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 چكيده

ميليون تـن رسـيد.  ايـران نيـز روزبـروز        2/4به رقم  2013پرورش ميگو در دنيا رشد فزاينده ائي داشته و در سال 

هـزارتن بـالغ گـردد. در     20توليد به رقـم   1393شود در سال پرورش ميگو در حال گسترش بوده و پيش بيني مي

نيـز مجـددا    1393باشد. بطوريكه در سال اين ميان مهمترين چالش در توليد ميگو موضوع بهداشت و بيماريها مي

بيماري لكه سفيد مزارع پرورش ميگو در چابهار را آلوده نموده و خسارت زيادي به ايـن صـنعت واردنمـود.  بـا     

 (emerge)ملي، منطقه ائي و بين المللي، تعداد بيماريهـاي نوظهـور   توجه گسترش فعاليتهاي آبزي پروري در سطح

شود. در اين ميان نقـش بيماريهـاي ويروسـي از سـاير     در حال افزايش بوده و روز به روز بر تعداد آنها افزوده مي

قتصاد ملي نيز بيماريها بيشتر بوده و اين بيماريها نه موجب  كاهش توليد شده، بلكه باعث تاثير منفي بر تجارت و ا

شوند. بمنظور كنترل و پيشگيري از بيماريهاي ويروسي شناخت روشهاي دقيق و سريع كه بتواند عامل بيماري مي

(ويروس) را در پائين ترين سطوح و مقدار شناسائي و تشخيص نمايد ضروري است. در اين پروژه بـا اسـتفاده از   

و كــارائي  (Specificity)و اختصاصــيت  (Sensitivity)ســيت كــه از حسا Polymerase Chain Reaction (PCR)روش 

(Efficiency) شود براي ايـن منظـور اسـتفاده شـده اسـت.      بالائي برخوردار و به صورت كيتهاي تجارتي عرضه مي

تاكنون اين كيتها از خارج كشور تامين گرديده است، اما با توجه به تغييرات شديدي كه در سويه هـاي ويـروس   

قه وجود دارد ضرورت توليد اين كيتها با سويه هاي كه در داخل ايجاد بيماري ميكنند اجتناب ناپـذير  در هر منط

سويه بيماريزا در مناطق مختلف ايجاد مرگ ومير در  10است. بعنوان مثال تاكنون ويروس سندرم تورا با بيش از 

سويه هاي هر منطقه از همديگر متفاوت  ميگو نموده است كه با توجه به ماهيت ويروس و بروز موتاسيون در آن،

است. لذا ضرورت دارد كيتهائي طراحي شود كه موجب شناخت سـويه ايجـاد كننـده بيمـاري در داخـل كشـور       

، ويـروس   (White spot syndrome virus)گردد. اين حالت براي ساير ويروسها از جمله ويرس بيمـاري لكـه سـفيد    

  Penaeus monodon)، ويــروس بيمــاري مونــودن بــاكيلو ويــروس Yellow head virus(YHV)بيمــاري ســر زرد 

baculovirus) ويروس بيماري پارو ويروس هپاتوپانكراس ،(Hepatopancreatic parvo like virus)    ويـروس بيمـاري ،

 باشد.مي .نيز(Infection hypoderamal and hematopoietic necrosis virus)نكروز عفوني بافتهاي خونساز و هيپو درم 

در اين پروژه ابتدا ضمن شناسائي ميگوهاي بيمار نسبت به جمع آوري و انتقال آنها به آزمايشگاه اقدام شده و بـا  

استفاده از روشهاي معمول ازجملـه روش هيسـتوپاتولوژي، روشـهاي شـيميائي ،روش ميكروسـكوپ الكترونـي،       

اقدام به تشخيص گرديد. دراين پروژه فقط نسبت و كيتهاي تحارتي وارداتي  (Bioassy)روش سنجش بيولوژيك 

و  (TSV)اقـدام و دو ويـروس ديگـر يعنـي ويروسـهاي تـورا        (MBV)به شناسائي ويـروس مونـودن بـاكولوويرس    

 به دليل عدم تخصيص بودجه اقدامي نگرديده اسـت. در ايـن بيمـاري    (HPV)ويروس پاروويروس هپاتوپانكراس 

روسـكوپ  كماري بـا اسـتفاده از روشـهاي مطالعـات بـاليني، آسـيب شناسـي، مي       ابتدا نسبت به شناسائي ويروس بي

ويـروس هـا اقـدام     DNAاقدام و سپس  بيمـاري تاييـد و نسـبت بـه اسـتخراج       IQ2000الكتروني و كيت تشخيص 

نسبت به طراحـي پرايمـر اقـدام و بـا پرايمرهـاي توليـدي نسـبت بـه شناسـائي           Oligoگرديد. با استفاده از نرم افزار
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يمر اختصاصي با پراتشخيص قطعي ويروس .استفاده گرديد IQ2000ويروس اقدام و براي تاييد از كيت نشخيصي 

حساسيت و احتصاصيت پرايمـر طراحـي شـده مـورد بررسـي قـرار گرفتـه و تاييـد           bp185اقدام و با تشكيل باند 

  گرديد. 

  يكلمات كليدي: شناسائي، ويروس، كيت تشخيصي، روشهاي نوين مولكول
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  كليات-1

ميلادي  1970طولاني است و پرورش تجاري آن به سالهاي نخست دهه  "پرورش ميگو در دنيا داراي سابقه نسبتا

انجام گرفته و ايشان در سال  Hudinageنخستين بار توسط گردد. تكثير مصنوعي ميگو برايو به كشور ژاپن بر مي

ميلادي توانست لارو ميگوي پنئوس ژاپونيكوس را پرورش داده و به مرحلـه پسـت لاروي برساند(صـديق     1942

شود كه توليد بيني ميپيش 2013اي يافته و در سال ). هم اكنون پرورش ميگو در دنيا رشد فزاينده1370مروستي،

رسـد  مـي  %72). در ايـن ميـان سـهم ميگـوي وانـامي بـه حـدود        1 -1ويرميليون تـن برسـد (تص ـ   2/4ميگو به رقم 

(Valderrama and Anderson, 2011) . 

 
 دردنيا 2013بيني تا سال و پيش 2012: توليد ميگوي پرورشي تاسال 1-1تصوير 

  

بينـي  هـزارتن بـوده و پـيش    12خورشيدي بـالغ بـر    1391ميلادي يا 2011يران تا سال در اين ميان توليد ميگو در ا

  ). 2-1هزارتن برسد (تصوير 20خورشيدي به رقم  1392ميلادي مطابق با  2013شود در سال مي

) از مهمترين چالشهاي پرورش ميگـو موضـوع   Anderson )2011و  Valderramaبراساس گزارش ارائه شده توسط 

از ميگوي توليـدي در دنيـا از بـين رفتـه      %22) و ساليانه از ناحيه بيماريهاي ميگو بالغ بر 3-1بيماريها بوده (تصوير

  شود. ميليارد دلار ساليانه به اين صنعت خسارت وارد مي 6كه رقمي معادل 
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  1392بيني در سال و پيش1391درايران در سال : ميانگين توليد ميگو 2-1تصوير

  

  برخي از خسارتهاي تخميني وارده به كشورهاي آسيايي در اثر بيماريها عبارتند از: 

هاي ميگوي تن از توليدات گونه 120000ميليون دلار ناشي از، از بين رفتن  250بالغ بر  1993در چين در سال  -

نيـز ميـزان كـل     2002بروز بيماري لكه سفيد خسارت وارده شده و در سال چيني، ژاپونيكوس و ببري سبز بر اثر 

ميليـون دلار رسـيده اسـت (فـائو،      400خسارات اقتصادي ناشي از بروز تمامي بيماريهاي ميگو در اين كشـور بـه   

1386  .(  

ميليـون دلار   100بيماريهاي مونودون باكلوويروس، بيماري لكه سفيد و سرزرد حدود  1993در ويتنام در سال  -

 ). Bondad –Reantaso et al., 2005به صنعت پرورش ميگو خسارات وارد كرده است (

 

  
 : مهمترين چالشهاي ميگو در حال و آينده3 -1تصوير

 

 

 300ميزان خسارات وارده ناشـي از شـيوع بيماريهـاي سـرزرد و لكـه سـفيد حـدود         1992در اندونزي در سال  -

كليه مزارع پرورش منطقه جاوه، يعني قطـب اصـلي توليـد ميگـوي      2000و در سال  ميليون دلار تخمين زده شده
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مزارع بـه حالـت ركـود و     %70گيري بيماري لكه سفيد مبتلا شده و در برخي مناطق تا پرورش اين كشور به همه

 ).1380تعطيلي كشيده شده است (شريف روحاني، 

ميليـون دلار   40تـا   30شده بر اثر شيوع بيماري سرزرد بـه   ميزان خسارت وارد 1993و  1992در تايلند سالهاي  -

بر اساس بيماري لكه سفيد و سندرم تورا ميـزان خسـارت بـه     1997تا  1994رسيده و در همين كشور بين سالهاي 

 ). 1386ميليون دلار افزايش يافته است (فائو،  260تا  240

تـن از   12000تـا   10000رد و لكـه سـفيد ميـزان توليـد     بر اثر بيماريهاي سرز 1994-95در هند در طي سالهاي  -

ميليـون دلار بـرآورد    6/17تنها در اثر بيماري لكه سفيد خسارت اقتصادي در حـدود   1994دست رفته و در سال 

 ). Bondad –Reantaso et al., 2005شده است (

صـادرات ميگـو و از دسـت رفـتن     در اثر بيماري لكه سفيد علاوه بـر از بـين رفـتن     1996در بنگلادش در سال  -

 ). Bondad –Reantaso etal., 2005ميليون دلار تخمين زده شده است ( 10اشتغال، خسارات وارده حدود 

ميليون دلار در توليد ميگوي مونـودون در اثـر    5/32خساراتي بالغ بر  1998تا  1994در استراليا در طي سالهاي  -

) وارد آمـده اسـت   Gill Association Virusو ويـروس همـراه بـا آبشـش (     mid-crop mortality syndromeبيماريهاي 

)Bondad –Reantaso et al., 2005 .( 

، آمريكــاي جنــوبي و مركــزي نيــز بــا همــه گيريهــاي شــديد بيماريهــاي مختلفــي از قبيــل          1999در ســال 

YHV,TSV,IHHNV  ن سال شيوع بيماري لكـه  ادامه داشته است. در اي 2000و ويبريوزيس روبرو شدند كه تا سال

-1994هـاي  سفيد در كشور كلمبيا بعد از ورشكستگي پرورش دهندگان متعاقـب اپيـدمي سـندرم تـورا در سـال     

هاي مقاوم سازي ميگوهاي پرورشي گرديد. در اكوادور هاي سنگين و اجراي برنامهمنجر به صرف هزينه 19996

و اوايـل سـال    1999باشـد در اواخـر سـال    وز و نفت مـي كه تكثير و پرورش ميگو سومين صنعت كشور بعد از م

 50با بزرگترين بحران سياسي اقتصادي در تاريخ اين كشور يعني بيمـاري لكـه سـفيد ميگـو مواجـه شـد و        2000

در صـد ظرفيـت خـود فعـال      50آوري تنهـا بـا   درصد مراكز تكثير ميگوي اين كشور تعطيل شده و مراكـز عمـل  

ميليـون دلار در سـال    360بـه كمتـر از    1998ميليـون دلار در سـال    875درات ميگو از بودند، در همين رابطه صا

  ). 1380رسيد (شريف روحاني،  2000

درصـد   25كشورهاي مكزيك، نيكاراگوئه تحت تاثير بيماري لكه سفيد قرار گرفتنـد. در پانامـا    1999در سال  -

عه پست لارو در مترمربع بـراي ذخيـره سـازي اسـتفاده     قط 5تا  3پرورش دهندگان به دليل بروز بيماري از تراكم 

بـه پـرورش تيلاپيـا روي     2000كردند. در پرو پرورش دهندگان ميگو به خاطرتلفـات سـنگين در نيمـه اول سـال     

هكتـار بـوده كـه     3000آوردند. بطوريكه قبل از شروع بيماري لكه سفيد سطح زير كشت ميگـو در ايـن كشـور    

نفـر كـه بطـور     5000) و 1380اند(شـريف روحـاني،   ها نيز تعطيل شدهه و كليه هچريهكتار رسيد 300اكنون به 

 ). Bondad –Reantaso et al., 2005اند (اند، شغلشان را از دست دادهمستقيم و غير مستقيم درگير بوده
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بـه   1994ميليـون پونـد در   2/1توليد ميگوي پرورشي در ايالات متحـده آمريكـا بـه دليـل شـيوع سـندرم تـورا از        

درصد كاهش يافته و  19به دليل بيماري، بازماندگي ميگو به  1996تا  1995پوند كاهش يافت. در سال  365000

درصـد بازمانـدگي رسـيد     30بـه   2000هاي سنگين و استفاده از تجهيزات پيشرفته و غيره در سال با صرف هزينه

  ). 1380(شريف روحاني، 

در بندر كلاهي آغاز گرديده و در طي سالهاي اوليه داراي رشد نسبتا  1370در ايران پرورش ميگو از سال 

