEMدر محيط كشت ٍ 100

براي جذب . تلقيح گرديد  cm225 ميلي ليتر ار آن در فلاسك

 22ها، فلاسك به مدت يك ساعت در دماي ويروس برروي سلول
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 5ـ10شد و در طي اين زمان در فواصل گراد قرار داده درجه سانتي

شد تا جذب دقيقه، فلاسك چندين مرتبه به آرامي حركت داده مي

پس از گذشت اين زمان مايع . ل بهتري انجام شودويروس به شك

ليتر محيط كشت ميلي 10داخل فلاسك تخليه گرديد و حدود 

در آن ريخته شد و فلاسك به  FBSدرصد  5حاوي 

فلاسك كشت سلول هر . گراد انتقال يافتدرجه سانتي22انكوباتور

ساعت با استفاده از ميكروسكوپ معكوس بررسي گرديد و  24

ه آثار آسيب بافتي ناشي از رشد ويروس به صورت هنگامي ك

گسترده در تمام سطح ظرف مشاهده شد، فلاسك در فريزر منفي 

پس از گذشت . شد تا منجمد شودگراد قرار داده درجه سانتي 70

چند ساعت از انجماد، فلاسك براي ذوب شدن در دماي آزمايشگاه 

ل حاوي ويروس گرفت و سپس مايع داخل آن به عنوان محلوقرار 

ليتري تقسيم و تا زمان استفاده در ميلي 5/0هاي در ميكروتيوب

براي آگاهي از عيار . شدداري گراد نگهدرجه سانتي 70فريزر منفي

حاوي ويروس از ml 5/0هايويروس تهيه شده، يكي از ميكروتيوب

در كشت سلولي ) Reed )1938 و Muenchفريزر خارج و با روش  

EPC حفره اي تعيين عيار شد  96يكروپليت در يك م(Pollard & 

Walker, 1990) .  

