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  : چكيده

از آنجائيكـه ويـروس   .  ر گرفتنـد قـرا نمونه هاي مشكوك به بيمـاري و سـالم مـورد بررسـي     در اين تحقيق 

WSS   جزء ويروسهايDNA     دار است از نمونه هاي ميگـوي آلـودهDNA     اسـتخراج گرديـد وژنـوم

ازاينترنت بدست آمـده وبـا     WSS توالي كامل ژنوم ويروس . رديابي شد PCRويروس توسط واكنش 

.  طراحـي شـد   Nested PCRژن ويروس براي  VP24ازقسمت   دو جفت پرايمر DNAsisنرم افزار

پس ازطراحي اين پرايمرها با جستجودربانك ژن و تاييد اختصاصي بودن آنها  جهـت سـنتز سـفارش داده    

همچنين بمنظور حساسيت بيشترروش تشخيص  وكنترل واكنش در مراحل كار جفت .  شد و سنتزگرديدند

ر از پرايمرهـاي  آنهـا كـوچكت   PCRژن ويروس طراحي شد كه محصـول  VP24 سوم پرايمر از قسمت 

  .قبلي است

   House keeping geneميزبان طراحي گرديد تـا بعنـوان    18SrRNAيك جفت پرايمر نيز براي ژن  

و بررسـي   DNAمتعاقب اسـتخراج  . نمونه هاي مثبت و منفي وجودداشته باشد  PCRهميشه در واكنش 

جمع آوري و ارسال نمونه ها از .انجام گرفتهمراه با كنترل    Nested PCRواكنش  كمي و كيفي آن ،

شـد و  تكثيرنمونـه  23 جمعـا در  ويروس   DNA .استانهاي خوزستان و بوشهر در چند نوبت انجام گرديد

  .نمونه منفي بودند9تعداد

به منظور انجام  آزمايشات بعدي و همچنين ارائه روشي كه بتوان در همه آزمايشگاهها با اطمينـان ويـروس   

حصول بدست آمده ، ترادف يابي شد وسپس ترادف مذكور در بانك ژن با نرم افـزار   فوق را رديابي نمود م

Nucleotid Blast         آزمايش گرديد و مشخص شد كه ژن تكثير شـده مربـوط بـه ويـروس مـورد نظـر

ژن مذكور بعنوان ويروس ايران در . ميباشد اما اختلافاتي نيز با سويه هاي گزارش شده در بانك ژن نيز دارد

اين ژن با ژنهـا ي موجـود در بانـك    . ثبت شده است  Accession DQ196431ژن با شماره    بانك



  PCRدر ميگوي پرورشي سفيد هندي در ايران با استفاده از )  wssv(شناسايي ويروس ايجاد آننده سندرم لكه سفيد
 

٢ 
 

هم تعيين ترادف شده و به بانك ژن ارائه گرديـده اسـت ايـن ژن      WSV406ژن .  شباهت دارد% 97ژن 

  .شباهت دارد% 99با ژنهاي موجوددر بانك ژن 

ايـن پلاسـميد   . ايش و تاييد گرديده اسـت درپلاسميد كلون شد وصحت كلونينگ نيز آزم PCRمحصول  
  . مورد استفاده قرار ميگيرد PCRنوتركيب  نيز بعنوان كنترل داخلي 

  : كليدي واژه هاي
 PCR ، white spot syndrom  virus(WSSV)  ، Penaeus indicus، ميگوي سفيد هندي  
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  :مقدمه 
صنعت بسرعت و در حجـم بـالائي توسـعه    تاكنون اين  1970از زمان شروع تكثير و پرورش ميگو در سال 

كشور قادر به صادرات محصولات قابـل تـوجهي از ميگوهـاي پرورشـي      50يافته است ، بطوريكه بيش از 

در اين ميان ميلياردها دلار سرمايه گذاري و صدهزار شغل جديد بصورت مستقيم و غير مستقيم بـا  . هستند

اما پيدايش و بروز برخـي  . ال توسعه به همراه داشته است درآمد بالاي ارزآوري بويژه براي كشورهاي درح

توسعه پايدار و ادامه رشد ايـن صـتعت را در برخـي از كشـورها بـويژه       1990بيماريهاي ويروسي در دهه 

 1974اولـين بيمـاري ويروسـي در سـال     . كشورهاي آسياي جنوب شرقي با مشكلات جدي مواجـه نمـود  

گزارش گرديده اسـت   penaeus dourorumو از ميگوي در خليج مكزيك  (Couch)توسط كوچ 

ساير بيماريها از جملـه بيمـاري    "نامگذاري نمود و بعدا Baculovirus penaei (BP)و آن را بيماري 

 ,Lightner) نيزگـزارش گرديـده اسـت    Penaeus monodon baculovirus(MBV)مهـم 

1983) .  

مشاهده گرديد تـاكنون ميليونهـا    1991ن از سال كه بروز آ (white spot disease)بيماري لكه سفيد 

دلار خسارت اقتصادي در برخـي از كشـورها را بوجـود آورده و موجبـات مشـكلات اجتمـاعي ناشـي از        

  . .(Takahashi et al, 1994; Flegel etal,1996)بيكاري هزاران نفر گرديده است 

 White spotه سـفيد  يـا سـندرم لك ـ   White spot disease  (WSD)بيمـاري لكـه سـفيد يـا    

syndrome (WSS)   الشعاع خود قرار داده و باعث تلفـات سـنگيني در    كليه بيماريهاي ميگو را تحت

  .مزارع ميگوهاي پرورشي در قاره آسيا گرديد

(Wang et al., 1995, Takahashi et al., 1994, Flegel et al. 1996) .  
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، جدا شدن سريع كوتيكول از لايـه  اپاس ميگوهاي پرورشي هاي سفيد در روي كار اين بيماري با ايجاد لكه

اپيدرم ، خالي بودن معده و روده ، بـزرگ و زرد و شـكننده شـدن هپاتوپـانكراس ، قرمـز شـدن انـدامهاي        

  گردد رسد مشخص مي مي% 100تا  70روز به  7تا  2در طي   و مرگ و مير شديد كه معمولاًحركتي 

  افتهاي هيپودرم و هماتوپوتيك،نكروز ب  اين بيماري را بنام. 

hypodermal and haematopoitic(HHNBV)   Baculoviral necrosis  نامند نيزمي.  

و  Rod-Shaped unclear virus of penaeus japonicus (RVPJ)در كشور ژاپن بنام 

يا   Systemic ectodermal and mesodermal beculovirusدر كشور تايوان بنام 

(SEMBV)  دكتر  1996در سال . امگذاري گرديده استنLightner  نام بيماري را  (WSS) 

White spot syndrome     نامگذاري نمودند.  