اولين وقوع بيماري لكه سفيد كه يكي از بيماريهاي مهم در صنعت تكثير و پرورش  1380مناسبي بود. در سال 

). با وقوع بيماري لكه سفيد در 1384و همكاران،  باشد دراستان خوزستان گزارش گرديد(افشارنسبميگو مي

در استان بوشهر، سپس در سيستان و  1383، اين بيماري سپس در سالهاي 1380استان خوزستان در سال 

) گزارش شده 1391و1390)سيستان وبلوچستان (1389)، بوشهر(1388)، و مجددا در خوزستان(1387بلوچستان(

)، موسسه 1383) وبوشهر(1381). با وقوع بيماري لكه سفيد دراستان خوزستان (1391است (كاكولكي، 

از كشور آمريكا نمود ودر همان سال به نتايج  تحقيقات شيلات ايران اقدام به واردات ميگوي پا سفيد غربي

). بعد از موفقيت در توليد ميگوي پاسفيد غربي در 1386آميزي دست يافت (افشارنسب و همكاران، موفقيت

دگان در ساير استانها اقدام به استفاده ازاين گونه بوشهر توسط موسسه تحقيقات شيلات ايران، كليه پرورش دهن

شود توليد بيني ميآميزي داشته و پيشبراي پرورش بجاي گونه سفيد هندي نمودند و تاكنون نيز نتايج موفقيت

  ).2 -1هزار تن افزايش يابد(تصوير 20به رقم  1392ميگو در سال 

باشد. ساليانه بالغ بـر هـزاران تـن    ر و پرورش ميگو ميبيماريهاي ويروسي يكي از مهمترين مشكلات صنعت تكثي

ميگو در اثر اين بيماريها از بين ميرود. براي تشخيص سريع و به موقـع ايـن بيماريهـا در مراكـز تكثيـر و پـرورش       

شود. تا كنون از كيتهاي وارداتـي بـراي ايـن منظـور     استفاده مي(PCR)كشور از كيتهاي تشخيص سريع مولكولي 

ده است ولي با توجه به تغييرات ناشي از سويه هاي ويروسي ممكـن اسـت كيتهـاي موچـود از دقـت و      استفاده ش

حساسيت لازم برخوردار نباشند. با توجه به اينكه سويه هاي مختلف ايـن ويروسـها در مننـاطق مختلـف متفـاوت      

ه طراحـي و  ب ـبيماري نسبت  ميباشد، لذا ضرورت دارد كه در هر منطقه با استفاده از مشخصات عامل ايجاد كننده

  توليد اين كيتها اقدام شود.

از مهمترين راههاي كنترل و پيشگير ي از بيماريهاي ويروسي شـناخت آنهـا در طـي چرخـه توليـد بـالاخص در       

. از مهمترين روشهاي تشخيص براي بيماريها در ايـن مراحـل   )1384ل لاروي است (افشارنسب و همكاران حمرا

باشد. نكته بسيار مهم در اين خصـوص شـناخت عامـل بيمـاري در مقـدار و      ميPolymerase Chain Reactionروش 

باشد تا قبل از اينكه شرايط براي تكثير ويروس پيش آمده و موجب آسيب به مـزارع تكثيـر و   ميزان بسيار كم مي

يتهاي توليـدي در سـاير   پرورش شود نسبت به شناخت آنها اقدام گردد. اما ذكر اين نكته حائز اهميت است كه ك

كشورها با استفاده از سويه هاي ايجاد كننده بيماري طراحي و توليد شده است، لذا امكـان اينكـه نتوانـد موجـب     

شناخت سويه هاي ايجاد كننده بيماري در ساير مناطق شود امكانپذير بوده و به همين دليل در هر كشور اقدام بـه  
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ه عگـي توس ـ شود. در ايران نيز اهميت توليد اين كيتها بـا توجـه بـه گسـترده    طراحي  ساخت اين دسته از كيتها مي

صنعت تكثير و پرورش ميگو اجتناب ناپذير است. همچنين با توجه به برنامـه شـيلات ايـران بـه منظـور گسـترش       

، هايجاد شـد هزار تن ميگوي پرورشي و هزاران نفر شغل 100با  1400تكثير و پرورش ميگو در كشور كه در افق 

لذا ضروري است كه در خصوص مسائل و مشكلات ناشي از بروز بيماريها كه ممكن است اين صنعت را با خطر 

در اسـتان خوزسـتان و   1381مواجه نمايد، راهكار هـاي لازم اتخـاذگردد. در بـروز بيمـاري لكـه سـفيد در سـال        

ميگو از بين رفت و خسارات فراواني به بالغ بر صدها تن  1384همچنين بروز اين بيماري در استان بوشهر در سال 

. افشـار نسـب و همكـاران ،    1383پرورش دهندگان ميگو در اين استانها وارد گرديد( افشار نسـب و همكـاران ،   

1385  .(  

شـود بـا   ساليانه براي خريد اين دسته از كيتها در سطح كشور مبالغ زيادي هزينه پرداخت شـده و پـيش بينـي مـي    

طرحهاي غربالگري و امنيت زيستي در مزارع تكثير و پرورش استفاده از آنها بيشتر گرديـده و از  توجه به اجراي 

از كشـور گـردد. سـازمان دامپزشـكي و      ارز نظر اقتصادي توليد اين كيتها در داخل مانع از خروج مبالغ هنگفتـي 

دردسـترس بـودن ايـن     موسسات تحقيقاتي و بخشهاي خصوصي از مهمترين مصرف كنندكان اين كيتهـا بـوده و  

كنـد.همچنين بـا   كيتها نيز با توجه به تاريخ مصرف محدود آنها ضرورت توليد داخلي آنها را اجتناب ناپـذير مـي  

طراحي پرايمرهاي مورد استفاده در اين كيتها امكان واگذاري توليد آن به شركتهاي توليد كننده داخلي و ايجاد 

  شود. دگان داخلي نيز فراهم ميشغل و درآمد براي متخصصين و توليد كنن

از نظر اجتماعي نيز توليد اين كيتها درداخل كشور موجب دلگرمي و اطمينان پرورش دهندگان شده و همچنـين  

باشند موثر واقع شده و مارا در اين زمينـه بـي   تواند در زمينه اشتغالزائي شاغلين بخش كه بالغ بر هزارن نفر ميمي

  نياز نمايد.

  

  اين پروژه شامل: دافاهمهمترين 
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  و همچنين ا هداف فرعي شامل:

 جلوگيري از خروج ارز براي خريد كيتهاي تشخيصي از خارج از كشور -1

  خودكفائي در توليد كيتهاي تشخيصي در كشور  -2

 شناخت سويه هاي ويروس ايجاد كننده بيماريهاي ويروسي در كشور و مقايسه آن با سويه هاي خارج  -3

  ارائه روشهاي كنترل و پيشگيري بيماريهاي ويروسي در كشور  -4

 امكان صادرات كيتهاي توليدي  -5
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  مروري بر منابع-1-1

در همه جاي دنيا وجود دارد و تمام سخت پوستان و ميگو به  MBVبيماري ويروسي با كولوويروس مونودون يا 

اين بيماري حساس مي باشند اين بيماري يكي از بيماري هاي خطرناك ويروسي در مراكز هچري و سالن هاي 

موضوع در متعدد ست. مطالعاتي تكثير ميگو بوده كه اپيدمي هاي وسيعي در بسياري نقاط جهان گزارش شده ا

ميلادي  1977، براي اولين بار در سال  MBVيا  Penaeus monodon baculovirusاست.صورت گرفته  MBVبيماري 

) و موجب آسيب رساني شديد در بخش هاي هچري ، پست لاروي  Lightner and Redman , 1981شناسايي شد ( 

براساس گزارش افشار نسب (  .) Lightner etal., 1983بري سياه گرديد ( تا مراحل اوليه جواني در ميگوهاي گونه ب

1386 b  اين بيماري توسط ويروس از خانواده با كولوويريده ايجاد مي شود كه آن را به نام هاي مختلف از (

 Penaeus monodonيا  singly enveloped nuclear polyhedrosis virus from Penaeus monodon  (PmSNPVجمله (

NPV  ياPemo NPV  ) مي نامند . بهترين نام براي اين بيماري براساس گزارش كميته تاكسونومي ويروس هاICTV 

نامگذاري شده است ، هم اكنون نيز  MBVمي باشد ولي با توجه به اينكه از ابتدا بيماري به نام  PemoNPV) نام 

) بوده و  capsidنده بيماري به صورت گرد ، داراي كپسول ( بيماري را به همين نام مي شناسند . ويروس ايجاد كن

 اين.  باشد مي nm 33 ±324 آن طول و nm 4± 75) قرار گرفته است . قطر آن  envelopeدر اطراف آن پوشش ( 

 bقرار مي گيرد ( افشار نسب ،  Baculovirusجنس  Aبوده و در زير گروه  DNA هاي ويروس گروه از ويروس

) . ميگوهاي آلوده به اين بيماري بي حال و بي اشتها بوده و تمايلي به حركت  Lightner etal , 1983؛  1386

ندارند. همچنين از نظر اندازه از ميگوهاي سالم كوچكتر مي باشند. به ندرت تميز بوده و اغلب در سطح بدن و 

و  oseilliatoria و zoothamniumهايي نظير ) بوده كه توسط ارگانيسم  Foulingآبشش ها داراي لكه هاي فولينگ ( 

همچنين مواد آلي پوشيده اند. همچنين با اين بيماري اغلب عفونت ثانويه توسط باكتريها نيز مشاهده مي شود. از 

علائم مشخص اين بيماري سفيد شدن قسمت روده مياني مي باشد كه اغلب در مراحل زوا، مايسس و ابتداي 

). طبق گزارشات (  Lightner and Redman , 1981؛  b 1386مي افتد ( افشار نسب ، دوره پست لاروي اتفاق 

Pynter etal , 1992 ويروس ، (MBV  .مي تواند از طريق انتقال عمودي ( از والدين به فرزندان ) نيز صورت بگيرد  

پنئوس  (P.aztecus)اين بيماري در ميگوهاي وحشي و مولدين صيد شده از گونه هاي پنئوس آزتكوس 

در فلوريدا و مي سي سي پي و همچنين  P.setiferus) (و احتمالاً گونه پنئوس ستي فروس  (P.dourarum)دوراروم

در ايالت هاي اوهايو و هاوايي و در   (P.marginatus)پنئوس مارجيناتوس  در مولدين صيد شده از دريا در گونه

ي پا سفيد غربي و پنئوس آزتكوس گزارش شده است . در كشور هچريهاي منطقه فلوريدا و تگزاس در گونه ها

و  P. penicillatusو پنئوس پنيسيلاتوس  L.vannameiبرزيل اين بيماري در ميگوهاي وارداتي پا سفيد غربي 

 (P.paulensis)و پنئوس پائولنيس  (P.schimitti)  وپنئوس اشميتي (P.subtilis)ميگوهاي بومي پنئوس سابتيليس 

وحشي صيد شده از دريا نيز گزارش  precipua Protrachypeneش شده است . در اكوادور در خرچنگ گونهگزار

  ) .  b 1386گرديده است ( افشار نسب ، 
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استفاده از روش هاي سنتي نظير كاربرد ميكروسكوپ هاي نور بالا يا استاندارد جهت شناسايي و بررسي بيماري 

MBV تر و با حساسيت بيشتري را مي طلبد ( مناسب نبوده لذا روش هاي توسعه يافتهPoulos etal ., 1994 (. 

 a) .روشهاي هيستو پاتولوژي ( افشار نسب ،   Lightner etal ., 1981؛  b 1386مشاهده علائم باليني ( افشار نسب ، 

بافت هپاتوپانكراس و مدفوع ميگوهاي آلوده ( افشار  ) ، لام مرطوب تهيه شده ازLightner , etal , 1981؛  1386

 , Insitu hybridization , Dot blot hybridization) روشهاي مولكولي از قبيل  a,b 1386  ،Lightner etal 1983نسب ، 

PCR  وDNA probesto MBV  افشار نسب )a,b 1386  . از جمله روش هاي تشخيص بيماري مي باشد (  

  ) Vickers etal., 1992به روش مولكولي مربوط به آقاي (  MBVشناسايي اولين گزارش 

 ,Satid kanikulپرايمر اختصاصي براي اين ويروس طراحي گرديد (  2005مي باشد. سپس در تايوان در سال 

) . با توجه به اينكه ويروس در كشورهاي مختلف داراي سويه هاي متفاوت مي باشد لذا محققين در 2005

  ) .  Boonsanong chkying, 2005اند ( اي خود پرايمرهاي خاص براي اين ويروس طراحي نمودهكشوره

بر بقاء  pH) در مورد تاثير غلظت هاي مختلف شوري و  2006و همكاران (  Afsharnasabمطالعه اي كه توسط 

) صورت گرفته نشان مي دهد  P. semisulcatusدر ميگوهاي ببري سبز MBV(P.monodon baculovirus )ويروس(

خاصيت عفونت  9و  8، 7،  5با غلظت هاي  pHو در  ppt 40تا ppt 5در شوري با غلظت هاي MBVكه ويروس 

كاملاً غير فعال شده و اثرات  12و  3با غلظت هاي  pHزايي خود را حفظ مي نمايد . در حاليكه اين ويروس در 

  عفوني خود را از دست مي دهد . 