بر ) 2و1روش هاي ( روش  شامل دو RNAروش هاي استخراج 

  كلروفرم و دو روش –اساس استفاده از  گوانيدين تيوسانات و فنل 

  . خالص سازي ستوني  بودند) 4و  3روش هاي (

هاي تجاري  كيت RNAدر روش استفاده از محلول هاي استخراج 

IQ2000 )تايوان ( وRNX-PLUS   )در ابتدا  )سيناژن، ايران ،

تكثير يافته در كشت سلولي با   SVCVميكروليتر از ويروس  150

دقيقه  5ميلي ليتر محلول استخراج مخلوط و پس از تكان دادن  1

ميكروليتر كلروفرم  200سپس . در دماي آزمايشگاه قرار داده شد 

كروتيوب حاوي اين مواد پس از تكان دادن با دست افزوده شده و مي

متعاقبا يك مرحله . دقيقه بر روي يخ نگهداري گرديد  5به مدت 

دقيقه انجام ،  و فاز آبي  15بمدت   rpm12000سانتريفوژ با دور 

به يك ميكروتيوب جديد انتقال  RNAبالاي لوله بعنوان فاز حاوي 

ودن يك حجم ايزوپروپانول  موجود در فاز آبي با افز  RNA. يافت

 75%ميلي ليتر اتانل  1در آخر رسوب حاصله با . رسوب داده شد

ميكروليتر آب دو بار تقطير  30شسته و پس از خشك شدن در 

حل   (DEPC)درصد دي اتيل پيروكربنات  1/0درمان داده شده با 

  . گرديد

در روش هاي خالص سازي ستوني از كيت هاي تجاري 

Cinnapure RNA )و) سيناژن، ايران High Pure Viral, RNA 

Kit )Rocheدر هر يك از اين روش ها .  استفاده گرديد ) ، آلمان

ميكروليتر از ويروس طبق دستورالعمل با مواد موجود در  150نيز 

محلول هاي ليز كننده و رسوب دهنده از كيت (كيت ها 

Cinnapure RNA ننده و محلول ليز كننده و محلول حذف مهارك

RNA  از كيتHigh Pure Viral , RNA Kit,Roche    مخلوط

دور در دقيقه  براي رسوب دهي  10000و هر مرحله سانتريفوژ 

از ستون هاي جذب كننده    DNAاز   RNAپروتئين و جداسازي  

RNA در مرحله بعد ستون ها با محلول هاي . عبور داده شد

 RNAشسته و   (Solution Buffer)شستشوي موجود در كيت ها

ميكروليتر آب دو بار تقطير درمان  30متصل شده به ستون ها با 

  . جداسازي گرديد   DEPC داده شده با 

تكرار انجام  3روش فوق حداقل  در  4با هر يك از  RNAاستخراج 

هاي خالص شده تا زمان آزمايش در فريزر منفي  RNAگرديد و 

  . درجه نگهداري شدند 70

هاي استخراج شده از دستگاه  RNAري غلظت  گي جهت اندازه

به اين منظور . شد استفاده(Thermo Scientific, USA) نانودراپ 

 ) pH= 4/7(ميلي مولار10استفاده از بافر تريس  با  ابتدا هر نمونه 

ن در طول موج آجذب نوري   رقيق شده و سپس  10/1نسبت  به 

ر بررسي غلظت  د . نانومتر اندازه گيري شد 280و  260هاي 

RNA   بعنوان  شاهد از آب مقطر استريل مخلوط شده  به  نسبت

نمونه   3از هر روش استخراج  . با بافر تريس استفاده شد 10/1

 RNAمورد  سنجش  قرار گرفت  و سپس ميانگين غلظت  

) بر حسب ميكروگرم در ميكروليتر(استخراج شده با  هر روش  

 RNAهمچنين خلوص .  تعيين گرديدن  آهمراه با انحراف معيار 

به  260در طول موج  هاي استخراج شده بر اساس نسبت جذب 

 ODنمونه ها  RNAبراي محاسبه غلظت  .نانومتر محاسبه شد 280

را در فرمول زير گذاشته و غلظت نمونه بر حسب نانوگرم بر  

 :ميكروليتر بدست مي آيد 

 OD260 × 50× dilution factor ═ ng/µl 

   OD. قرار داده مي شود 50را بجاي    40عدد   RNAاي نمونه بر

ميكروگرم بر ميلي ليتر  از نمونه مورد نظر  40داراي    RNAبراي 

 . (Ausubel et al. , 1992)است 

آزمايش رونوشت برداري معكوس و واكنش زنجيره اي پليمراز  

)RT-PCR ( بر رويRNA  هاي استخراج شده:  
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نمونه براي سنجش  3شده هر روشي استخراج   RNAاز 

و    Nanodropبا دستگاه نانودراپ  RNAاسپكتروفتومتريك ميزان 

براي تهيه .مورد استفاده قرار گرفت  cDNAنمونه براي تهيه  3

cDNA  از پرايمر پيش ) پيكومول  20( ميكروليتر  1، به هر نمونه

 SVC  F :5´TCT ATC ATC AGC TAC ATC )برنده 

GCA TT3´)   درجه سانتي  65دقيقه در  5افزوده و نمونه به مدت

گراد حرارت داده شده سپس نمونه بلافاصله بر روي يخ سرد شده و 

ميكروليتر مهاركننده آنزيم هاي  10x ،5/0ميكروليتر بافر  2به آن 

.  افزوده شد dNTPsميكروليتر  2، (Ribolock)ريبونوكلئاز 

درجه سانتي  37در دماي  دقيقه 5ميكروتيوب حاوي اين مخلوط 

ميكروليتر آنزيم ريورس  1گراد قرار داده شد و پس از افزودن 

درجه  42ساعت در دماي  1  (M-Mulve RT)ترانس كريپتاز 

. درجه گرمخانه گذاري شد  70دقيقه در  10سانتي گراد و سپس 

 25تهيه شده با   cDNAميكروليتر از  PCR  ،5براي انجام 

 Mastermix 2x ( 0.08 units / ul taqكس ميكروليتر مسترمي

DNA polymerase, 3mMmgcl2, 0.4mM of each dNTPs) 

 SVC  F  )ميكروليتر از هر يك از پرايمرهاي پيش برنده 1  

:5´TCT ATC ATC AGC TAC ATC GCA TT3´) و

 SVCR2I: CTC TAA ATG AAC AGA ATG)معكوس 

GGG TAC IA)  ميكروليتر آب  18وDEPC  وط گرديد مخل .