  ،  Penaeus monodon  ،P.orientalis ،P.indicusميگوهاي خانواده پنائيده از جمله ميگـوي  

P.merguiensis ،P.penicillatus ،P.Semisulcatus   هـاي   ير گونـه به صورت طبيعـي و سـا

همچنـين ايـن بيمـاري داراي نـاقلين     . انـد  گي به اين بيماري را نشان داده ميگو نيز بصورت آزمايشي  آلوده

  .باشند بالاخص خرچنگها مي Crustaceaپوستان  باشد كه مهمترين ناقلين آن سخت متعددي مي

اشي از اين بيماري در حال افزون مزارع پرورش ميگو ، خطرات ن در ايران نيز با توجه به گسترش روز

ري در تيرماه سال افزايش است و مواردي از شيوع آن گزارش شده است كه نمونه آن گزارش شيوع بيما

   ).1382تخم افشان و همكاران ، (ه آبادان است ئيبددر منطقه چو 81

اري در جريـان  كنـي ايـن بيم ـ   ايي در زمينه شناسايي و نحوه مبارزه و ريشه در حال حاضر مطالعات گسترده

بوده و لازم است در ايران نيز تحقيقاتي در زمينه شناسايي دقيق عامل بيماري انجام شـود تـا بتـوان تفـاوت     

  :هدف از انجام اين تحقيق عبارت بودند از. هاي ساير كشورها تعيين نمود احتمالي آن را با سويه
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در ميگوي پرورشي    (WSSV)ه سفيد شناسايي و تعيين هويت ويروس ايجاد كننده بيماري سندرم لك - 1

  سفيد هندي در ايران 

  تعيين رديف بازهاي نوكلئوتيدي ويروس ايجاد كننده بيماري در ايران  - 2

  .مقايسه سويه ويروس ايجاد كننده بيماري در ايران با سويه هاي ساير كشورها - 3

البته روشهاي . است  PCRجهت تشخيص عامل بيماري روشهاي مختلف وجود دارد كه بهترين آنها 

 Transmission electron microscopy ، DNA hybridization ،Western   ديگر مثل

blot assay ،histopathology by H & E  وجود دارد كه جهت آزمايشات تكميلي ميتوان از نيز

نه توليد واكسنها و توان زمي با تعيين هويت و شناسايي رديفهاي ژنوم عامل بيماري مي. آنها استفاده نمود 

  .هاي بيولوژيكي مورد نياز جهت پيشگيري بيماري را فراهم نمود فرآورده

  :و ويروس آن مشخصات بيماري

همچنانكه از نام بيماري مشخص است عفونت حاصله با پيدايش لكه هـاي سـفيد در كوتيكـول ميگوهـاي     

روز پـس از تهـاجم    3-7ت در طـول  است كه ممكـن اس ـ % 100مبتلا همراه با تلفات سنگين و ناگهاني تا 

گاهي ممكن است علامت فوق كمتر قابل مشاهده باشد ولي تلفات سريع و ناگهـاني  .ويروس صورت گيرد

  .در بسياري مواقع بيماري از همه گيري بالائي برخوردار است. و بسيار شديد است

ي حركتي و سـطح بـدن ميگوهـا    هپاتوپانكراس ميگوهاي مبتلا به بيماري بزرگ و زرد رنگ شده ، اندامها 

، پوسته بدن ميگوها نرم و براحتي قسمت كاراپاس از كوتيكول كنده مـي شـود، ميگوهـا    گرديده قرمز رنگ 

ي بيمار بي حال بوده و تمايلي به غذا خوردن نداشته و در كنارهاي استخرها تجمع نموده و به مرور تلـف  

  ).1382تخم افشان و همكاران ، (مي شوند 
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  لكه هاي سفيد روي كاراپاس ميگوي مبتلا به بيماري لكه سفيد –) 1(شماره  شكل

نرسـانس  در هيستو پاتولوژي تغييرات پاتولوژيكي ناشي از ويروس عامل لكه سـفيددر ميگوهـا موجـب دژ   

در بافتهـاي اكتـودرمي و    هسـته اي ، حاشـيه نشـيني كرماتينهـا    تروفي شـديد  سلولي در سطح وسيع ، هيپر

يژه در زير كوتيكول،اپيتليوم پوست،اپي تليوم آبشش، اپي تليوم معده، بافتهاي پيوندي ، عصـبي  مزودرمي بو

  ).1382تخم افشان و همكاران، (و غدد آنتن مي شود 

مطالعات انجام شده نشان مي دهد كه ويروس عامل بيماري قادر به آلوده نمـودن و تهـاجم بـه بسـياري از     

روده قدامي ، كوتيكول اپي درم، بافت همبند، عضلات ، قلب، سـلولهاي   بافتهاي ميگو از جمله آبشش ها ،

  (Wang et al., 1999)، بافت عصبي و تخمدان مي باشد)هموسيتها(خوني 

مطالعات ميكروسكوپيك بافتهاي آلوده نشان مي دهد كه تغييرات سلولي در همه بافتهاي مبتلا مشـابه بـوده   

اي حساس دچار هيپرتروفي هسته، تجزيه يا حذف هستك و حاشيه بطوريكه در مراحل اوليه عفونت سلوله

پس در اين سلولهاي آلـوده كنجيـدگيهاي داخـل هسـته اي ائوزينـوفيلي بنـام       س. نشيني كروماتين مي شوند

Cowdry type A inclusion body      حالـت بـازوفيلي پيـدا كـرده و      "ظـاهر مـي شـود كـه بعـدا

  .شفاف از كروماتين حاشيه جدا مي گردد كنجيدگيهاي متراكم شده توسط يك ناحيه
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در مراحل بعدي عفونت با از هم گسيختن غشاء هسته ، ناحيه شفاف هسته با سيتوپلاسـم در هـم آميختـه     

مي شوند و در مراحل انتهائي با تخريب سلول مبتلا ، هسته يا تمام سلول متلاشي و منجر به ايجاد فضاهاي 

تخم افشان و همكاران، Lightner, 1996;Wang et al.,1999; )((خالي در مقاطع بافتي مي شود 

1382(  

در مطالعات مولكولي ويروس ايجاد كننده بيماري مشخص گرديده است كـه ويـروس بـه صـورت گـرد و      

ــدازه آن   ــوده و انـ ــش بـ ــوم آن   80-120  × 250-380داراي پوشـ ــدازه ژنـ ــانومتر و انـ  bp 000/300نـ

 (dsDNA)ايـي   دو رشـته  DNAژنـوم ويـروس بصـورت     ).vanHulten et al., 2001(ميباشـد 

  .باشد كه از حساسيت بالايي برخوردار است مي PCRتشخيص اين ويروس با استفاده از . باشد مي

 

  : دلايل انتخاب طرح 

زايي بسيار بالايي براي اغلب  داراي قدرت عفونت (WSSV)هاي سفيد  عامل بيماري لكه            

 ,P.indicus , P. Japonicusمثل ( (Penaeids)رشي خانواده پناييده هاي ميگوهاي پرو گونه

Penaeus monodon هاي اخير در اثر گسترش بسيار وسيع بيماري در اغلب  باشد در سال مي...)  و

كشورهاي دنيا و بخصوص كشورهاي آسيايي ، تلفات و خسارات بسيار سنگيني به مزارع پرورش ميگو 

افزون مزارع پرورش ميگو ، خطرات ناشي از اين  نيز با توجه به گسترش روز در ايران. وارد شده است