روي سطح سلول هاي ميگو وجود دارد كه در اثر شرايط مختلف اين  MBVاي براي ويروس ويژه ايرسبتوره

تورها مي توانند دچار تغيير شوند و ورود ويروس به داخل سلول هاي ميگو دچار اختلال شود و در نتيجه پرس

سلول يك شرط لازم و تورهاي اختصاصي سطح پبنابراين رس ).Afsharnasab etal , 2006عفونتي رخ ندهد  ( 

  ) . Voyles , 1993ضروري براي ويروس در سلول هاي ميزبان مي باشد  ( 

  شامل بي حالي، بي اشتهايي و توقف فعاليت هاي نمايشي  MBVعلائم باليني ناشي از بيماري 

وسته و پ بيماري ، آبي به متمايل سياه تا آبي –مي باشد ميگوهاي مبتلا كندي رشد ، تغيير رنگ خاكستري 

  ) . Brock etal , 1983فولينگ اپي بيوتيك ميكروبي دارند ( 

. 1طبقه بندي مي شوند و داراي سه زير گروه  Baculoviridae) در خانواده  Baculovirusesباكولوويروس ها ( 

Nuclear polyhedrosis viruses (NPVs) 2 .Granular virus (GV) 3 .Nonoccluded baculoviruses  از زير هستند .

 (MBV)و  Baculovirus penaei (BP)دو باكولو ويروس در ميگو گزارش شده است كه شامل :  NPVsگروه 

penaeus monodon baculovirus  ) مي باشندcouch , 1991  . (  

  ، حضور گنجيدگي هاي سلولي گرد به صورت انفرادي يا MBVبيماري آسيب شناسي علائم عمده 

مي تواند عفونت متوسط  MBVنكراس و سلول هاي پوششي(اپي تليال) روده مياني مي باشد. چند گانه در هپاتوپا
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تا شديدي را در هپاتوبانكراس و روده قدامي همه مراحل ميگوي خانواده پنائيده حساس ( به استثناء مراحل تخم 

   .)  Tokhmafshan et al , 2004 ; Lightner , 1996) ايجاد كند . (  2و1، ناپلي ، زوآ 

، تغييراتي در هسته سلول هاي برخي اندامها از جمله  MBVاز زمان شروع آلودگي ميگوها با بيماري 

هپاتوپانكراس و روده مياني مشاهده شده كه سبب تغييراتي در اين بافت ها مي گردد . اين تغييرات را مي توان با 

در رنگ آميزي لام مرطوب با سبزه مالا شيت  تهيه لام مرطوب از هپاپانكراس ، روده و مدفوع مشاهده نمود.

را مي توان مشاهده نموده و آنها را از سلول  Occlusion Body (OB)درصد گنجيدگي هاي درون سلولي  05/0

  ) . b 1386هاي چربي ، سلول هاي ترشحي ، هستك و غيره تشخيص داد ( افشار نسب ، 

  فلوكسين و ائوزين –فينه با رنگ آميزي هماتوكسيلين در مقاطع ميكروسكوپي تهيه شده از بافت هاي پارا

 )H&E/phloxine  آسيب هاي ناشي از بيماري ، (MBV   را نيز مي توان در سلول هاي هپاتوپانكراس و اپيتليوم

سلول هاي روده مياني مشاهده نمود كه در اولين مرحله تغييرات سلولي ، هسته هاي هيپرتروفي شده همراه با 

تغييرات و مهاجرت كروماتين ها ، جا به جايي هستك از مركز و رقيق شدن مركز سلول ها را مي توان مشاهده 

ييرات و مهاجرت كروماتينها در نتيجه متراكم شدن مواد بازوفيلي در اطراف هسته ايجاد مي گردد. مواد نمود. تغ

بازوفيلي معمولاً داراي يك يا دو انتهاي نازك بوده و ممكن است يكي از زوائد چسبيده به آن با هستك باقي 

 Interدر مرحله مياني ( .) مي باشدSignet Ringبماند. در اين حالت شكل ايجاد شده شبيه انگشتر نگين دار (

mediate در تغييرات سلولي هستك ها به طور كامل تجزيه شده و هسته بزرگ و به صورت هيپر تروفي ، (

) بوده و به نظر Eosino Philicمشاهده مي شود . در اين مرحله هسته داراي يك يا تعدادي گنجيدگي قرمز رنگ (

هسته كاملاً ) ،Advancedايجاد گنجيدگي هاي سلولي باشد . در مرحله پيشرفته ( مي رسد كه مرحله اوليه توسعه و

هيپرتروفي شده و به نظر مي رسد اندازه آن دو برابر هسته در حالت طبيعي است . همچنين تعدادي گنجيدگي 

   .)b 1386هاي قرمز رنگ به صورت بسته هايي در هسته هاي هيپرتروفي شده مشاهده مي گردد ( افشار نسب ، 

  با ميكروسكوپ الكتروني سه مرحله را در بيماريزايي اين ويروس نشان  MBVمطالعه كامل 

مي دهد كه در مرحله اول : سلول ها هيپرتروفي خفيف از خود نشان مي دهند. هستك ها تغيير شكل داده و به 

رت نقاط روشن در مركز طرف غشاء هسته مهاجرت مي كنند. تعدادي از كروماتين ها تجزيه شده و به صو

سلول ديده مي شود . در اين حالت شكل سلول به صورت انگشتر نگين دار ديده مي شود. در مرحله دوم بيماري 

سلول هاي داراي هسته هيپرتروفي و يك يا چند گنجيدگي كوچك مي باشد . در مرحله سوم هسته سلول ها 

لاً پر كرده و فقط لايه نازكي از سيتوپلاسم باقي مانده است كاملاً هيپرتروفي شده به طوريكه فضاي سلول را كام

. در اين حالت تعداد زيادي گنجيدگي درون هسته مشاهده مي شود كه ظاهري بيضي داشته و بعضي مواقع 

حالت سه بعدي مي يابند . ويروس كامل نيز به تعداد زياد در اين حالت قابل مشاهده است . ويروس ها به 

باشند و ممكن است به صورت محصور در گنجيدگي ها قرار گيرند. در اين مرحله بيماري صورت آزاد مي 

احتمالاً سلول ها حالت نكروز يافته و غشاء آنها پاره شده و كليه محتويات آنها به مجاري هپاتوپانكراس ريخته 
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پانكراس به روده رفته و مي شود . همچنين ممكن است سلول ها پاره شده و كليه محتويات از طريق مجاري هپاتو

  .)  b 1386سپس از طريق مدفوع دفع شود ( افشار نسب ، 

كاهش تغذيه و كاهش سرعت رشد مي باشد . لاروها و پست لاروهاي با  MBVنشانه هاي عمده آلودگي 

). تشخيص بيماري به  Lightner , 1996آلودگي شديد ممكن است يك خط سفيد در ناحيه پشت داشته باشند ( 

در مقاطع ميكروسكوپي اندامها و بافتهاي هدف ( هپاتوپانكراس و روده  MBVجود گنجيدگي هاي ويروس و

مياني ) بستگي دارد . گنجيدگي هاي ياد شده به صورت اجسام كروي منفرد يا متعدد و ائوزينوفيليك ( رنگ 

 وجود مياني روده پوششي هاي سلول و هپاتوپانكراس هاي سلول هسته داخل)  ائوزين –آميزي هماتوكسيلين 

 نشوند مشاهده آساني به ها گنجيدگي است ممكن خفيف هاي آلودگي در يا و آلودگي اوليه مراحل در.  دارند

 )Lightner , 1996 . (  

در جمعيت وحشي مولدين در فيليپين تائيد گرديده است  MBV) وجود  2008و همكاران (  Dela penaدر مطالعه 

ه كه اين مولدين مي توانند به عنوان حامل ( ناقل ) انتقال افقي و عمودي ويروس را در و همچنين ذكر شد

درصد در فصل خشك و  9درصد و  MBV20هچريها انجام دهند . در اين مطالعه به طور نسبي متوسط شيوع 

ماري يك عامل عفوني رايج در ميگوهاي وحشي است و به عنوان يك بي MBVمرطوب مشاهده گرديده است .

  ). Baticados etal , 1991همه گير بومي(اندميك) در ميگوهاي گونه ببري پروشي در فيلپين مورد توجه مي باشد ( 

Ramasamy ) درصد  05/0) با استفاده از لام مرطوب و رنگ آميزي با مالاشيت گرين 2000و همكاران ازهند

درصد از مولدين صيد شده حامل( ناقل  25لند نيز درصد گزارش نموده اند . در تاي 21را در مولدين  MBVشيوع 

 (MBV  ) مي باشندFegan etal ., 1991 .(  

MBV  همچنين در جمعيت هاي وحشي متاپنئوس مونوسروسMetapenaeus monoceros  و متاپنئوس الگانسM. 

elegans  درصد مشاهده گرديده است (  14و  24در هند به طور نسبي با شيوعManivannan et al , 2004  از طرف .(

شايع ترين بيماري در هچريها و استخرهاي  MBVمشاهده نمودند كه  1992در سال  Lightnerو  Natividadديگر 

پرورش ميگوي ببري سياه در فيليپين مي باشد و شيوع بيماري در هچريها و استخرهاي پرورشي مشابه و برابر 

ي مي تواند به علت افزايش استرس ناشي از شرايط پرورش مثل درصد بوده است و اين شيوع بالاي بيمار 9/66

درصد گزارش گرديده  4/46در هچريها و نوزاد گاه ها  MBVباليسم باشد . در ويتنام ميزان شيوع  تراكم و كاني

  ) .Oanh et al., 2005است ( 

مونودون تشريح شده  در پنئوس MBV) مشاهدات ميكروسكوپ الكتروني 2000و همكاران (  vikersدر مطالعه 

است در اين مطالعه ذكر شده كه نوكلئوكپسيد هاي محتوي ژنوم ويروس كه به طور آزاد در سيتوپلاسم سلول 

ديده مي شوند به غشاء هسته مي چسبند و به نظر مي رسد نوكلئوكسپيدها ابزاري ( وسيله اي ) براي انتقال ژن 

  انكراس به هسته هاي آنها مي باشد . هاي ويروس از غشاء پلاسمايي سلول هاي هپاتوپ
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اثبات مي كند كه ذرات پوشش دار داراي رنگ آميزي منفي محتوي يك كپسيد  MBVمطالعات مورفولوژيك 

داراي ضمايم ويژه در هر انتها مي  MBVدر هر پوشش مي باشد. به علاوه مشخص گرديده كه ذرات پوشش دار 

شرح داده شده است (  non-occludedاز باكولوويروس هاي  باشد كه مشابه آنهايي است كه براي بعضي

Pappalardo et al , 1986 ; Huger and krieg ,1991 ; Mari et al ., 1993 .(  

در پنئوس  MBV) در مورد شيوع و هيستو پاتولوژي عفونت  1995و همكاران (  vijayanدر بررسي و مطالعه 

در هر دو  MBVي سواحل جنوب شرقي هند شيوع بالاي عفونت مونودون و پنئوس اينديكوس در مزارع ميگو

درصد مي باشد . از لحاظ علائم  25/37ميگوي پنئوس مونودون و پنئوس اينديكوس بدست آمده كه ميزان آن 

كلينيكي اكثر ميگوها ظاهراً سالم و تعداد كمي داراي ضعف ، بي اشتهايي و لكه هاي فولينگ و نقاط سفيد 

سفيد ) روي پوسته نشان مي دادند. در هيستوپاتولوژي تعداد كمي از سلول ها هسته هيپرتروفي رنگ ( لكه هاي 

شده به صورت انگشتر نگين دار با جا به جايي به اطراف و هستك هاي متراكم ديده مي شود بنابراين هيپرتروفي 

تغييرات بافت شناسي روشن هسته و به دنبال آن تخريب سلولي و پوسته پوسته شدن سلول هاي اپي تليال از 

) در نمونه هاي مورد بررسي وجود Noduleبودند . واكنش هاي التهابي نظير نفوذ هموسيتو تشكيل نودول (

  ) سالم و بدون تغييرات نكروتيك و التهابي بودند .  Inter tubularنداشت . بافت هاي داخل توبولي ( 

از لحاظ علائم كلينيكي نرمال به نظر مي رسند اما تغييرات  MBVگاهي اوقات ميگوهاي آلوده به 

) در هپاتوپانكراس Interanuclear Occlusion Bodiesهيستوپاتولوژيك و وجود گنجيدگي هاي داخل هسته اي (

 ; Lightner and Rredman 1981 ; Lightner et al , 1983 ; Nash et al , 1988را تائيد مي كند . MBVعفونت به 

Turnbull et al 1994  (.  