ثانيه  30درجه ،  94دقيقه در  3دستگاه ترموسيكلر با برنامه دمايي 

درجه سانتي  72دقيقه در  1درجه و  54ثانيه در  30درجه ،  94در 

درجه انجام  72دقيقه براي  10تكرار و در نهايت  35گراد  براي 

  . گرديد 

  

  نتايج
اج شده استخر RNA بر روي   RT-PCRنتايج حاصل از آزمايش  

 RNX-PLUS , IQ2000با استفاده از محلول       SVCVاز 

RNA EXTRACTION, CINNAPURE RNA   وHIGH 

PURE RNA KIT ROCHE   در شكل هاي زير نشان داده شده

همان گونه كه در تصاوير مشخص است با استفاده از مخلوط .است 

و دو روش  RNX-PLUSتجاري  گوانيدين ايزوتيوسيانات و فنل 

به  RNA  480 bp مثبت و يك قطعه   RT-PCRستوني آزمايش 

 به روش   RNAاما در روش استخراج . خوبي تكثير يافته است 

IQ2000  هيچگونه باندي مشاهده نگرديد  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

:  plus RNX   ،M-محلول استخراج:   IQ2000 ،Dكيت : Cكيت ستوني  سيناژن ، :  Roche   ،Bكيت ستوني  : A : 1نمودار

  كنترل منفي:   N،  ماركر
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تكثير يافته در   RNAعلاوه بر اين از نظر كمي نيز بطوركلي ميزان 

نمونه هاي استخراج شده بر اساس روش ستوني بيش از نمونه هاي 

  RNAبر اساس جذب نوري . كلروفرم مي باشد  –بر پايه فنل 

استخراج   RNAنانومتر ميزان  260استخراج شده در طول موج 

  HIGH PURE RNA KIT ROCHEشده با روش ستوني 

بدست   RNAمقدار  . ميكروگرم بر ميكروليتر بوده است  76/31

  . نشان داده شده است  1آمده از هر پروتكل در جدول 

استخراج شده در  چهار   RNA غلظت و جذب نوري: 1جدول 

 RNAكيت   جداسازي 

  روش جداسازي

 RNAغلظت 

(µg/µl )  

 ±حراف معياران

  ميانگين

جذب نوري 

A260/A280  

 ±انحراف معيار

 ميانگين

RNX-Plus   شركت

  سيناژن
41/3 ± 5/8  16./±31/1  

RNA Extraction  

  Iq2000 شركت

  تايوان

12/4 ± 9/5  13/0 ± 44/1  

روش ستوني 

CinnaPure RNA  
12/7 ± 21/16  13/0 ± 48/1  

High Pure Viral , 

RNA Kit  شركت

Roche  ش ستونيرو  

25/16 ± 76/31  11/0 ±88/1  

  