رش شيوع بيماري ابيماري در حال افزايش است و مواردي از شيوع آن گزارش شده است كه نمونه آن گز

  . در منطقه چوبيده آبادان است  81در تيرماه سال 

كني اين بيماري در جريان  حوه مبارزه و ريشهايي در زمينه شناسايي و ن در حال حاضر مطالعات گسترده

بوده و لازم است در ايران نيز تحقيقاتي در زمينه شناسايي دقيق عامل بيماري انجام شود تا بتوان تفاوت 

  .هاي ساير كشورها تعيين نمود احتمالي آن را با سويه
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البته روشهاي . ت اس PCRجهت تشخيص عامل بيماري روشهاي مختلف وجود دارد كه بهترين آنها  

    ، Transmission electron microscopy ، DNA hybridization   ديگر مثل

Western blot assay ،histopathology by H & E  وجود دارد كه جهت آزمايشات نيز

ينه توان زم با تعيين هويت و شناسايي رديفهاي ژنوم عامل بيماري مي. تكميلي ميتوان از آنها استفاده نمود 

  .هاي بيولوژيكي مورد نياز جهت پيشگيري بيماري را فراهم نمود توليد واكسنها و فرآورده

  :مواد و روشها

  : هاي كلينيكي نمونه

باشد ، لـذا مـدل آمـاري جهـت تعيـين       از آنجاييكه در اين طرح بررسي اپيدميولوژيك بيماري مد نظر نمي 

هـاي   ليكن جهت افزايش احتمال دريافت نمونـه . ني نگرديد بي ها پيش برداري و تعداد نمونه هاي نمونه محل

با واحدهاي ارايـه دهنـده خـدمات بهداشـتي بـه      از طريق موسسه تحقيقات شيلات  كشور مثبت بيماري ، 

گرديـد تـا در صـورت مشـاهده مـوارد       كارگاههاي پرورش ميگو مثل سازمان دامپزشكي مناطق همـاهنگي  

هـا وضـعيت بيمـاري از نظـر علايـم       سپس با مراجعه به محل كارگاه. دمشكوك بيماري ، مراتب اعلام گرد

در كـه   بودنـد هاشامل اندام كامـل ميگـو    نمونه. آوري گرديد ظاهري و اطلاعات مقدماتي مربوط به آن جمع

و مابقي به صورت فريز شده به آزمايشـگاه   شدندتعدادي از آنها در الكل حمل  )عدد 32معا ج(چند نوبت 

  .شدندارسال 

  

  :DNA استخراج آماده سازي نمونه ها و

ميكروليتر  200ميگو در ميكروفيوژ ريخته شد و مقدار نرم وسخت بافت مخلوط ميلي گرم از  50مقدار  -1

  . بافر ليز كننده به آن اضافه گرديد
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قـرار  درجه  55و يك شب در  ميكروگرم در ميلي ليتر به ان اضافه شد 20با غلظت نهايي    Kپروتئيناز  -2

  .گرفت 

  . دقيقه جوشانيده شد 10لوله حاوي واكنش مدت   -3

  .دور در دقيقه سانتريفيوژ شد تا پروتئينها رسوب كنند 7000دقيقه با  5مدت  -4

  .ميباشد به لوله جديد منتقل شد DNAمايع شفاف رويي كه حاوي  -5

  .سپانسيون گرديدميكروليتر فنل متعادل شده به ان اضافه شد و بخوبي سو 150مقدار  -6

  .دور در دقيقه سانتريفيوژ شد12000دقيقه با  3مدت  -7

  .بود به لوله جديد منتقل شد DNAمايع شفاف رويي كه حاوي  -8

ميكروليتر كلرفرم به ان اضافه شد ومانند مرحله قبل سـانتريفيوژ شـد وسـپس مـايع شـفاف       150مقدار  -9

  .رويي به لوله جديد منتقل گرديد

الكـل مطلـق اضـافه شـد     ) ميكروليتـر  300(مولارو دوبرابـرحجم ان  3ميكروليترسديم استات  15مقدار -10

  .درته لوله رسوب نمود DNAدوردردقيقه سانتريفيوزشد تا  12000دقيقه با  10ومدت 

مقدار  DNAبراي شستشوي نمكهاي باقيمانده در , الكل رويي حذف شد و پس از خشك شدن لوله  -11

  .اضافه شد 70كل ميكروليتر ال 100

  .مختصري ورتكس شد و مدت دودقيقه با شرايط قبل سانتريفيوژ انجام گرفت -12

  .درجه قرار گرفت تا خشك شود 37در  DNAو لوله حاوي  الكل حذف شد -13

 . ميكروليتر اب ديونيزه اضافه شد50به هر لوله مقدار  -14

رصد الكتروفورز شد و مقدار ان تخمين زده شد  د1ميكروليتر آن روي ژل اگارز  10مقدار DNAتكثير براي

 بـه ايـن شـرح      PCRمواد و شرايط انجـام  . ن استفاده شدآميكروگرم  1مقدار  PCRسپس براي واكنش 

  :مي باشد
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   :مريطراحي پرا

  دو جفـت پرايمـر   DNAsisازاينترنت بدسـت آمـده وبـا نـرم افـزار       WSS توالي كامل ژنوم ويروس 

پس ازطراحي اين پرايمرهـا بـا   .  طراحي شده است Nested PCRس براي ژن ويرو VP24ازقسمت 

ايـن  .  جستجودربانك ژن و تاييد اختصاصي بودن آنها  جهت سنتز سفارش داده شـده و سـنتزگرديده انـد   

همه گونه هاي ويروس مذكور توسـط آنهـا    (VP24)پرايمرها طوري طراحي شده اند كه قسمتي از ژنوم 

 PCRمحصـول    DNAو با تعيـين تـوالي مسـتقيم       RFLPود و نهايتا با روش شناسايي و تكثير ميش

  .گونه هاي ويروس از يكديگر تفكيك مي گردند

 جفـت سـوم پرايمـر از قسـمت     ، بمنظور حساسيت بيشترروش تشخيص  وكنترل واكنش در مراحل كـار  

VP24   ژن ويروس طراحي شد كه محصولPCR يـك جفـت    .است ها كوچكتر از پرايمر هاي قبلي آن

هميشه    House keeping geneميزبان طراحي گرديد تا بعنوان  SrRNA 18پرايمر نيز براي ژن 

 Oligo Geneپرايمرها توسط شـركت  .   نمونه هاي مثبت و منفي وجودداشته باشد  PCRدر واكنش 

set فرانسه سنتزشدند.  

   :پرايمرهاي ميزبان

.  