ايجاد مي شود و نشانه هاي بيماري در ميگوهاي با  20تا پست لارو  3اكثر عفونت ها در ميگوهاي مايسس 

عفونت شديد شامل ظاهر شيري رنگ يا سفيد غده گوارشي ، رفتارهاي شناگري غير عادي ، حركت مارپيچي 

  ) .  Paynter et al , 1992شد ( در ستون آب و شناي از پهلو ( يكطرفه ) در سطح مي با

Paynter ) در مطالعه اي تحت عنوان انتقال تجربي 1992و همكاران (MBV  توانستند با مواجهه سازي ويروس از

)  OBميگوي پنئوس مونودون ايجاد كرده كه گنجيدگي ها (  PL 5-6ساعت بيماري را در  2طريق آب به مدت 

در اين مطالعه يك افزايش اوليه در ميزان گنجيدگي ها در هفته اول به بعد از دو روز قابل تشخيص بودند . 

) دوباره افزايش ميزان 16وجود آمده و سپس در هفته دوم اين ميزان كاهش يافته و در هفته سوم ( روز 

يص به بعد ) ميزان گنجيدگي ها كاهش و غير قابل تشخ 22گنجيدگي ها را داريم و از هفته چهارم  به بعد ( روز 

مي باشد . افزايش ميزان گنجيدگي ها در هفته اول نه تنها به دليل عفونت اوليه بلكه به دليل عفونت خود به 

) آزاد شده به داخل  OBخودي و عفونت مجدد ناشي از مصرف ميگوهاي آلوده و يا خوردن گنجيدگي هاي ( 

دوم مي تواند با تغيير قابليت دسترسي  آب از طريق لوله گوارش مي باشد و كاهش ميزان گنجيدگي ها در هفته

  سلول هاي حساس  مرتبط باشد . 
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Afsharnasab  ) نيز در يك مطالعه تحت عنوان تاثير غلظت هاي مختلف شوري و 2006و همكاران (pH  بر بقاء

ساعت را  10به مدت  PL12در ميگوي ببري سبز كارمواجهه سازي ويروس از طريق آب را در MBVويروس 

) 1988و همكاران (  Chenم داده و بيماري را در پست لاروهاي ميگوي ببري سبز ايجاد نموده اند . از طرفي انجا

  را گزارش نموده اند .  MBVنيز يك يك انتقال خوراكي موفق از بيماري 

قراردادي مابين موسسه تحقيقات شيلات ايران و پژوهشـگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و زيسـت فـن        1382در سال 

وري تنظيم و مقرر گرديد در ابتدا نسبت به بهينه نمودن كيت بيمار ي ويروسي لكه سفيد اقدام و سپس نسبت به آ

اين كار از روي اطلاعات بانك ژن انجام و در خصـوص شـناخت سـويه ويـروس عامـل       گرديد.توليد آن اقدام 

تحقيقـات مولكـولي دانشـكده پزشـكي      نيز در قالب همكاري با مركـز 1383بيماري در ايران اقدام نشد.  در سال 

داشگاه شهيد بهشتي اقدام به طراحي پرايمري براي ويروس لكه سفيد گرديد كه با استفاده از اطلاعات بانك ژن 

اين كار انجام شد. هيچكدام از ايـن دو پرايمـر توليـدي امكـان جـايگزيني بـا كيتهـاي خـارجي را پيـدا نكـرد و           

ولي با  )1386. صابري و همكاران، 1383( قريشي و همكاران،  ش نشان دادندمشكلات عديده ائي در حين آزماي

صورت گرفـت كيـت لكـه سـفيد توانسـت بـا نمونـه        توسط افشارنسب و همكاران تعيييراتي كه بعدا در پرايمرها 

دامـي و  . البته در داخل كشور در زمينه توليد كيت بـراي سـاير بيماريهـا از جملـه بيماريهـاي      خارچي رقابت كند

انساني اقدامات وسيعي صورت گرفته است و هم اكنون اين كيتها از داخل كشور تهيه و در پاره ائي موارد كشور 

  ).1380را دراين زمينه بي نياز نموده است(صنعتي و همكاران، 

اسـتفاده بسـيار   در خارج از كشور اولين بار در تايوان نسبت به طراحي اين كيتها اقدام گرديد كه امروز نيز مورد 

در چـين  1996و همكـاران در سـال    Kimuralشود . توليد اين كيتها گسترش يافته و سپس وسيعي از اين كيتها مي

در همـين  باشـد.  نيـز مـي  OIEنسبت به توليد كيت بيماري لكه سفيد اقدام نمودند كه امروزه اين روش مورد تاييد 

تشـخيص بيماريهـاي ويروسـي در دانشـگاه آريزونـا شـده و         موفق به توليـد كيتهـاي  Lightner) دكتر 1996سال (

با استفاده از مشاوره ايشان اغلب كيتهاي تشخيص سريع ويروسي را توليد مي نمايد. در  Diagxoticامروزه شركت 

و همكاران ايشان موفق به توليد كيت بيماري لكه سفيد در مالزي شـده   Shariffدكتر در كشور مالزي  2000سال 

و همكاران توانستند .Otta , S.Kآقاي  2003به دريافت جايره ملي كشور مالزي گرديدند. در هند در سال  و موفق

در همـان كشـور    2005طراحـي نماينـد و در سـال    WSSVو MBVرا براي جداسازي بيماري PCRكيت تشخيصي 

Manjaniaik, Bاري و همكاران كيت بيمHPV   را به صـورتNested –PCR ائي ويروسـها مـورد   طراحـي و در شناس ـ

شود. امـروزه  استفاده قرار دادند كه  امروزه در آزمايشگاهها و مزارع و سالنهاي هچري در كشور هند استفاده مي

استفاده از روشهاي مولكولي در تشخيص سريع بيماريهاي ميگو منـتج بـه نتـايج بسـيار ارزشـمندي در تشـخيص       

شـود تعـداد زيـادي از    اختصاصـي  و روش خاصـي اسـتفاده مـي     بيماريها شده است و براي هر بيماري از پرايمـر 

ها بصورت تجارتي براي برخي از بيماريهاي ميگو قابل دسترس بوده و تعداد ديگري نيز طي سـالهاي آتـي   كيت

 باشند. كه تعدادي از آنها عبارتند از:شود. اين كيتها استاندارد بوده و به آساني قابل استفاده ميتوليد مي
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  ويروسي: كيتهاي

  White spot syndrome virus(WSSV)كيت ويروس سندرم لكه سفيد -  

 Infection hypodermal and haematopoictic necrosisكيت ويروسي عامل نكروز عفوني هيپودرم و بافت خونساز  -

virus (IHHNV)  
  Penaeus monodon baculovirus (MBV)كيت مونودن باكولوويروس  -

  Hepato pancreatic parvolike virus (HPV) ويروس عامل عفونت هپاتوپانكراسكيت پارو  -

   Taura syndrome virus (TSV) كيت ويروس سندرم تورا   -

  Yellow head virus (YHV)كيت ويروس بيماري كله زرد  -

  Baculovirus penaei (BP) كيت باكولويروس پنائي -

 Infection myonecrosisكيت بيماري نكروز عفوني عضلات  -

  كيتهاي باكتريائي:

  Necrotizing hepatopancreatitis (NHP)كيت عامل نكروز هپاتوپانكراس  -

  كيتهاي انگلي:

   Agmasoma penaeiكيت آگماسوما پنائي -

اين كيتها در كشورهاي مختلف بر اساس سويه هاي ويروسي آن كشورها طراحي و سـاخته شـده انـد و در همـه     

  استفاده ميگردد. PCRش آنها از رو
 

  Polymerase Chain Reaction (PCR) روش
بوسـيله دسـتگاه    DNAاين روش يك روش آزمايشگاهي است كه در آن با ساختن و تكثير مصـنوعي بخشـي از   

باشـد. پرايمـر بخـش    استاندارد شامل دو پرايمر مناسب و اختصاصـي مـي   PCRگيرد. روش ترموسايكلر انجام مي

كنـد. هـر پرايمـر    بصـورت كـد و رمـز عمـل مـي      DNAسنتز شده است كه براي ساختن سـري   DNAكوچكي از 

نمايـد.  (ردياب) اختصاصي و حساس بوده كه مانند يك كامپيوتر كوچك عمـل مـي   Probeطراحي شده از يك 

توان براحتي براي ساخت آن درخواسـت نمـود. غلظـت متعـادلي از     هر وقت رديف بازهاي آن شناخته شوند مي

توان انجـام داد.  بهينه شده و سپس هر آزمايش را مي PCRجزاء اصلي و پرايمر بايد مخلوط شده و شرايط انجام ا

سـاخته و   PCRپاتوژن كه به عنوان الگو بايـد تكثيـر شـود) بايـد در روش      DNA(بخشي از  Templateنوع و ميزان 

 EDTAي مهاركننده همچون حلالهاي ارگانيك يـا  آماده شده بايد عاري از آنزيمهاTemplate الگو يا  تكثير شود.

 DNAشـامل   PCRهـا كاسـته شـود. سـاير مـواد      ها نير بايد رقيق شده تا از غلظت ساير مهاركنندهباشد. اكثر نمونه

Polymerase شود، نوكلئونيد كه باعث تسريع در ساختن رشته پرايمر ميdNTPS  كه حاوي نوكلئوتيدهاي اصلي و

است كه در مقابل حرارت  DNAشامل تعداد زيادي زنجير  DNA (DNA Polymerase)مراز د. پليبافراصلي مي باش

اولين آنها اسـت كـه بـه صـورت  تجـاري سـاخته و بيشـترين اسـتفاده را دارد.          Taq polymeraseباشند و مقاوم مي
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TM,Vent Pfu polymerase  وpolymerase Tth آنها در مقايسه با  هم موادي هستند كه توانائي استفاده ازTaq   بـالاتر و

معرفي شده و در  RT-PCRبطور مشخص در مورد استفاده از  Tthباشد. ماده نتايج گرفته شده ازآنها مطمئن تر مي

  گراد و با حضور منگنز قابل استفاده است.سانتيدرجه 70درجه حرارت 

ها را بايد در دستگاه ترموسـيكلر در  گيرد. نمونهها در سه مرحله انجام ميبراي تعداد زيادي از سيكل PCRبرنامه 

هـم    ،Denaturation)سه مرحله شامل سه درجه حـرارت مختلـف قـرار داد. ايـن سـه مرحلـه شـامل واسرشـتگي (        

  باشد.مي  (Extension)و مرحله گسترش   (Annealing) سرشتگي

را به حالت واسرشتگي تغيير يافته، در اين مرحله درجه حـرارت بـه حـدود     templateدر مرحله اول هر سيكل  -1

  شوند.از هم باز شده و يك رشته مي DNAثانيه افزايش و دو رشته  60گراد به مدت سانتيدرجه 95-90

باشد كه در اين مرحله پرايمـر شـروع بـه تكميـل     در مرحله دوم  حالت هم سرشتگي (پختن يا گرم شدن) مي -2

ــت ــاي هرش ــتور را از  DNAه ــن دس ــوده و اي ــي templaetنم ــه    م ــرارت ب ــه ح ــه درج ــن مرحل ــرد. در اي  40-60گي

  يابد.ثانيه ادامه مي 60-120گراد رسيده و به مدت سانتيدرجه

بـرداري از  و كپـي  (extension)توسـعه يافتـه    DNAدر مرحله سوم يا بسط كه مرحله نهائي است، هر سيكلي از  -3

اوليه بـوده اسـت و ايـن     templaetسازدكه در هر انتهاي ل شده و پرايمر نهائي را با مشخصاتي مينسخه اصلي كام

  گيرد.گراد انجام ميسانتيدرجه 70-75مرحله در درجه حرارت 

مدت  نگهداري در گرمخانه دستگاه ترموسيكلر بستگي به دستگاه و قطر تيوبهاي مورد اسـتفاده شـده دارد. ايـن    

 DNAگيرد. همچنين ميزان جديد شكل templateاي قبلي به عنوان دو رشته DNAبار تكرار شده تا  25 -40مراحل 

اصـلي كـه    DNAاي قرار گرفته و در نتيجه گاه اصلي جهت ساخت پرايمر دو رشتهاختصاصي در هر مرحله تكيه

رديده و بوسـيله اتيـديوم   در ژل آگاروز، الكتروفورز گ PCRگيرد. محصول پرايمر است، در اين مرحله شكل مي

بازهـاي توليـدي تكثيـر شـده     باشد. آنـاليز انـدازه رديـف   قابل ديدن مي UVتوليد شده در زير نور  DNAبرومايد، 

مهمتـرين مشـكل     PCR ممكن است نيازمند تأئيديه از سوي فردي آشنا و مسلط به اين تكنيك باشد. در آزمايش

  باشد.ناشي از آلودگيهاي حين آزمايش مي
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   روش كار مواد و-2
   PCRها و نگهداري آنها براي استفاده در روش كردن نمونهجمع -1-2

كردن آنها و ، روش جمعRNAيا  DNAها براي استفاده در اين روش و استخراج بهترين روش جمع كردن نمونه

باشد. بهر حال گراد ميسانتيدرجه - 80گذاشتن در يخ خشك يا نيتروژن مايع و نگهداري در درجه حرارت 

اين روش در محيط ممكن است قابل استفاده نباشد. گاهي اوقات كه نيازمند اجراي سريع كارها هستيم، روشي 

درصد 70-95سريع و ساده مورد نياز است كه بهترين روش نگهداري بافتهاي ميگو، همولنف يا لاروها در الكل 

آوري نموده تا از درصد جمع1اي همولنف را بايد با مقدار كمي سديم سيترات هباشد. نمونهبراي مدت معين مي

شود. همچنين انعقاد آنها جلوگيري شود. نگهداري بافتها براي مدت زمان طولاني با اين روش توصيه نمي

تهاي شود، مگر بعد از اينكه بافتوصيه نمي DNAبافتهاي نگهداري شده در ماده ديويدسون نيز جهت استخراج 

شود كه آنها استخراج شده و مورد استفاده قرار گيرند. همچنين پيشنهاد مي DNAگيري شده در پارافين، قالب

نگهداري نمائيم. تعداد  (Lysis buffer)بافتها، همولنف و لاروها را بسرعت هموژنيز نموده و در يك بافر ليزكننده 

 Sodium dodecyl sulfatشبيه  (denature)داراي عوامل دناتوره  زيادي از اين دسته بافرها وجود دارند و همه آنها

(SDS)  يا(CTAB)cetyl-trimethylamonium bromide ها را با بافر باشند. معمولاً نمونهميSDS-Lysis  6تا بيش از 

، براي CTAB Lysis bufferتوان با افزودن مواد ضدقارچي در هفته بدون هر گونه مشكلي نگهداري نموده يا مي

 هاي ميگو بسيار حائز اهميت است.مدت بيش از يكسال نگهداري نمود. اين روش جهت استفاده از نمونه

كه در  MBVويروس مونودون با كولوويروس مورد استفاده در آزمايش از ميگوهاي ببري سبز آلوده به بيماري 

گهداري و در آزمايش مورد استفاده قرار درجه سانتيگراد ن -80هچريهاي استان بوشهر بروز نموده و در دماي 

ر گروه تقسيم و در آزمايشهاي آسيب شناسي، ميكروسكوپ الكتروني، ااين نمونه ها را به چهگرفت . 