  بحث 
تشخيص صحيح و سريع به جهت پيشگيري و دوري جستن از 

. پخش عامل بيماري بخصوص ويروس ها بسيار ضروري است 

بيماري ويرمي بهاره كپور چندين روش آزمايشگاهي تشخيصي براي 

هر چند كه درستي و صحت بعضي ، وجود دارد ) SVCV(ماهيان 

طور كامل هنوز تاييد نشده ولي براي تشخيص ويروس  بهاره از آنها ب

يكي از سريع ترين و مطمئن ترين   OIEكپور ماهيان بر طبق نظر 

مي باشد   RT-PCR آنها استفاده از واكنش زنجيره اي پليمراز 

)OIE,2012 . ( اين روش گرچه در كنار كشت سلول  ويروس  از

مي باشد ولي  يكي از  روش هاي بسيار حساس  و داراي اعتبار

سالم و خالص   RNAجنبه هاي بسيار مهم اين روش بدست آوردن 

از بافت يا كشت سلول و پيشگيري از تخريب آن در حين جداسازي 

 reverse)به جهت استفاده موثر در روش هايي مثل 

transcriptase PCR ) RT-PCR  و (quantitative reverse 

transcriptase PCR)qRT-PCR   با توجه به اينكه . مي باشد

-RTاكثر مطالعات بر روي اين ويروس بر پايه مولكولي و روش 

PCR   وابسته است ولي تاكنون  مطالعه اي جهت انتخاب بهترين

بيشترين . اين ويروس انجام نشده است RNA استخراج روش

در   RNA تحقيقات انجام شده براي روش هاي مختلف  استخراج 

به دليل دارا بودن تركيبات پلي ساكاريدي ، پلي فنلي  زمينه گياهان

و متابوليت هاي ثانويه بوده است، زيرا اين تركيبات  با اتصال به 

 Ye)ميگردد   RNA اسيد ريبونوكلئيك  باعث ناخالصي و تخريب 

et al., 2009 ; Ky  et al., 2012 ) .  

وش هاي نشان دادند كه ر  RT-PCR در اين تحقيق  نتايج 

به ترتيب  استخراج   Cinnapure و   Rocheستوني كيت تجاري 

-RTنتايج . را در بر داشت  SVCويروس   RNAموثرتر و بيشتر 

PCR   با ميزانRNA   استخراج شده با هر يك از اين روش ها نيز

استخراج شده   RNAزيرا بر اساس جذب نوري . همخواني داشت 

استخراج شده در روش   RNAزان نانومتر ، مي 260در طول موج 

 –بيشتر از روش هاي فنل   Roche  ،Cinna pureكيت تجاري 

-RNXو محلول استخراج    IQ2000كلروفرم كيت تجاري 

PLUS  براي جداسازي . استRNA   اكثر محققين يا از روش بر

 ; Tao et al., 2007(كلروفرم –پايه كيت هاي تجاري فنل 

Oreshkova et al., 1999 ; Hoffman et a.l, 2002 ; Lio-Po 

et al., 2009 ; Teng  et al., 2007; Stone et al ., 2003  ( و

 ;Shivapa et al., 2008( يا از كيت هاي تجاري ستوني 

Rexhepi et al., 2011, Miller , 2007 ; Koutn et al., 

استفاده كرده اند، ولي هيچگونه مقايسه اي بين اين دو   (2003

و ميزان      RNAانجام نشده است با توجه به حساسيت  روش 

در محيط، دست، مواد آزمايشگاهي سر    RNaseبالاي  آنزيم 

بسيار زياد    RNAسمپلر  و ميكروتيوب ها  احتمال تخريب  

  . است

از طرفي در روش ستوني طول زمان آزمايش و ميزان عمليات 

مال خطا و يا آلودگي برداشت و انتقال مايعات بمراتب كمتر و احت

با اتانل و ديگر مواد كاهش داشت زيرا اتانل خود بعنوان يك عامل 

دارد   RNAكلروفرم اثرات سويي بر   –تخريب در روش فنل 

(Kurar et al., 2010; Rosado et al., 2007) . در اكثر
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ويروس ها  از روش     RNAآزمايشگاه ها كه براي تشخيص