  

  

  

  

  

  

 را تكثيرميکنند ميگو  18SrRNAنوکلئو تيد از ژن  ٨٠٩اين پرايمر ها تعداد 

Shri F   5`- GTA GGT  TAA  ACG  CCT  ACA  ATG  G-3` 

Shri R   5`- CCG  GAA  CTC  AAA  GAC  TTT  GGT  T -3` 
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  :پرايمر هاي شناسايي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

مي توانند ويروس را شناسـايي كننـد امـا اگـر      PCRبا يك مرحله   Wss R2و  Wss F2پرايمرهاي 

 و  WssF1با پرايمـر هـاي     Nested PCRتعداد ويروس در بدن ميزبان كم باشد ، مي توان بصورت 

WssR1  و ياWssF3  و WssR3 در اينصـورت حساسـيت واكـنش    . نها را مورد استفاده قـرار داد آ

  .بالاتر ميباشد

         WssR3و  WssF3و يـا   WssR1 و  WssF1پرايمر هاي  PCRلازم به ذكر است كه محصول  

  استفاده شوند Wss R2و  Wss F2براي پرايمر هاي ) الگو(   Templateمي توانند بعنوان 

  

  

  

 آنند ويروس را تكثير مي VP24نوآلئوتيد از ژن  ٧٨۵تعداد ) اول  R1    )PCRو   F1پرايمر هاي  -

WssF1   5`- CAC   CTG  GGT    TTG    ACT  ACA   ATA  -3`  

WssR1   5`-TCT   GTT   TTT   TTC    TCT    CAT   GAC -3`  

   

  آنند اول را  تكثير مي  PCRنوآلئوتيد را از محصول  ۴١٢آه  تعداد )  R2   )Nested PCRو F2رهاي پرايم

Wss F2   5`- TCC AAA   CAC  AAG  TGT GTT  GAT C-3`  

Wss R2   5`- AAG  ACG  CCT  ACC  CTG TTG  AAT C-3`   

مي توان بجاي پرايمر هاي  ( ا تكثير مي آنند اول ر  PCRنوآلئوتيد از محصول  ٧٠۶تعداد    R3و   F3پرايمر هاي 

F1  وR1    ازاين پرايمرها استفاده نمود  .(  

WssF3   5`- ATG  AAT  TTC  AAG  CTA  CAA  TG -3`  

WssR3   5` -TAC  AAC   TTT  CTT   CAA  AAT  GC-3`  
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GGACTTTTTGCAAACACCTGGGTTTGACTACAATAAATCTTTCCCTAACAATGAAAGGTATAT
ATATGAATTTCAAGCTACAATGTAAATAATTGGTTAATAAAATAAAGGTATATTTTTAAAAA
ATGTGTTTATTTTTCCCCAACCTTAAACAGATCATTGCCAGGAGAAAATCGCATACTTAACAG
ATAATGCCTATTTGTATCATCGATGTCTTCGTCAAACGTTGCTCCAAACACAAGTGTGTTGAT
CCTATTTTTCTTCAAAACTGTTGGTTTGAAATATAATACAAATTTGTTAGCTGAAAATTCCCT
TCCTGTAGCATTTAGACCTGGAGACAGTGAAACAGAGTCCACTGTTATATCCCTCTTTGTATT
ATTGTATACTCTTGCATACAATTCTAATTCTTTAGATTCGGCTTTGTTTACATTTAGTGTGTGG
TCTCCGTCTCCAAGTAAAGATGTGAGGATTATGTCTCCTTTCTTTTTTACCAGTTCAGAATCG
GACGTTCCTTGGCCAGCTACATATACCTTTCCATAGTTCCTGGTTTGTAATGTGCCGTTTACA
AAGTTAAAGTGGTTTCCTCTAGCAACACCGTTAATGGTCAAGTTTATTATTTCAGATTCAACA
GGGTAGGCGTCTTTATCCTTCTTGTCCAATTTCTTGTTAAGTTCTATGTTGGTTACAACTATAG
ATATAACCACGAGTATCAATGTCAAACCCGCCAGTATAGCGGCGTAAACCCCCCACATGTGC
ATTTTGAAGAAAGTTGTACAAAGGTCATGAGAGAAAAAAACAGATATTAAAGTTTGTTATAT
TTTATTTAGTCGTAGAAATCAC 

  R1 و F1پرايمرهاي  : آبي 

  R3 و F3پرايمرهاي   :قرمز 

   R2 و F2پرايمرهاي  : سبز 

 

  

  
  

  

 VP24در ساختمان ژنشناسائيجايگاه پرايمرهاي:  2شكل شماره 

 VP24جايگاه فرضي پرايمرها  در ساختمان ژن :  3شكل شماره
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  :   PCRاجزاء واکنش

  

  

    

 
 
 
  

   :PCR شرايط واکنش 

درجـه   94دقيقـه دردمـاي    5هدف، واكنش مدت  DNAاوليه  Denaturation) (واسرشته سازيبراي 

 Annealing) (اتصـال ثانيـه،   30درجه بمـدت   94در واسرشته سازي(PCR قرارداده شد سپس مراحل 

سـيكل تكـرار    30) ثانيه 30درجه بمدت  72در (Extension) بسط ثانيه و 30درجه بمدت  56پرايمرها 

  .درجه قرارداده شد 72دقيقه واكنش در 5شدند و نهايتا يك سيكل بمدت 
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و مهـار    DNA بردن مقدار هدف درنمونه موردآزمايش كم باشد، براي جلوگيري ازبالا DNAمواقعي كه 

اول كـه    PCRشـود و از محصـول    تري همانندسازي مـي  قطعه طويل ، توسط پرايمرهاي خارجي واكنش

در ايـن  . گيـرد  هدف همانندسازي شده است يك واكنش ديگر با پرايمرهاي داخلي انجام مي  DNAبيشتر 

 . رود بالا مي  PCRروش اختصاصيت و حساسيت 

  

  :سيكل انجام گرفت 30كنش طي با برنامة زير وا

Denaturation  94ºC  30 ثانيه  

Annealing  56ºC  30 ثانيه  

Extension  72ºC  30 ثانيه  

  

  : PCRالكتروفورز ورديابي محصول 

متعاقب الكتروفـورز روي ژل    DNAجهت تأييد انجام كار بايد محصول ايجاد شده رؤيت گردد، مشاهده 

  .پذير خواهد بود م برومايد امكانآميزي با اتيديو آگارز و رنگ

% 5/1باشـد از ژل آگـارز    مـي  bp 706دهنده ژن مـورد آزمـايش كـه     تيدهاي تشكيلبا توجه به تعدادنوكلئو

  .استفاده گرديد

جوشانده شـد تـا   ( )  TBE  ×1سپس آگارز را در بافر . بعد از تعيين حجم قالب ژل، پودر آگارز وزن شد

اتيـديوم   mg/ml10ليتر از محلـول   ژل يك ميلي ml10شدن به ازاي هر خوب حل گرديد و قبل از خنك 

برومايد اضافه شد و در قالب ژل مخصوص ريخته شد و جهت ايجاد چاهـك بـراي نمونـه گـذاري شـانه      
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ورده و ژل در داخــل تانــك مخصــوص آ مناســب روي ان قــرار گرفــت  بعــد از بســتن اگــارز شــانه را در

  ط منبع تغذيه الكتروفورز انجام گرفت الكتروفورز قرار داده شدو توس

1 × TBE = 89mM Trise Base, pH = 8, 89mM Boric Acid, 2.5mM EDTA, pH =8. 