  يست سنجي مورد استفاده قرار داديم.زو روش  آزمايشات مولكولي

   

  آسيب شناسي مطالعات  -2-2

همانطور كه قبلاً ذكر گرديد نمونه برداري جهت انجام كارهاي آسيب شناسي از گروه هايي مختلف ميگوهاي 

بالغ و پست لارو صورت گرفت و لازم به ذكر است كه تمامي مراحل فيكس كردن و آماده سازي نمونه هاي 

) انجام  a 1386ار نسب () اصلاح شده توسط افش 1999و همكاران (  Rama samyآسيب شناسي براساس روش 

شد براي انجام مطالعه ، بافت هاي انتخاب شده براي بررسي آسيب شناسي هپاتوپانكراس و روده مياني از 

  ميگوهاي آلوده و غير آلوده مي باشند . 
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  فيكس كردن نمونه ها  -1-2-2

فاصله بعد از خارج شدن از به منظور جلوگيري از تغييرات بعد از مرگ لازم است كه ميگوها به صورت زنده بلا

آب فيكس شوند . چنانچه نمونه ها به موقع فيكس نگردند ، تغييرات بعد از مرگ اتفاق مي افتد كه شامل گرد و 

لايه لايه شدن سلول ها به خصوص سلول هاي هپاتوپانكراس مي باشد . هر چه زمان فيكس شدن نمونه ها بعد از 

بيشتر است . از بهترين فيكس كننده ها براي ميگو محلول ديويد سون مرگ طولاني باشد تغييرات سلول ها 

فيكساتور مي باشد . زيرا اين فيكساتور داراي اسيد استيك بوده و مي تواند كلسيم را از پوسته خارجي ميگو جدا 

د را مي درص 10نموده و به عمل برش دادن بافت ها كمك كند . فيكس كننده هاي ديگر نيز مانند بافر فرمالين 

توان براي فيكس كردن ميگو استفاده نمود . در اين مطالعه از فيكساتور ديويد سون براي فيكس كردن نمونه ها 

  استفاده گرديد . مواد تشكيل دهنده براي تهيه يك ليتر از محلول ديويد سون شامل : 

 درصد  95ميلي ليتر اتانول  330 -

 درصد )  37درصد ( فرمالدهيد  100ميلي ليتر فرمالين  220 -

 ميلي ليتر گلاسيال استيك اسيد  115 -

 ميلي ليتر آب مقطر يا آب معمولي  335 -

اين فيكساتور را مي توان در دماي آزمايشگاه به مدت طولاني نگهداري نموده و بايد دقت نمود كه بدليل سمي 

  ستكش استفاده شده و از عمل استنشاق مستقيم آن جلوگيري شود . بودن ، هنگام كار با آن حتماً از د

ساعت نگهداري نمود . سپس  12-24لاروها و پست لاروها را مي توان مستقيماً در محلول فيكس كننده به مدت 

  درصد منتقل و در محيط آزمايشگاه نگهداري كرد .  50-70بايد آنها را به الكل اتانول 

سانتي متر ) ، بايد ابتدا فيكساتور را در هپاتوپانكراس و سپس در قسمت هاي  2( بزرگتر از در نمونه هاي بزرگتر 

واقع در دو طرف بند سوم و بند ششم بدن تزريق نمود و بعد به وسيله يك قيچي از عرض بند ششم بدن تا وسط 

  داد. قسمت سر سينه و در نهايت تا انتهاي سر و نزديك روستروم و پشت پا يك چشمي برش 

ميگو بايد دقت نمود كه فقط قسمت كوتيكول ميگو را برش داده و از بريدن بافت هاي زير  يدر برش عرض

كوتيكول خود داري كرد. براي نمونه هاي خيلي بزرگ يك شكاف عميق نيز در حد فاصل بدن و سر، در محل 

ماده فيكساتور به خوبي در سلول  اتصال آنها و به صورت عرضي ايجاد مي گردد. اين برش ها، سبب مي شود كه

ها نفوذ كرده و بعد از ايجاد اين برش ها ميگو را در ماده فيكساتور قرار مي دهيم . حجم فيكساتوري كه نمونه 

برابر حجم ميگوها يا بافتي از ميگو مي باشد كه بايد فيكس نموده و به  10ها را در آن قرار مي دهيم به نسبت 

اندازه ميگوها ( ميگوهايي بزرگتر زمان بيشتري نياز دارند ) در محلول فيكساتور  ساعت براساس 24-72مدت 

درصد منتقل نموده و در درجه حرارت آزمايشگاه  50-70قرار مي دهيم . نمونه ها را سپس به الكل اتانول 

  نگهداري مي كنيم . 
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  آماده سازي و برش بافت ها -2-2-2

بعد از فيكس كردن، بافت ها را قبل از اينكه براي قالب گيري آماده كنيم برش مي دهيم . براي اينكه بافت ها 

باشد ، مي  cm 3دچار صدمه يا خراشي نشوند، از قيچي يا تيغي تيز استفاده مي كنيم. اگر اندازه ميگوها كمتر از 

باشند ، برشها را بايد در جاهاي مختلف  cm 3تر از توان آنها را به صورت طولي برش داد و اگر ميگوها بزرگ

  انجام داد . 

  آماده كردن و آبگيري بافت ها -3-2-2

قبل از اينكه بافت ها در پارافين قرار بگيرند عمل آبگيري از بافت ها به آرامي و با گذاشتن آنها در الكل با 

درصد  100. اگر يكباره بافت را در الكل درصد انجام مي شود  100غلظت هاي پائين و سپس رسيدن به غلظت 

قرار دهيم ، موجب تخريب بافت ها مي شود الكل به طور مشخص با پارافين مخلوط شده ، بنابراين بعد از 

) شستشو داده تا الكل از بافتها خارج شده و  xyleneآبگيري بافت را با يك ماده حل كننده الكل مثل زايلين ( 

 Tissue processorفت به طور كامل انجام شود . استفاده از دستگاه پردازشگر بافت عمل نفوذ پارافين در با

) . عمليات آماده كردن بافت ها و آبگيري به شرح  1-3مناسبترين روش عمل آوري بافت ها مي باشد ( تصوير 

  ذيل مي باشد : 

 درصد به مدت يك ساعت (دو بار )  70الكل  -

 درصد به مدت يك ساعت ( دو بار )  80الكل  -

 درصد به مدت يك ساعت ( دو بار )  95الكل  -

 درصد به مدت يك ساعت ( دو بار )  100الكل  -

 زايلين يا ساير مواد پاك كننده به مدت يك ساعت ( دو بار )  -

 پارافين به مدت يك ساعت ( دو بار )  -

 

  
  دستگاه پردازشگر بافت -1-3تصوير 
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  قالب گيري بافت ها با پارافين مذاب  -4-2-2

در اين مرحله بافت هاي پردازش شده را در قالب هاي پلاستيكي مشبك قرار داده و پارافين مذاب موجود در 

) را بر روي بافت مي ريزيم و پس از سرد شدن قالب 2-3( تصوير  paraffin dispenserدستگاه ذوب پارافين 

  ) آنرا در يخچال تا قبل از مرحله برش گيري با ميكروتوم قرار مي دهيم .3-3توسط صفحه سرد شونده ( تصوير 

  
 دستگاه ذوب پارافين -2-3تصوير 

 

  
  صفحه سرد شونده -3-3تصوير 

 



٢٠  / � %�ارش #�	�� "�ح � ���	�

 

  تهيه برش هاي بافتي  -5-2-2

استفاده مي شود قالب ها را در ) 5-3 (تصوير) و حمام آب گرم 4-3در اين مرحله از ميكروترم دوار ( تصوير 

گيره دستگاه محكم كرده و با تنظيم تيغه دستگاه با سطح قالب ، پارافين اضافي را تا نمايان شدن بافت بر مي 

ميكرون از بافت ها تهيه مي نماييم . برش هاي تهيه شده را در حمام  3-6داريم . سپس برش هايي به ضخامت 

ده و پس از باز شدن و صاف شدن روي لام قرار داده مي شوند به اين صورت ) قرار دا water bathآب گرم ( 

درجه وارد آب نموده و مقطع بافتي به آرامي روي لام قرار مي گيرد لام هاي حاوي مقاطع  45كه لام را با زاويه 

ه به منظور ) قرار داده تا خشك شود . در ادام6-3بافتي بر روي سطح شيب دار يا صفحه گرم شونده ( تصوير 

  حذف پارافين اضافي ، لام ها را براي مدت معين و در دماي مناسب در اون قرار مي دهيم .

  

  
  

 دستگاه ميكروتوم -4-3تصوير 

 



 ��٢١	�	�� و ����� ه��� و��و��	ي ��
	ر��ا در .../   

 

  
  

  حمام آب گرم -5-3تصوير 

  

  
  

  صفحه گرم شونده -6-3تصوير 
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  رنگ آميزي هماتوكسيلين و ائوزين / فلوكسين  -6-2-2

 بار )  2دقيقه (  5زايلين و يا ماده پاك كننده به مدت  -

 بار )  2بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  100الكل  -

 بار )  2بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  95الكل  -

 بار )  2بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  80الكل  -

  بار ) 1بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  50الكل  -

 بار در ظروف جداگانه  6شستن با آب مقطر  -

 دقيقه  4-6هماتوكسيلين به مدت  -

 دقيقه  4-6شستن در آب جاري به مدت  -

 دقيقه  2فلوكسين / ائوزين به مدت  -

 بار )  2بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  95الكل  -

 بار )  2بار غوطه ور كردن (  10درصد به مدت  100الكل  -

 بار )  4بار غوطه ور كردن (  10زايلين به مدت  -

 پوشش دادن با مواد چسبنده و گذاشتن لامل  -

 مشاهده زير ميكروسكوپ  -

ساعت انجام گيرد تا لامل كاملاً روي لام چسبيده و خشك  24عمل مشاهده با ميكروسكوپ بهتر است بعد از 

  شود . 