ي شود اولين خطا منفي كاذب در پاسخ استفاده م  PCR مولكولي

 Tolosa.  بواسطه روش استخراج آن است   RNAآزمايش تخريب

بر پايه   RNA عنوان نموده اند كه استخراج ) 2007(و همكاران 

ستوني علاوه بر هزينه پايين آن ، داراي خطرات كمتر براي كاربر و 

 و همكاران Rosado. را در بر دارد RNA همچنين خلوص  

 VNNV(Viralويروس هاي  RNA   براي استخراج ) 2007(

Nervous Necrosis Virus) وVHSV(Viral Hemorragic 

Septicemia Virus)  از روش كيت ستونيRoche  استفاده نموده

و   Nour. را بدست آورده است  RNA و خلوص بالايي از 

) 2010(و همكاران   Jakovljevicو همچنين  ) 2010(همكاران 

استخراج شده با روش كيت ستوني را   RNAنيز كيفيت و كميت 

كلروفرم دانسته، و -بهتر از استخراج بر پايه روش هاي فنل

   بخصوص روي خطرات سمي بودن اين دو ماده بسيار تاكيد 

نيز عنوان نموده اند گرچه ) 2010(و همكاران   Kurar. نموده اند

كلروفرم  –روش فنل  در روش ستوني نسبت به RNAميزان توليد 

. نيز مشاهده كرده است DNA ولي داراي آلودگي با  بيشتر بوده

در زمان استخراج استفاده كرده  DNaseآنها همچنين زماني كه از 

در روش ستوني  مشاهده كرده  RNA اند ميزان خلوص بهتري از 

در كيت هاي ستوني    RNAدر اين تحقيق نيز ميزان خلوص . اند

كه با دستگاه نانودراپ    DNAمتر آن به پروتئين و و آلودگي ك

اندازه گيري و  به مراتب بيشتر از  كيت هاي بر پايه استفاده از 

از طرفي . روش گوانيدين تيوسيانات و فنل كلروفرم  مشاهده گرديد

كلروفرم تفاوت هايي بين كيت  –با روش فنل   RNAدر استخراج 

رين آن ميتوان به اختلاف هاي تجاري وجود دارد كه از مهم ت

  IQ2000و   RNX-PLUSدماهاي مورد استفاده در سانتريفوژ در 

بطوركلي بر اساس  مطالعه حاضر مي توان نتيجه .  اشاره  كرد 

استفاده از روش ستوني از نظر   RNAگرفت كه براي استخراج 

 –خلوص و ميزان توليد بمراتب بهتر از روش هاي بر پايه فنل 

  . ي باشدكلروفرم م
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  ...تجاري به منظور تشخيص  ويروس ويرمي بهاره كپور معمولي RNA مقايسه چهار كيت استخراج   همكارانو  مرتضايي 
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Abstracts 

Spring viraemia of carp virus (SVCV) , a negative sense single stranded RNA virus of the 

family Rhabdoviridae, is the causative agent of a highly contagious SVC disease that 

primarily affects the common carp ( Cyprinus carpio), an economically important fresh water 

fish species with world-wide distribution.SVCV has also been reported to cause disease in 

other fishes such as Poeciliidae, Esocida , Centrarchidae , Siluridae and salmonidae . There 

are several diagnostic tests for the detection of SVC virus,however, the tests have not been 

validated. The reverse transcriptase – polymerase chain reaction (RT-PCR) techniques have 

been developed and validated representing a powerful tool for detection of RNA. One of the 

most important aspects isolating RNA is to prevent degradation of the RNA during the 

isolation procedure. In this study, we explored the efficiency of protocols for RNA isolation 

from the SVCV strain 56/70.For RNA isolation, we compared four protocols, two  guanidine 

isotiocyanate phenol – chloroform  based protocols (  RNX – Plus Iran  ,  Iq2000 kit Taiwan ) 

and two column based protocols ( Cinnapure RNA Iran  , high pure viral RNA  kit , Roche 

Germany )  that were commercially available.  The results showed that the  column based 

protocols, Roche method and Cinapure performed better than other methods  with the yields 

of 31.76 ng/µl,  16/21 ng/µl, respectively. Each protocol yielded good quality of total RNA 

bands (480 bp) being observed in agarose gel electrophoreses but was not observed in IQ2000 

kit. Amount of total RNA isolated  was lower for IQ2000 kit Protocol. Further, the RNA 

being extracted from  SVC by  column based protocol  method  were resulted in successful 

amplified using  RT-PCR  method 
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