DNA  ها در يك ميدان الكتريكي به  به دليل وجود گروه فسفات داراي بار منفي بوده و بنابراين رشته

در . كند و به سمت قطب منفي حركت مياتيديوم برومايد بار مثبت دارد . كنند سمت قطب مثبت حركت مي

و به   UVگيرد و با نور  قرار مي  DNAهاي  و اتيديوم برومايد، اين ماده در بين رشته  DNAنتيجه تلاقي 

قرار دارد، ديده   DNAرنگ فلورسنت در محلي كه باندهاي  Uv transilluminatorكمك دستگاه 

  . كس تهيه مي شودسپس از ژلي كه قابل رويت گرديده ع  .شـود مي

  :نمونه گذاري و انجام الكتروفورز

بـافر   .ه شـد از بافر نمونه مخلوط كرده، در داخل چاهـك ريخت ـ  µl1را با   PCRاز محصول  µl10حدود 

به خوبي داخـل    DNAكننده مثل گليسيرين يا ساكارز است تا نمونه حاوي  ماده سنگين% 50نمونه حاوي 

بلو يـا گـزيلن سـيانول     درصد  از يك رنگ نشانه مانند بروموفنل 0/ 2 چاهك ريخته شود و همچنين حاوي

  .كنـد حركت مي bp500همراه با % 1بلو در ژل  رنگ بروموفنل. باشد مي

الكتروفورز ادامه داشـت    mA40ولت و  80دقيقه با  30مدت تانك الكتروفورز به منبع تغذيه وصل شد و 

 Transilluminatorبا اسـتفاده ازدسـتگاه   . را طي كرده بود در اين موقع رنگ نشانه سه چهارم طول ژل

U.V  باندهاينانومتر 260طول موج با ،DNA  نوكلئوتيـدهاي  جهت اطمينان ازنظر تعداد   .مشاهده شدند

الكتروفورز  PCRمحصول  از. شد الكتروفورز  PCRهم در كنار محصول  DNAماركر PCRمحصول 

  . شده روي ژل عكس تهيه گرديد

 

  



  PCRدر ميگوي پرورشي سفيد هندي در ايران با استفاده از )  wssv(شناسايي ويروس ايجاد آننده سندرم لكه سفيد
 

١۶ 
 

  : آزمايشاتنترل ک

زمايشگاهها با اطمينـان ويـروس فـوق را    آبراي آزمايشات بعدي و همچنين ارائه روشي كه بتوان در همه   

محصول ترادف يابي شد وسپس ترادف مذكور در بانـك  رديابي نمود، وجود كنترل لازم است براي اينكار  

كه ژن تكثير شده مربوط به ويروس  زمايش گرديد و مشخص شدآ  Nucleotid Blastژن با نرم افزار  

ژن مـذكور بعنـوان   . مورد نظر ميباشد اما اختلافاتي نيز با سويه هـاي گـزارش شـده در بانـك ژن نيـز دارد     

 .ثبت شده است  Accession DQ196431ويروس ايران در بانك ژن با شماره   

ايـن پلاسـميد   . ديده استگر درپلاسميد كلون شده وصحت كلونينگ نيز آزمايش و تاييد PCRمحصول  

  .مورد استفاده قرار ميگيرد PCRنوتركيب  نيز بعنوان كنترل داخلي 

بـه كمـك آنـزيم ليگـاز     قرار دارد   Aكه نوكلئوتيد   PCRمحصول رشته هاي    `3انتهاي  : ژن كلونينگ

كتري محصول ايـن واكـنش در بـا   . كلون شد ) Bluescript پلاسميد  تهيه شده با (    Tvectorداخل 

XL-1blue  با سيستم  باكتريايي كلني هايترانسفرم گرديدوX-gal -  IPTG   كلني .  نددشغربالگري

 ندكشت داده شد LBانتخاب شدند ودر محيط كشت ) حاوي پلاسميد هاي  نوتركيب( هاي سفيد باكتري 

  و پلاسميد به روش الكالين استخراج گرديد
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 كلون شده در پلاسميد  PCRبا استفاده از محصول   PCRخلي مراحل تهيه كنترل دا:  4 شكل شماره 

. ميكننـد تكثيرميزبان را  DNAيكي ديگر از راههاي كنترل كار  استفاده از پرايمر هايي است كه قسمتي از  

روش كـار بـدين صـورت    . ميگو يك جفت پرايمر طراحـي گرديـد   18S ribosomal RNAبراي ژن 

نهـا روي ژل اگـارز   آ PCRاكنش قرار ميگيرند و هميشه بايـد محصـول   است كه پرايمر ها ي مذكور در و

 مشاهده شود

  : افته هاي

از نمونه . زمايشگاه منتقل گرديدآصيد شد و به  و بوشهر خوزستان هاينمونه ميگو از مزارع  استان 32تعداد 

    PCR استخراج شده واكـنش   DNAبعد از بررسي كمي و كيفي .  استخراج گرديد  DNAهاي ميگو 

شـد و  تكثيرنمونـه    23ويروس در    DNA. انجام گرفت    Nested PCRهمراه با كنترل و همچنين 

را در نمونه هاي مثبـت و   PCRالگوي الكتروفورزي محصول  5شكل شماره .  نمونه منفي بودند 9 تعداد

  .منفي نشان ميدهد
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  ي مثبت و منفيدر نمونه ها PCRالگوي الكتروفورز ي محصول :  5 شماره شكل

  نمونه مثبت : 1ستون شماره  

  نمونه منفي: 2ستون شماره  

  DNAماركر وزني : 3ستون شماره  

نشـان     PCR-RFLPنمونه هـاي مثبـت را بـا پرايمرهـاي مخصـوص       PCRمحصول 6 شماره شكل 

  .ميدهد
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  اگارز با پرايمر هاي مربوط تعيين گونه روي ژل  PCR  الكتروفورز محصول  - 6 شماره شكل

 WSSنمونه هاي مثبت  PCRمحصول :  1,2,3,4,5ستونهاي 

   DNAماركر وزني  :  6ستون 

  

نمونه هاي عامل  بيماري لكه سفيد را در ميگو در مقايسه با نمونـه منفـي     PCRمحصول  7شكل شماره 

شـود و  مي   ديده  لكه سفيد  ويروس عامل بيماري  PCRدر نمونه هاي مثبت هم محصول . نشان ميدهد

امـا در نمونـه هـاي منفـي فقـط      . ميزبان را مي توان مشاهده نمـود  18SrRNAژن   PCRهم محصول 

  .ميزبان مشاهده ميگردد  PCRمحصول 

 
  روي ژل اگارز,  با پرايمر هاي مربوط به شناسايي PCRالكتروفورز محصول   : 7 شماره شكل

  كنترل   PCRل نمونه مثبت  و محصو PCRمحصول :   2و1ستون هاي  شماره 

  DNAماركر وزني : 3ستون شماره 

  )كنترل در ان ديده ميشود PCRفقط محصول (نمونه منفي :  4ستون شماره 
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  : روسين ترادف ژنوم وييتع

در    ACCESSION   DQ196431تعيـين تـرادف شـده و بـا      ايـران ويروس  VP24تا كنون ژن  