  

  بررسي آسيب شناسي مقاطع بافتي  -7-2-2

تعداد زيادي از بيماري هاي ميگو را مي توان با اين روش و با استفاده از ميكروسكوپ نوري و مشاهده ضايعات 

را مي  MBVوارده به بافت ها را با رنگ آميزيها توضيح و تشخيص داد . علائم آسيب شناسايي ناشي از بيماري 

ياني مشاهده نمود . مي توان علائمي از قبيل توان در سلول هاي هپاتوپانكراس ، اپي تليوم سلول هاي روده م

هيپروتروفي هسته سلول ها ، تغييرات حجم سلول ها نسبت به قطر هسته ، وجود گنجيدگي هاي داخل سلولي ، 

نكروز سلول هاي هپاتوپانكراس و روده مياني ، واكنش هاي التهابي در فضاي بين سلولي و ... را مورد بررسي 

  ) . Ramasamy , etal , 1999؛  b 1386ب قرار داد  ( افشار نس
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  مطالعات ميكروسكوپ الكتروني  -3-2

  تهيه نمونه براي ميكروسكوپ الكتروني  -1-3-2

) و اصلاح شده توسط  1999و همكاران (  Ramasamyتهيه مقاطع بافتي ميكروسكوپ الكتروني براساس روش 

  ) صورت پذيرفت .  a 1386افشار نسب ( 

  

   primary fixationفيكس كردن اوليه  -2-3-2
نمونه برداري جهت بررسي ميكروسكوپ الكتروني در ساعات مختلف كه قبلاً ذكر گرديد انجام شد و با توجه 

و همچنين علائم هيستوپاتولوژي نمونه هايي كه از نظر بيماري مثبت بودند براي  PCRبه آزمايشات مولكولي 

بررسي ميكروسكوپ الكتروني انتخاب گرديدند . نمونه گيري به اين صورت بود كه ابتدا با سرنگ ماده 

بعد از درصد به داخل بافت هپاتوپانكراس ميگوي زنده تزريق مي شد و در ادامه  5/2فيكساتور گلوتارالدهيد 

برش كوتيكول خارجي توسط قيچي و جدا سازي بافت هپاتوپانكراس با استفاده از تيغ تيز قطعات بافتي به ابعاد 

روزه را مستقيماً در  10-15ميليمتر از بافت مورد نظر تهيه مي شد لازم به ذكر است كه پست لاروهاي  2×2

 5/2در محلول فيكساتور گلوتار الدهيد  10به  1بت محلول فيكساتور قرار مي داديم . نمونه هاي حاصله با نس

درجه سانتيگراد قرار داده شدند . بعد از سپري شدن زمان مذكور  4ساعت در دماي  24درصد سرد به مدت 

درجه  4نمونه ها به محلول فيكساتور گلوتار الدهيد يك درصد انتقال داده شد و تا زمان تهيه مقاطع در دماي 

  نگهداري شدند . سانتيگراد يخچال 

  

   washing شستشوي بافت -3-3-2
در اين مرحله محلول فيكساتور گلوتار الدهيد يك درصد حذف گرديد و سپس نمونه هاي فيكس شده به ابعاد 

ميليمتر برش و در درون ظرف شيشه اي درب دار به طور جداگانه قرار گرفتند . نمونه ها سه بار هر بار به  1×1

در  PH 3/7مولار با  sodium cacody late buffer  1/0استفاده از محلول بافر كاكوديليد سديم دقيقه با  10مدت 

-3(تصوير  Rotaryدماي اتاق شسته شدند . لازم به ذكر است پس از هر بار تعويض بافر شيشه ها در دستگاه دوار 

  ) قرار داده مي شدند . 7
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  دستگاه دوار -7-3تصوير 

 

   secondry fixationفيكس كردن ثانويه  -4-3-2
 Osmiumساعت در محلول يك درصد اسميوم تتراكسيد  24پس از اتمام عمل شستشوي بافتي ، نمونه ها به مدت 

tetroxide  ميلي گرم از  200مولار كاكوديليد سديم قرار داده شدند . جهت تهيه محلول فوق  1/0همراه با بافر

درصد بدست آيد سپس با آب  2سي سي آب مقطر مخلوط نموده تا محلول  10با ماده اسميوم تتراكسيد را 

  مقطر دو بار تقطير غلظت آن به يك درصد رسانده شد . 

  

  شستشوي مجدد نمونه  -5-3-2

دقيقه نمونه ها را با محلول بافر سديم كاكوديليد  10مواد ثابت كننده را دور ريخته و سه بار و هر بار به مدت 

  ر شستشو مي دهيم . مولا 1/0

  

   Dehydration آبگيري  نمونه ها-6-3-2
پس از عمل شستشو ، نمونه ها را جهت آبگيري در محلول استون با رقت هاي مختلف و زمان مناسب مطابق 

قرار مي دهيم . هنگام آبگيري نمونه ها لازم است درب شيشه حاوي نمونه بسته بوده و عمل آبگيري  4-3جدول 

 درصد ) سه مرتبه تكرار نماييم .  100را با استفاده از استون مطلق ( 

  چگونگي آبگيري نمونه هاي بافتي - 1-3جدول 

  زمان ( دقيقه )  غلظت استون ( درصد )  مرحله

  10  35استون   1

  10  50استون   2

  10  75استون   3

  10  95استون   4

  ( سه بار تكرار مي شود ) 10  100استون   5
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  )  Epon 812( تهيه رزين  -7-3-2

  جهت تهيه رزين مواد زير با نسبت هاي مختلف با هم مخلوط شد . 

- Tab 812 Rezin  گرم ، لازم به ذكر است كه ماده مذكور به عنوان ماده پايه محسوب مي شود  48به ميزان

 . 

- DDSA EM grid  گرم ، اين ماده قسمت  19به ميزانHardness  . محلول را تشكيل مي دهد 

- MNA EM grid  گرم ، اين ماده قسمت  33به ميزانsoftness  . محلول را تشكيل مي دهد 

- DMP 30  گرم كه تسريع كننده پليمريزاسيون است .  30به ميزان 

 

  ) Infiltration(  نفوذ ماده رزين در بافت -8-3-2

-3) در نمونه ها را با استفاده از رقيق كردن رزين در استون خالص طبق جدول  Epon 812عمل نفوذ ماده رزين ( 

انجام مي دهيم . كه در هر كدام از مراحل بعد از اضافه نمودن مواد ، شيشه ها در دستگاه دوار با دور بسيار  5

محلول حد واسط  كند قرار داده مي شدند تا نفوذ رزين به خوبي صورت گيرد از سوي ديگر در اين مطالعه از

  استفاده نشد .  propylene oxideپروپيلن اكسايد 
 

  چگونگي رقيق رزين در استون ( تزريق رزين ، داخل نمونه هاي بافت ) - 2-3جدول 

  استون خالص ( درصد )  رزين ( درصد )  زمان ( ساعت )  مرحله

1  72-24  50  50  

2  72-24  75  25  

3  12  100  0  

  

   Embedding قالب گيري -9-3-2
جهت انجام عمل قالب گيري ، نمونه را در كپسولهاي كوچك پلاستيكي ( قالب گيري عمودي ) قرار داده و در 

ابتدا كپسول قالب گيري را به صورت افقي قرار داده و شماره مورد نظر را در قالب قرار داده و از رزين خالص 

  پر مي كنيم . 

   polymerization انجماد رزين -10-3-2
 12درجه سانتيگراد به مدت  60منجمد كردن رزين در قالب ها را با قرار دادن قالب هاي محتوي نمونه در آون 

  ) .  10-3ساعت صورت پذيرفت ( تصوير 
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  دستگاه آون جهت انجماد رزين -8-3تصوير 

  

   Thick sectioning تهيه مقاطع ضخيم بافتي -11-3-2
) و تيغه شيشه اي انجام داده 11-3( تصوير  Ultra microtomاستفاده از اولتراميكروتومتهيه مقطع ضخيم بافتي را با 

) تهيه و آنها را روي لام قرار داده و با محلول تولوئيدون  �1μو مقاطع را با ضخامت يك ميكرون ( 

رنگ آميزي صورت پذيرفت مقاطع رنگ آميزي شده را بر روي هيتر داغ خشك كرده و  Toluidine Blueآبي

  پس از شستشو و خشك كردن مجدد ، زير ميكروسكوپ نوري مقاطع بافتي را بررسي مي نمائيم . 

  
  دستگاه اولترا ميكروتوم -9-3تصوير 
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   Ultra thin sectioningتهيه مقاطع نازك بافتي  -12-3-2
از طريق مقطع ضخيم در زير ميكروسكوپ نوري موقعيت مورد نظر را مشخص كرده و همان ناحيه را جهت 

تهيه و كنترل ضخامت مقطع را با ايجاد انكسار  nm – 60 80تهيه مقطع نازك انتخاب مي نماييم . مقطع را به قطر 

ه اولترا ميكروتوم كنترل مي نماييم . نور لايه تهيه شده به رنگ نقره اي يا طلايي در داخل سطح آب پشت تيغ

مسي از سطح آب برداشت كرده و سپس آنرا روي كاغذ صافي خشك  gridلايه هاي مناسب را به وسيله گريد 

  مي كنيم . 

  

   staining رنگ آميزي بافت -13-3-2
دقيقه با استات  20ساعت ) ، مقاطع تهيه شده به مدت  24بعد از خشك شدن گريدهاي حاوي مقاطع بافتي ( 

سي سي متانول ) و قرار گيري در  5/12گرم اورانيل استات حل شده در  5/0( فيلتر نمودن  uranyl acetateاورانيل 

برداشت فاز بالايي رنگ و ذخيره  ساعت جهت رسوب ذرات معلق رنگ و در ادامه 24دماي اتاق به مدت 

درجه سانتيگراد رنگ آميزي شدند ، پس از شستشو در آب مقطر دو بار تقطير به  4سازي در يخچال با دماي 

گرم نيترات سرب  33/0(  Lead citrateيا سيترات سرب  Reynoldمرتبه ) ، توسط رنگ رينولد  8-10آرامي ( 

Lead Nitrate  م سيترات گرم سدي 44/0همراه باsodium citrate  سي سي آب مقطر دو بار تقطير ) به  5/12در

دقيقه رنگ آميزي شدند در ادامه شستشوي آنها با استفاده از آب مقطر دو بار تقطير گرفت . در نهايت با  5مدت 

ل شدند . استفاده از پنس گريدها به آرامي بر روي كاغذ صافي تعبيه شده در پتري ديش شيشه اي درب دار منتق

لازم به ذكر است كه با استفاده از كاغذ صافي آب اضافي جذب شده به منظور جلوگيري از جدا شدن مقاطع 

 منتقل شدند .  Grid boxبافتي رنگ آميزي شد بعد از خشك شدن ، گريدها به آرامي به جعبه گريد 

  

  بررسي مقاطع بافتي توسط ميكروسكوپ الكتروني  -14-3-2

  دانشكده دامپزشكي دانشگاه شيراز   Philipsجهت بررسي مقاطع بافتي از ميكروسكوپ الكتروني مدل 

  دانشگاه علوم پزشكي شيراز استفاده شد  LEO 906) و ميكروسكوپ الكتروني 12-3( تصوير 

دستگاه با  Holder) حاوي مقطع بافتي در قسمت  carbon coated Grid). بعد از قرار گيري گريد (  13-3( تصوير 

اجزاء مختلف سلول جهت مشاهده ساختار ويروس هاي بيماريزا مورد بررسي قرار گرفت  kv 120استفاده از ولتاژ 

 .  
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  دانشكده دامپزشكي دانشگاه شيراز Philipsميكروسكوپ الكتروني  - 10-3تصوير 

  

  

  
  

  شيرازدانشگاه علوم پزشكي  LEO 906ميكروسكوپ الكتروني  - 11-3تصوير 
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  روش مواجهه ويروس با ميگوي پا سفيد غربي  -4-2

قطعه  540) استفاده شد. براي اين منظور 2006و همكاران (  Afsharnasabبراي مواجهه ميگوها با ويروس از روش 

گرم ( سن يكسان ) و در مرحله بين پوست اندازي پس از دو  12تا  7ميگوي جوان پا سفيد غربي با وزن متوسط 

) براي مواجهه با ويروس از طريق آب و  A,Bتايي تيمار (  60روز نگهداري در محيط آزمايشگاه به گروه هاي 

) ( جدول  1-3) نيز با سه تكرار در نظر گرفته شد ( تصوير  Cا سه تكرار تقسيم شدند و يك گروه كنترل (غذا ب

روزه انتخاب و  15تا  10پست لارو  3600) . همچنين پست لاروهاي مورد استفاده در آزمايش به تعداد  3-1

) و گروه كنترل براي پست  D( تيمار  آنها را به دو گروه كنترل و تيمار براي مواجهه با ويروس از طريق آب

عدد و براي هر  600) . تعداد پست لاروها در هر آكواريوم به تعداد  2- 3) تقسيم كرديم ( جدول  Eلاروها ( 

ثابت است . دماي آب بين  PHعدد انتخاب نموديم . در اين گروه ها دما ، شوري ،  1800آزمايش با سه تكرار 

انتخاب كرديم . همچنين  5/7-8براي كليه مراحل آزمايش  PHو  ppt 40-30، شوري درجه سانتيگراد  35تا  28

روزانه در سه نوبت  401و پست لاروها با غذاي پلت شماره  403گرمي با غذاي پلت شماره  12تا  7ميگوهاي 

  غذادهي شدند . همچنين روزانه دوبار آب تانك ها تعويض گرديد تا آلودگي ثانويه ايجاد نشود . 

گرمي و براي پست  12تا  7در گروه هاي تيمار ، ميگوها به دو شكل مواجهه از طريق آب و غذا براي ميگوهاي 

ساعت به صورت غوطه وري ( بدون تعويض آب ) باويروس مواجهه داده  24لاروها فقط از طريق آب به مدت 

مير ميگوها ثبت شد و نمونه گيري شد و سپس بعد از شستشو به آب تميز منتقل شدند . روزانه تعداد مرگ و 

ساعت بعد از  120و  96، 48، 24،  12،  0و آسيب شناسي و ميكروسكوپ الكتروني در ساعات  PCRبراي انجام 

مواجهه با ويروس انجام شد . نمونه هايي كه در تانكها تلف شده بودند از محيط خارج و نمونه هايي كه از نظر 

و آسيب شناسي و ميكروسكوپ  PCRسيدند آنها را جمع آوري و براي آزمايش رفتاري غير طبيعي به نظر مي ر

الكتروني انتخاب مي كرديم . همچنين اين نمونه ها از طريق لام مرطوب نيز مورد آزمايش قرار مي گرفت و 

  نسبت به شناسايي گنجيدگي هاي ويروسي در هپاتوپانكراس يا معده آنها مورد بررسي قرار مي داديم . 
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  نمونه اي از آكواريوم هاي مورد استفاده در مطالعه - 12-3تصوير 

  
  گرمي 12تا  7گروه بندي تيمارها و كنترل در ميگوهاي  - 3-3جدول 

 
مواجهه با ويروس از   

  طريق آب

مواجهه با ويروس از 

  طريق غذا

بدون مواجهه با 

  ويروس

  تعداد

1A +  -  -  60  
2A +  -  -  60  
3A +  -  -  60  
1B  -  +  -  60  
2B  -  +  -  60  
3B  -  +  -  60  
1C  -  -  +  60  
2C  -  -  +  60  
3C  -  -  +  60  
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  روزه 15تا  10گروه بندي تيمارها و كنترل در پست لاروهاي  - 4-3جدول 

  
مواجهه با ويروس از   

  طريق آب

بدون مواجهه با 

  ويروس

  تعداد

1D +  -  600  
2D +  -  600  
3D +  -  600  
1E  -  +  600  
2E -  +  600  
3E -  +  600  

 

  لام مرطوب  -5-2

آزمايش لام مرطوب را ابتدا با خارج كردن بخشي از ارگانهاي اصلي و اضافه كردن چند قطره آب مقطر استريل 

درصد و يا آب درياي استريل انجام مي داديم . سپس اندام مورد نظر را به آرامي روي  8/2شده با كلريد سديم 

ي كرديم لام مرطوب تهيه شده از لام كشيده و با قرار دادن لامل روي آن با ميكروسكوپ مطالعه م

درصد رنگ آميزي و به اين طريق گنجيدگي هاي مربوط به  1/0هپاتوپانكراس و مدفوع را با مالاشيت گرين 

 .)  a 1386را تشخيص مي داديم ( افشار نسب ،  MBVبيماري 

 

   PCR روش مولكولي -6-2
روش جمع كردن آنها و  RNAيا  DNAبهترين روش جمع كردن نمونه ها براي استفاده در اين روش و استخراج 

درجه سانتيگراد مي باشد به هر حال  -80گذاشتن در يخ خشك يا نيتروژن مايع و نگهداري در درجه حرارت 

اجراي سريع كارها هستيم ، روشي اين روش در محيط ممكن است قابل استفاده نباشد . گاهي اوقات كه نيازمند 

درصد براي مدت  70-95سريع و ساده مورد نياز است كه بهترين روش ، نگهداري بافت هاي ميگو در الكل 

درصد استفاده  70) در اين مطالعه ما براي جمع آوري نمونه ها از الكل  a 1386معين مي باشد ( افشار نسب ، 

 استفاده شد .  IQ2000و كيت تشخيصي  PCRنموديم . در اين روش از دستگاه 

  

   DNA مواد مورد نياز جهت استخراج -1-6-2
  ) شامل محلول هاي زير است :  DNA  )200 reaction/kitكيت استخراج 

  ) كه مي بايست در دماي اتاق نگهداري شود .  DTAB  )125 ml/btlمحلول  -

  ) كه مي بايست در دماي اتاق نگهداري شود .  CTAB  )25ml/btlمحلول  -

  درجه سانتيگراد نگهداري شود .  40) كه مي بايست در دماي  ml/btl 30محلول حلال (  -
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  كه مي بايست در دماي اتاق نگهداري شود .  reaction/kit  : (100ml/btl 200بافرليز كننده (  -

درجه سانتيگراد  -20) كه مي بايست در دماي  MBV  )200 reaction/kitكيت تكثير سكانس اختصاصي ويروس 

  نگهداري شود . 

  )  750ul/vialويال (  premixed  :4معرف 

  .  MBVو پرايمر اختصاصي ويروس  dNTPsشامل بافرواكنش ، 

 )  vial  /100ul: يك ويال (  Pاستاندارد كنترل مثبت (+)  -

  .  MBVويروس از پلاسميد حاوي بخشي از  copies/ul  510شامل 

- tRNA  ) 40مخمر ng/ul  ) 500) : يك ويال ul/vial  (. 

 .)  ul/Vial 125) : يك ويال (  2U/ulپلي مر از (  IQzyme DNAآنزيم  -

 ) . ul/vial 1500: يك ويال (  6x loading dyeمحلول  -

 ) . 100ul/vial: يك ويال (  DNAشاخص وزن مولكولي  -

bp 848   ،bp 360   ،bp 333   

  

  ابزار و وسايل مورد نياز  - 2-6-2

. دستگاه 3سانتيمتر )،  8/5، ( با قطر  rpm 12000. ميكروسانتريفيوژ با سرعت بالا 2. دستگاه ترموسايكلر، 1

. 9. دوربين ديجيتال ،8. ميكروپيپت، 7. گرمازا ،vortex  (6. مخلوط كن گردابي، ( UV 5. لامپ 4الكتروفورز، 

  . آگاروز .12و  TBEيا  TAE. بافر الكتروفورز 12. اتيديوم برمايد ، 11درصد،  95. اتانول 10كلروفورم ، 

  

  جمع آوري نمونه ها و نگهداري و انتقال آنها به آزمايشگاه  -3-6-2

روزه در ساعات مختلف كه قبلاً ذكر  15تا  10پست لاروهاي گرمي و  12تا  7بعد از نمونه گيري از ميگوهاي 

درصد نمونه ها به آزمايشگاه مركز تشخيص بيماريهاي ميگوي استان بوشهر وابسته به  70شد با استفاده از الكل 

 اداره كل دامپزشكي استان بوشهر منتقل گرديد . 

  

  آماده سازي نمونه ها  -4-6-2

از نمونه هاي جمع آوري شده  DNAآماده سازي و استخراج  IQ2000در اين مطالعه با توجه به دستور العمل كيت 

با توجه به اينكه پست لارو و ميگوي جوان بودند صورت پذيرفت لذا روش كار در كيت به صورت ذيل مي 

  ) : 3-3باشد ( جدول 

  



 ��٣٣	�	�� و ����� ه��� و��و��	ي ��
	ر��ا در .../   

 

  پست لاروها 

  DTABمحلول  ml6/0حاوي  ml 5/1يوب پست لارو در ميكروت 30گذاشتن حدود  -

 خرد و له كردن نمونه ها در تيوب با استفاده از آسيابك.  -

 

  هپاتوپانكراس 

و به خوبي  DTABمحلول  ml 6/0حاوي  ml 5/1به تيوب  PH=8با  mM EDTA , 100 ul 500اضافه كردن  -

 آنها را مخلوط مي كنيم . 

 هپاتوپانكراس به لوله بالا اضافه گردد .  mg 20در حدود  -

 نمونه داخل تيوب با استفاده از آسيابك خرد و له مي گردد .  -

-  

  نمونه مدفوعي 

اضافه  DTABمحلول  ml 6/0حاوي  ml 5/1از نمونه مدفوع جمع آوري شده به تيوب  cm 1در حدود  -

 مي گردد . 

 نمونه داخل تيوب با استفاده از آسيابك خرد و له مي گردد .  -

 

   DTAB-CTABبراساس روش  DNAفرايند استخراج 
دقيقه  5درجه سانتيگراد به مدت  75بعد از آماده سازي نمونه هاي فوق ، محلول مورد نظر در دماي  -

 قرار داده شد سپس در دماي اتاق سرد گرديد . 

كلروفورم به تيوب ها  ml 7/0محتويات به شدت مخلوط شدند سپس  vortexدر اين مرحله با استفاده از  -

دقيقه سانترفيوژ  5به مدت  g 12000شد و در دور  vortexثانيه  20اضافه شد . در ادامه مجدداً به مدت 

 شد . 

- ul 200  از فاز بالايي به يك ميكروتيوبml 5/1   منتقل گرديد ، سپسul 100  از محلولCTAB  900و ul 

دقيقه انكوبه  5درجه سانتيگراد به مدت  75به آن اضافه شد كه بعد از مخلوط نمودن در دماي  o2ddHاز 

 گرديد . 

 دقيقه سانتريفوژ شد .  10به مدت  g 12000بعد از خنك شدن در دماي اتاق در دور  -

محلول حلال ، پلت كف مجدداً به صورت  ul 150در ادامه بعد از حذف مايع رويي با اضافه نمودن  -

درجه سانتيگراد انكوبه گرديد و  75دقيقه در دماي  5سوسپانسيون در آورده شد ( حل شد ) و به مدت 

 سپس در دماي اتاق سرد شد . 

سانتريفوژ شدند سپس محلول  g 12000دقيقه در دور  5در اين مرحله محتويات ميكروتيوب ها به مدت  -

 درصد منتقل شدند . 95اتانول  ul 300حاوي  ml 5/0يك ميكروتيوب شفاف را به 
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سانتريفيوژ گرديدند و در ادامه پلت  g12000دقيقه در دور  5بعد از مخلوط نمودن آنها مجدداً به مدت  -

حل  TEيا  o2ddHدرصد شسته و بعد از خشك كردن آنها در بافر  70اتانول  ul 200باقي مانده را با 

 گرديدند . 

 

   lysisتوسط بافر  DNAاستخراج 

  روز )  12( براي نمونه هاي پلئوپودها ، آبشش يا پست لاروهاي كمتر از 

 .  ml 5/1به ميكروتيوب هاي  Lysisبافر  ul 500اضافه نمودن  -

 قرار دادن نمونه ها در ميكروتيوب هاي فوق و خرد كردن آنها توسط آسيابك .  -

درجه سانتيگراد و سپس سانتريفوژ كردن  95دقيقه در دماي  10ت انكوبه كردن نمونه تهيه شده به مد -

 دقيقه .  10به مدت  g 12000محصول در دور 

 درصد .  95اتانول  ul 400جديد حاوي  ml 5/1از محلول شفاف رويي به ميكروتيوب  ul 200انتقال  -

، در ادامه حذف اتانول و  g 12000دقيقه در دور  5مخلوط نمودن آنها و سانتريفوژ كردن آن به مدت  -

 خشك كردن پلت . 

 .  TEيا  o2ddHحل شدن پلت خشك شده در بافر  -

 

DNA dissolution  )تجزيه DNA  (  

  با  DNAبر حسب نوع نمونه متفاوت است بنابراين براي اين كار پلت  DNAتغليظ نمودن  -

 حل مي گردد .  TEيا  o2ddHحجم هاي متفاوت از بافر 

-   
  ميزان حجم نمونه ها 5-3جدول 

  
  حجم  نمونه

  ul 200  پست لاروها 

  ul 50  مدفوع مولدين 

  ul  500  هپاتوپانكراس 

  

براساس دستور العمل كيت ، جهت ذخيره سازي نمونه ها براي مدت طولاني مي توان آنها را در دماي  -

 درجه سانتيگراد به مدت يكسال ذخيره سازي نمود .  -20

 

   دستور العمل تكثير

  تايي استفاده مي شود .  96يا پليت هاي  ml 2/0به منظور تكثير از لوله هاي 
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  .  Reaction  /ul 13آماده سازي معرف :  -  

  مخلوط معرف به صورت زير تهيه مي گردد : 
pre –mixed reagent = 12.5 ul   

IQzyme DNA polymerase ( 2U/ ul)=0.5 ul   
  

  شرايط واكنش 
94℃	20	
����
	; 58℃	20	
����
	; 72℃	30	
�����
	; ������	35	�����
	,	 

�ℎ��	���	72	℃	30	
�����
	; 20℃	30	
����
	��	�ℎ�	���	�	�ℎ�	�����	�����. 
 

  فرايند واكنش -

،  410اين مطالعه براي هر مخلوط تهيه شده سه نمونه استاندارد كنترل مثبت (  نكته قابل ذكر اينكه در -
 ) در نظر گرفته شد .  o2ddHمخمر يا  tRNA) و يك نمونه استاندارد كنترل منفي (  210و  310

) به داخل هر يك از لوله  IQ zyme DNA polymeraseاز مخلوط معرف ( داراي  ul 13با استفاده از پيپت  -

 ريخته شد .  ml 2/0 هاي

 استخراج شده يا استاندارد به هر كدام از لوله ها . DNAاز  ul 2اضافه نمودن  -

 از روغن معدني . ul 20پوشاندن لوله ها توسط  -

 . PCRانجام واكنش  -

به هر كدام از لوله هاي واكنش اضافه و به خوبي مخلوط  x loading dye 6از  ul 3بعد از اتمام واكنش  -

 مي شود . بعد از مخلوط كردن نمونه جهت قرائت در دستگاه الكتروفورز آماده مي باشند . 