  WSV406ژن .  شباهت دارد% 97وجود در بانك ژن م اين ژن با ژنها ي. بانك ژن به ثبت رسيده است 

 .و در حال سپري نمودن مراحل ثبت در بانك ژن ميباشد هم تعيين ترادف شده و به بانك ژن ارائه گرديده 

  .شباهت دارد% 99اين ژن با ژنهاي موجوددر بانك ژن 

كـه از ژنـوم    يبـا سكانس ـ  ايـران  روسيو) WSV406و   VP24 (سكانس دو ژن  لازم به ذكر است كه

  .مقايسه شده استدر بانك ژن موجود است  روسيو

  :  بحث   

چنين بر مي ,  ترادف يابي مستقيم با PCRو تاييد محصول  PCRشدن ژنوم ويروس با تكثيربا توجه به 

مي باشد       حتمي در جنوب كشوريد كه وجود ويروس عامل بيماري لكه سفيد در مزارع پرورش ميگو آ

يكي از ابزارهاي مهم  مديريت در اين زمينه در دسترسي .   ولين در اين مورد تصميم گيري كنندو بايد مسئ

با جستجو در اينترنت در مورد .  به روشي سريع و حساس جهت  شناسايي بيماري در ميگو ميباشد

اين در  چاپ شده است كه)  1(شناسايي اين ويروس در ايران تابحال فقط يك مقاله در مجله شيلات 

تا كنون كيتهاي مختلفي از كشورهاي ديگر .   شناسايي ويروس با كيت خارجي انجام گرفته است تحقيق

طراحي  PCRقسمتي از ژنوم ويروس با تكثير براي شناسايي ويروس عرضه شد است كه همگي بر پايه

  .شده اند

  مي در گونه هاي ويروس ر داشت تغييرات ژنودر زمينه تشخيص بيماري بايد در نظيكي از نكاتي كه   

را در ايزوله هاي ويروس وهمكاران تفاوت   Wongteerasupaya) .   15،16،20، 11(مي باشد 



  PCRدر ميگوي پرورشي سفيد هندي در ايران با استفاده از )  wssv(شناسايي ويروس ايجاد آننده سندرم لكه سفيد
 

٢١ 
 

هاي جدا شده با ساختمان ژنتيكي ويروستايلند نشان دادند و معتقدند كه همه گيري هاي متفاوت با 

  ). 20(اتفاق مي افتد متفاوت

در نظر داشته باشد كه گونه هاي ويروس ممكن است اختلاف روش تشخيص بايد بتواند اين نكته را  

ه هاي مختلف در ويتنام حاكي ازاين مسئله است كه تغيير در ژنوم گون  Dieuتحقيق .  داشته باشند

در اين تحقيق براي شناسايي ويروس از پرايمرهايي كه بر ).   3(فاق افتاده است ويروس در اين منطقه ات

پيشنهاد ).  3(اين ژن در بيماريزايي ويروس نقش دارد .  ده اند استفاده شدطراحي ش VP24اساس ژن 

در . ا با كيت خارجي مقايسه شوندهي شناسايي ويروس توسط اين پرايمرمي شود با تعداد نمونه بيشتر

ت نها شبيه كيت خارجي باشد تهيه واستفاده از انها بعنوان كيت اسان تر از وارد كردن كيآصورتيكه  نتايج 

از طرف ديگر شناسايي ويروس با سيستمي كه معرفي شد  همراه دو نوع كنترل مي . مي باشد خارجي 

امپليفاي بشود وديگري  كنترل  "كه بايد ژنوم ميزبان حتما  PCRيكي كنترل  داخلي سيستم ( باشد 

  ).داخلي كه با روش مهندسي  ژنتيك تهيه شده است

 روسيراازژنوم و دينوكلئوت 412كه تعداد  ييمرهايپراطراحي شده ،لازم به ذكر است در بين سه پرايمر 

  . باشنديحساس ترم كننديم تكثير

انجـام شـودكه    تواند يم يكارموقع نيا نيز بايد ياد آور گرديدانجام شده  شاتيازما تيحساسدر خصوص 

 گـر يد يها تيشود  واگربا ك سهيمانند كشت سلول مقا  Gold standardروش يك با اين آزمايشات 

  .ن مورد سنجش قرار دادآ توان با يرانم يواقع تيشود حساس سهيمقا هم

روش شناسايي اين . روشهاي مختلفي براي تشخيص بيماري لكه سفيد مورد استفاده قرار گرفته است

باشد ولي تشخيص بيماري از روي علائم  بيماري با استفاده از علائم ظاهري اگرچه روشي سريع مي

و همچنين  IHHNVو  Vibriosisيل مشابهت آن با بيماريهاي ديگر ميگو از جمله بيماري ظاهري بدل
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باشند و  آب  مشكل است، زيرا كليه بيماريهاي اشاره شده داراي علائم ظاهري شبيه به هم مي pHافزايش

  . نمايند ميگو مي بدن ايجاد پلاك سفيد رنگ در روي

 1988در سال  Bellو  Lightnerشناسي بافتي كه توسط  يبتشخيص اين بيماري با استفاده از روش آس

باشد ولي با توجه به اينكه در اين روش نيز  ارائه گرديده است گرچه دقيق مي 1966در سال  Lightnerو 

شبيه است، تشخيص  IHHNVبسياري از علائم ايجاد شده با بعضي از بيماريهاي ديگر ميگو مثل بيماري 

تواند بعنوان  چنين اين روش با توجه به اينكه وقت زيادي نياز دارد معمولاً نميهم. باشد قطعي مشكل مي

  .يك روش سريع در مزارع ميگو مورد استفاده قرار گيرد

  شناسي بافتي ايجاد گنجيدگيهاي    مهمترين علائم ايجاد شده بيماري لكه سفيد در روش آسيب 

Cowdry type- A باشد مي    )Thakahashi et al., 1994; wang et al.. 1999  ( كه

  )   Bonameri & Lightner, 1991 (است  IHHNVشبيه علائم ايجاد شده در بيماري 

روش تشخيص با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني روشي بسيار دقيق بوده كه با استفاده از اين روش 

 ,Hayat Lightner,(ست يافتميتوان عامل ايجاد كننده بيماري را شناسايي كرده و به تشخيص قطعي د

اين روش برغم دقت و اهميتي كه در تشخيص بيماريهاي ويروسي از جمله بيماري لكه .  )1986 ;1966

گيرد و  اي در اين روش مورد استفاده قرار مي سفيد دارد ولي هزينه زيادي نياز دارد و تجهيزات پيچيده

بنابراين تنها به منظور تشخيص عامل . است همچنين وقت زيادي براي تشخيص با اين روش مورد نياز

تواند در مزارع پرورشي ميگو مورد استفاده  بيماري و بررسي بيماريزايي در آزمايشگاه كاربرد دارد و نمي

  .قرار گيرد

اين روشها علاوه . امروزه استفاده از روشهاي مولكولي براي تشخيص بيماري ميگو بطور وسيع كاربرد دارد

واند عامل بيماري را در بافتهاي ميگو مورد شناسايي قرار دهند، در تشخيص اين عوامل در ت بر اينكه مي

از خصوصيات ويژه . گيرد مواد غذايي مصرفي و همچنين در محيط پرورش نيز مورد استفاده قرار مي
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 در.باشد روشهاي مولكولي سرعت و دقت است كه به منظور پيشگيري از بيماري بسيار حائز اهميت مي

با توجه به سرعت و دقتي كه دارد از ساير روشهاي مولكولي بيشتر  PCRميان روشهاي مولكولي، روش 

  .مورد توجه قرار گرفته است

از عامل بيماري براي تشخيص كافي است در صورتيكه در ديگر  DNAمولكول  10در اين روش كمتر از  

با توجه به شدت مرگ و ). Kou et al; 1998  (مولكول نياز است  100روشهاي مولكولي به بيشتر از 

باشد اين  ميرناشي از بيماري لكه سفيد و با توجه به اينكه اين بيماري غالباً در ميگوها بصورت نهفته مي

ترين سطح نيز  توان عامل بيماري را در پايين موضوع حائز اهميت بوده و با استفاده از اين روش مي

  . جلوگيري كرد شناسايي نموده و از بروز بيماري

Kou  با توجه به اهميت بيماري و ايجاد نتيجه منفي كاذب پيشنهاد نمودند بهتر  1998و همكاران در سال

دو  PCRايي از روش  يك مرحله PCRاست براي شناسايي بيماري لكه سفيد بجاي  استفاده از 

مرتبه حساسيت  1000حدود  PCR – Nestedزيرا . استفاده گردد PCR - Nestedايي يا  مرحله

باشد و  مرتبه بيشتر مي 50تا  DNA 10ايي داشته و تعداد كپي ايجاد شده از  يك مرحله PCRبيشتري از 

با توجه به  1997در سال  Lee. رسد هاي منفي كاذب به حداقل مي به همين دليل امكان ايجاد نمونه

اين روش توليد نموده كه هم  توانستند كيت مخصوص بيماري لكه سفيد را با PCR – Nestedاهميت 

  .گردد اكنون به صورت تجارتي عرضه مي

  

  : بيماري نقش دارند كه مهمترين آنها عبارتند از اين براساس مطالعات انجام گرفته عوامل متعددي در انتقال

  )وحشي و پرورشي(مولدين  -الف

  پست لاروهاي توليدي در سالنهاي هچري –ب 

  .هم ميزبان و هم ناقل ويروس بيماري باشندموجوداتي كه مي توانند  –ج 
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  آب ورودي به مزارع پرورشي و سالنهاي هچري - د

  كارگران و شاغلين مزارع پرورشي و سالنهاي هچري -ر

  غذا و داروهاي مصرفي در مزارع پرورشي و سالنهاي هچري -ز

  باد و حشرات موجود در طبيعت -ص

بسته بندي مي  "كارخانه هاي عمل آوري مجددامواد و آبزيان دريايي منجمد شده كه در  –ض 

  . (Wang et al.,1999)شوند

همانگونه كه مشاهده مي شود عوامل متعددي مي توانند يا به عنوان ناقل فيزيكي ويروس بيماري باشد و 

نه يا به عنوان ناقل فيزيكي و بيولوژيكي آن، بنابراين ملاحظه مي شود كه ويروس ايجاد كننده بيماري از دام

  .وسيع از ناقلين و ميزبان برخوردار است

در  "معمولا. استفاده از مولدين عاري از ويروس در جلوگيري از بروز بيماري بسيار مهم مي باشد  )الف

. مناطقي كه بيماري لكه سفيد بروز ميكند سعي مي كننداز مولدين پرورشي جهت پست لارو استفاده نمايند

خطر را دارد كه ويروس عامل بيماري كه در منطقه اپيدمي شده در اين دسته استفاده از مولدين وحشي اين 

از مولدين به كارگاههاي هچري منتقل شده و عليرغم اينكه ميگوهاي مولد وحشي فاقد علائم ظاهري 

ولي وقتي در شرايط   نيز آلودگي را نشان ندهند، PCRبيماري بوده و حتي ممكن است با آزمايش 

      شي قرار گيرند و استرس به آنها وارد شود احتمال شيوع بيماري لكه سفيد افزايش كارگاههاي پرور

  .مي يابد

پست لاروهاي توليدي از مولدين مي تواند يكي از عوامل جدي انتقال و توسعه بيماري لكه سفيد  )ب

صورت مي گيرد، ولي با تمام مراقبتهايي كه در تامين مولدين عاري از بيماري جهت توليد پست لارو . باشد

بنابراين . عدم دقت و مراقبت لازم در تامين پست لاروهاي كيفي ريسك توسعه بيماري را افزايش مي دهد
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لازم است ابتدا در طراحي هچريها دقت صورت گيرد تا ضمن داشتن امكانات و تجهيزات مورد نياز بتوان 

  .پست لاروهاي كيفي و مناسب را توليد كند

پاره . اري در انتقال بيماري لكه سفيد به عنوان ناقلين فيزيكي و يا بيولوژيكي نقش دارندموجودات بسي) ج

به عنوان . ائي از اين موجودات خود مي توانند ميزبان بيماري واقع شده و نسبت به بيماري حساس باشند

ز بيماري لكه گونه ميگوي وحشي و پرورشي نسبت به اين بيماري حساس و تلفات ناشي ا 30مثال تاكنون 

  . سفيد در آنها گزارش گرديده است

دامنه ميزباني بيماري ساير سخت پوستان دريايي و آب شيرين را نيز در برميگيرد كه از مهمترين آنها مي 

همچنين . توان به انواعي از گونه هاي خرچنگ هاي دريايي ، لابستر و خرچنگهاي آب شيرين اشاره نمود

ز حشرات نيز مي توانند در انتقال بيماري نقش داشته باشند، لذا احتمال انتقال با توجه به اينكه برخي ا

  .ويروس از طريق حشرات نيز بالا است

بنابراين با توجه به گسترده گي دامنه ميزباني ويروس بالاخص در خرچگها كه علائم باليني بيماري را نيز  

ورشي يافت مي شوند ريشه كني بيماري را با از خود نشان نمي دهند و به وفور در كنار استخرهاي پر

با توجه به .  .(Kou et al.,2002; Supamattaya, et al,1998;)   سختي مواجه كرده است

اينكه در توليد مولدين پرورشي و همچنين در زمان نگهداري مولدين در هچريها از غذاي تازه بالاخص 

ه مي شود و اين موجودات صرفنظر از اهميتي كه در خرچنگها، لابستر و ماهي مركب براي تغذيه استفاد

تغذيه مولدين دارند يكي از مخازن اصلي ويروس هاي پاتوژن بالاخص لكه سفيد مي باشند، لازم است 

 30قبل از مصرف اين مواد به عنوان غذا در تغذيه مولدين با درجه حرارت استرليزه يا پاستوريزه به مدت 

هاي پاتوژن در آنها غير فعال شده و سپس از آنها در تغذيه مولدين استفاده دقيقه حرارت داده تا ويروس

  ).(Wang et al.,1999;FAO,2003نمود
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روز در آب زنده مانده و بيماريزايي خود را حفظ  7تا  5ويروس بيماري لكه سفيد قادر است به مدت ) د

. و مزارع پرورشي آب ورودي به آنها استبنابراين يكي از راههاي انتقال بيماري به سالنهاي هچري . نمايد

آب ورودي علاوه بر اينكه مي تواند حامل ويروس آزاد باشد ، مي تواند ناقل تعدادي زيادي از ناقلين 

بنابراين لازم . لارو آبزيان اعم از ماهي و ميگو و ساير جانداران ديگر نيز باشد  ويروس مثل پلانكتونها ،

   ..زارع و هچريها ضدعفوني شده و سپس استفاده گردداست قبل از استفاده آب در م

براي مزارع بزرگي كه داراي شوري بالا بوده و نيازمند تعويض آب زياد ميباشند، نصب توري بهترين راه 

بوده و در كنار آن مي توان از داروهاي شيميائي نيز  WSDعملي جهت خارج كردن ناقلين ويروس

  .استفاده نمود

لين مزارع پرورشي و سالنهاي هچري مي توانند عاملي جهت انتقال ويروس به مزارع و كارگران و شاغ )ر

سالنها باشند ، همچنين بي دقتي در انجام وظايف محوله در محل كار مي تواند موجب ايجاد استرس به 

ليه بنابراين ضرورت دارد ك. ميگوهاي مولد يا پست لارو ها شده و زمينه بروز بيماري را فراهم نمايد

 Standard Operatingهچريها و مزارع پرورشي داراي برنامه عملياتي استاندارد بنام 

Procedures (SOPs)  بوده و در اين برنامه كليه عمليات اجرائي تا رسيدن به پست لارو در هچري

  .يا توليد ميگوي پرورشي در مزارع را تشريح نمايد
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  : هزمينه هاي پيشنهادي جهت تحقيقات آيند
  
  تهيه تيره هاي سلولي جهت كشت ويروس عامل بيماري – 1

  مقايسه ژنتيكي ويروس عامل بيماري در استانهاي مختلف كشور جهت تعيين تفاوتهاي احتمالي آنها – 2

  بهبود كارائي و كيفيت روشهاي تشخيصي موجود - 3

  روشهاي خنثي سازي ويروس در محيطدقيقتر مطالعه  - 4

  يقتر ناقلين ويروس در محيط زندگي ميگوبررسي مجدد و دق - 5

  مقايسه ساختار ژنتيكي ويروس ايران و جهان - 6

  :تقدير و تشكر 
رئيس محترم سابق موسسه  و نيزاز رياست محترم موسسه تحقيقات شيلات ايران جناب آقاي دكتر مطلبي 

جناب آقاي دكتر شريف تحقيقات شيلات ايران جناب آقاي دكتر رضواني ، جناب آقاي دكتر افشار نسب ، 

و جناب آقاي دكتر مهرابي كه در حمايت از اجراي اين تحقيق و هدايت  غرقي ، جناب آقاي دكترروحاني

  .تقدير و تشكر مينمائيم ه اندداشتموثري آن نقش 

سركار خانم غيور  بيوتكنولوژي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيهمچنين از كارشناسان محترم آزمايشگاه 

ار خانم بنده پور كه در انجام كليه آزمايشات اين تحقيق زحمات و تلاشهاي فراواني را متحمل و سرك

  . شدند نهايت تشكر و سپاسگزاري را داريم
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  در بانك ژن VP24گواهي ثبت ژن :   ٨شكل شماره 
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   WSV406گواهي ثبت ژن  :  ٩شكل شماره 
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1:  EF197113. Reports  Shrimp white spot...[gi:124127027]  Links

• Features  
• Sequence 

LOCUS       EF197113                 757 bp    DNA     linear   VRL 30-
JAN-2007 
DEFINITION  Shrimp white spot syndrome virus FIC protein (wsv406) gene, 
partial 
            cds. 
ACCESSION   EF197113 
VERSION     EF197113.1  GI:124127027 
KEYWORDS    . 
SOURCE      Shrimp white spot syndrome virus 
  ORGANISM  Shrimp white spot syndrome virus 
            Viruses; dsDNA viruses, no RNA stage; Nimaviridae; 
Whispovirus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 757) 
  AUTHORS   Kazemi,B., Saberi,A.M., Afsharnasab,M. and Ghayour,E. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (22-DEC-2006) Agricultural Research & Education 
            Organization, and Iranian Fisheries Research Institute, 
Shaheed 
            Beheshti University of Medical Sciences, Ministry of 
            Jihad-e-Agricultural, Chamran Highway, Tehran 19395, Iran 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..757 
                     /organism="Shrimp white spot syndrome virus" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /db_xref="taxon:92652" 
                     /country="Iran" 
     gene            <1..>757 
                     /gene="wsv406" 
     CDS             <1..749 
                     /gene="wsv406" 
                     /codon_start=3 
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                     /product="FIC protein" 
                     /protein_id="ABM92267.1" 
                     /db_xref="GI:124127028" 
                     
/translation="GEGDWTTTFPFDLVHTRQECEKKREQDYSFFITETCKGENIGIH 
                     
SYEHTSKIIDTGNNDSTSIEELEVLNIYKAINHLENILKLNKGEKIILMDVETMILET 
                     
HKILMKGILPKGKNGSFSTCVRFAVNKNNERHYYPVFETEKEAFNSIQNLVDYYNEIV 
                     
AHTNDQIKIIKACAYFMYNFLTLHPFNDGNGRTARLLYSFLLKGNGIVPHFSPITHPR 
                     DQFVDTLVYFREHGDGRPLLYVLLESIKNK" 
ORIGIN       
        1 agggggaagg agattggaca acaactttcc cattcgacct cgtccataca 
cgtcaagagt 
       61 gtgaaaaaaa gagagagcaa gactactcat ttttcattac tgaaacgtgt 
aaaggagaga 
      121 atattggtat acattcgtat gaacacacgt caaagattat tgacacgggt 
aataatgatt 
      181 ctacctcaat agaggaacta gaagtactga atatatacaa agctataaac 
catttagaaa 
      241 atatcctaaa actcaacaaa ggagaaaaaa ttatactgat ggatgtagaa 
acaatgatac 
      301 tggaaactca taaaatttta atgaaaggga ttcttcccaa gggtaaaaat 
ggaagtttca 
      361 gtacatgcgt acgctttgct gtaaataaga acaatgaacg gcattactac 
cctgtatttg 
      421 aaacagagaa agaagcgttc aattctatac aaaatctagt agattattat 
aatgaaattg 
      481 tagctcacac caatgaccaa attaaaataa taaaagcgtg cgcatatttc 
atgtacaact 
      541 ttctaactct ccaccctttc aatgatggta atggaagaac agctagatta 
ttgtatagtt 
      601 ttctattgaa aggtaatggt atcgtacctc atttttcacc cataacacac 
cctagggatc 
      661 aatttgttga tactttagtg tattttagag aacatggaga tggacgacct 
ttattgtatg 
      721 ttttgctgga atcaataaaa aataagtaaa gaattca 
// 
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