 

  آناليز نتايج در دستگاه ژل الكتروفورز  -

درصد  2نمودن از دستگاه الكتروفورز استفاده گرديد . بدين صورت كه پس از حل  PCRبراي مشاهده محصول 

درجه سانتي گراد رسيد شانه هاي نشان دار دستگاه  50زمانيكه دماي ماده حاصله درآون به  TBEآگاروز در بافر 

 loadingاز  �!4همراه با  �!8شده را به ميزان  PCRالكتروفورز وارد ژل شدند . بعد از آماده سازي ژل محصول 

dye  بر روي ژل در محل سوراخ هاي موجود قرار داده شد . بعد از پر كردن تانك دستگاه توسط بافرTBE  ژل ،

ولت تنظيم نموده 110در قطب منفي دستگاه قرار داده شد سپس ولتاژ دستگاه بر روي  PCRهاي حاوي محصول 

راي بار منفي مي باشند لذا به طرف دا DNAدقيقه راه اندازي گرديد . از آنجا كه قطعات  20و دستگاه به مدت 

  قطب مثبت كشيده مي شوند . 

دقيقه صورت گرفت  3-5آب مقطر ) به مدت  mg/ml 5/0رنگ آميزي ژل توسط محلول اتيديوم برومايد ( 

دقيقه به طول انجاميد و در نهايت رنگ ها توسط آب مقطر شسته شدند و  30سپس رنگ آميزي ژل ها به مدت 

  مورد بررسي قرار گرفتند .  UVتوسط نور  در انتها ژل ها
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  تشخيص 

  )  2-3براساس دستورالعمل كيت نمونه ها مورد بررسي قرار مي گيرد ( تصوير 

  
  بر روي  MBVتصاوير حاصل از نمونه هاي مختلف در بيماري ويروسي  -1-3تصوير 

  . IQ -2000ژل الكتروفورز در كيت 

  

  . copies/reaction 20000با  MBV: نمونه استاندارد مثبت ويروس 1رديف 

  . copies / reaction 2000با  MBV: نمونه استاندارد مثبت ويروس  2رديف 

  . copies / reaction 200با  MBV: نمونه استاندارد مثبت ويروس  3رديف 

  ) . o2ddHمخمر يا  tRNA: كنترل منحني (  4رديف 

  دارند .  MBVنمونه هپاتوپانكراس كه آلودگي شديد به :  5رديف 

  دارند .  MBV: نمونه هپاتوپانكراس كه آلودگي خفيف به  6رديف 

 . MBV: نمونه مدفوعي در آلودگي با  7رديف 

  : نمونه منفي  8رديف 

  .  DNA  ،bp 848  ،bp 630  ،bp 333: نشانگر وزن مولكولي  9رديف 

  تشكيل مي دهند .  bp 665نمونه هاي منفي تنها يك باند در 

منفي مي  bp 665تشكيل مي شود مثبت مي باشند تنها باند تشكيل شده در  bp 444و يا  bp 225باندهايي كه در 

 باشد . 

  

  تاييد شده MBVروش كار توليد پرايمر پيشنهادي براي نمونه ويروس  -7-2

  ها آماده سازي نمونه -1-7-2

را اسـتخراج و خـالص نمـوده و سـپس بـراي تكثيـر از آن        DNA، بايد در كليه روشها PCRبراي استفاده از روش 

سازي اين است كه تعداد زيادي مهاركننده از بين برونـد كـه در عصـاره اسـتخراج     استفاده كرد. هدف از خالص

، ابتدا بافت DNAسازي مراحل خالصشده خام (نا پخته) وجود دارند و ممكن است سبب نتيجه كاذب شوند. در 



 ��٣٧	�	�� و ����� ه��� و��و��	ي ��
	ر��ا در .../   

 

ايـن   K (Protolytic enzyme proteinase k)را هموژنيزه نموديم و با يك آنزيم ليزكننده پروتئين مثل آنزيم پروتئيناز 

را اسـتخراج و   DNAكار را كامل نموده و عمل هموژنيزه شدن را تكميل و سپس بوسيله محلول فنل، كلروفـورم  

را توسط يك بافر  DNAخراج شده را رسوب  داديم. الكل را به آهستگي خارج نموده و است DNAسپس با الكل 

) تكميل گرديد. يكي از نتايج غيـر واقعـي كـه طـي اسـتخراج      DNAاي از (قطعه templateبرداشته تا عمل ساخت 

DNA  اي ازممكن است حاصل شود، زماني است كه اين مرحله كامل شده و امكان از دست دادن تكـه DNA  در

 Kباشد.  به منظور غلبه بـر ايـن حالـت لازم اسـت بافتهـا را در بـافر حـاوي آنـزيم پروتئينـاز          سازي ميحين آماده

هموژنيزه كرده و با جوشاندن آن آنزيمها و كليه پروتئينهاي مهاركننده دناتوره وغيرفعال شوند. بعد از جوشاندن، 

 PCRدر انجـام آزمـايش    templateها را سانتريفوژ نموديم و سپس بخش شناور سانتريفوژ شده را بـه عنـوان   نمونه

  مورد استفاده قرار داديم.

در روشهاي مختلف متفاوت اعلام شده و تكنيك يكساني ندارد. اما اين تكنيك با نهايت احتياط  DNAاستخراج 

  در ميگو باشد. DNAتواند روش مناسبي جهت استخراج و توجه مي

 DNAرا در كليه آزمايشـگاهها بـه عنـوان روش اسـتخراج      Wang etal.,1996به عنوان يك پروتكل اساسي روش  

  دهند كه اساس اين روش به شرح ذيل در اين پروژه انجام گرديد:مورد استفاده قرار مي

دهنـد(تركيب بـافر   از بافر هموژنيز كننـده قـرار مـي    µL100گرم از بافت ميگو را برداشته ودر ميلي 20حدود  -1

 P Nonidet -40گـرم ژلاتـين،   ميلـي  10،  3/8حـدود   pHبـا   Tris-HCLميكرومول  KCL  ،10ميكرومول  50شامل 

  )kگرم پروتئيناز ميلي 8درصد و  Tween 45/0 -20درصد، 45/0

گـراد  سـانتي درجـه  95اي يك سـاعت و سـپس در   گراد برسانتيدرجه 60بافت را هموژنيز نموده و سپس در  -2

  دهيم.دقيقه حرارت مي 10براي 

با  Tris-HClميكرومول  10كنيم (تركيب بافر شامل ميكرومول از بافر رقيق كننده را به آن اضافه مي 300سپس -3

8 =pH   و يك ميكرومـولEDTA      و  ميكرومـول محلـول فنـل، ايزواميـل الكـل      400). سـپس عصـاره بافـت را بـا

دقيقـه ديگـر    5كنـيم و بـراي   دقيقه تكان داده و وارونـه مـي   5) به آرامي براي 24و  1و  25كلروفروم  به نسبت (

ميكرومـول   300نمائيم سپس دقيقه سانتريفوژ مي 2براي  xg12000گذاريم تا بماند و سپس در دور عصاره را مي

  كنيم.از محلول بالائي را به يك تيوب ديگر وارد مي

ميكرومول از قسـمت بـالائي آن    250ميكرومول از كلروفروم مخلوط نموده و  300صاره برداشت شده را با ع -4

  ريزيم.را در يك لوله جديد مي

از اسـتات امونيـوم    µl 125ذخيره اصلي)،  mg/ml 20از  µl 2از گيلكوژن ( µl 40حدود  DNAبه منظور رسوب  -5

گـراد بـراي يـك    سـانتي درجـه  -20لوله اضافه و سپس درجه حـرارت  درصد به 100از اتانول  µl750مول و  5/7

هـاي  بـه صـورت گلولـه    DNAدقيقـه سـاتريفوژ نمـوده تـا      5براي  xg12000دهيم و سپس در دور ساعت قرار مي
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درصد شستشو داده تا امونيوم استات اضافي خارج شود. آنگاه در خلاء 70كوچك رسوب نمايد. سپس با اتانول 

  كنيم.استفاده مي DNAگراد نگهداري و در زمان نياز از اين سانتيدرجه  -20در درجه حرارت خشك نموده و 

  

  از لاروها  DNAاستخراج سريع  -2-7-2

 1996در سـال   Mahidolاز گروه بيوتكنولـوژي دانشـگاه     و همكاران Woongtrasupayaروش ذيل كه توسط دكتر

گيـرد. در ايـن   از لارو ميگو مـورد اسـتفاده قـرار مـي     DNAارائه شده است، به طور بسيار موفقي جهت استخراج 

درصـد نگهـداري و   100آوري شده از سالنهاي هچري و مزارع بطور مستقيم در ماده اتانول روش لاروهاي جمع

ه، سپس آن را بـه آزمايشـگاه جهـت اسـتفاده از     سپس براي مدت كوتاهي در درجه حرارت آزمايشگاه قرار داد

دهيم. اين تكنيك كه بيشتر بـراي تشـخيص   مورد استفاده قرار مي DiagXoticپرايمر طراحي شده ساخت شركت 

WSSV رود ممكن است جهت ساير ويروسها نيز كاربرد داشته باشد، روش كار بدين شرح است:بكار مي  

ليتر قرار داده و الكل وارد شـده بـه   ميلي 5/1روزه را در يك لوله  5 -15عدد ازپست لاروهاي  20-30تعداد  -1

  كنيم.لوله را براي فيكس كردن با نمونه ها، با ميكروپيپت خارج مي

  .كنيمرا به لوله اضافه مي SDSدرصد محلول  025/0و  05/0ميكروليتر از هيدروكسيد سديم با نرماليته  100سپس  -2

  كنيم.ن لوله ريز و هموژنيز ميسپس لاروها را درو -3

سرپوش لوله را با يك تيغ سوراخ نموده تا از انفجار لوله جلوگيري شده و سپس لولـه را در حمـام آب گـرم     -4

  دهيم.دقيقه قرار مي 5گراد براي سانتيدرجه 100

از  µl5 وتـاهي) و سـپس  سپس لوله را فوراً در يخ قرار داده تا سرد شود، آن  را سانتريفوژ نمـوده (بـه مـدت ك    -5

  كنيم.خارج مي PCRباشد را جهت انجام محلول روئي كه شفاف و روشن مي

و  x PCR buffer 1كـه   µl45را در templateميكروليتـر از نمونـه    5كنـيم:  به شرح ذيل آماده مي PCRسپس اجزا -6

پلـي   Taqو دو واحـد  2مـر  پراي Mµ 5/0و و 1 پرايمـر  Mµ 5/0و MgCl2ميكرومـول   1/ 5و dNTPميكرومول  200

  .)u  U Taq),2مراز 

  سپس به آرامي مخلوط را سانتريفوژ تا كليه معرفها در ته لوله جمع شوند. -7

  دهيم.(ترموسايكلر) به شرح ذيل قرار مي PCRنمونه را در دستگاه  -8

        سيكل  35براي 

  (aگراد سانتيدرجه 93     3دقيقه 

  (bگراد سانتيدرجه 93    30ثانيه 

  گرادسانتيدرجه 60    30ثانيه 

  گرادسانتيدرجه 72    30ثانيه 

  (cگراد سانتيدرجه 72                5دقيقه 
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  استخراج سريع همولنف -3-7-2

تنظـيم شـده و بـه     Mahidolاز گروه بيوتكنولوژي دانشـگاه    و همكاران Woongtrasupayaدكتراين تكنيك توسط 

مورد استفاده قرار  DiagXoticبا استفاده از پرايمر شركت  WSSVصورت موفق براي آزمايش همولنف در بيماري 

ها از آزمايشـگاه دور  ساير ويروسها نيز بكار رود. اگر نمونهDNA گيرد. اين روش ممكن است براي استخراج مي

اضـافه و سـپس مسـتقيما     (Lysis buffer)بافر لايزكننده  µl20را به از همولنف  µl10 باشند براي استخراج همولنف 

هاي موجود دراين پروژه روش كار به شرح ذيل انجام كنيم. براي نمونهمخلوط نموده و در يخچال نگهداري مي

  گرديد:

 1بـه  1را به نسـبت   SDSدرصد  025/0و  05/0با نرماليته  NaOHرا (مواد   Lysis bufferميكروليتر از محلول  20 -١

 كنيم)در يك لوله قرار داديم.مخلوط مي

 ميكروليتر از همولنف تازه به لوله اضافه نموده و بوسيله يك همزن مخلوط نموديم. 10سپس  -٢

و در درجـه حـرارت    PCRسر لوله را سوراخ نموده تا از انفجار جلـوگيري شـود و سـپس آن را در دسـتگاه       -٣

 قيقه قرار داديم.د 5درجه سانتي گراد براي 100

از محلول بالائي آن را  µl 10لوله را به فوريت در يخ قرار داده تا سرد شده و سپس آن را سانتريفوژ نموده و  -�

 اضافه نموديم. PCRكه شفاف است خارج نموده و به مجموعه 

 

  طراحي پرايمر -4-7-2

و اسـتفاده از ژن بانـك يـك پرايمـر      Oligo primer and analysis software Version 7با استفاده از برنامه نرم افزاري 

از نمونـه هـاي    MBVطراحي گرديد. ( در برنامه پروژه بنا بود ويروس تاييد شـده   MBVاختصاصي براي ويروس 

شده و از آن پرايمر طراحي گردد ولي بدليل مشكلات مـالي    (Sequencing)جدا شده ابتدا تعيين توالي ژنوم شده 

 بت شده در ژن بانك استفاده گرديد). از توالي ث

 اين پرايمر شامل

 Forward:5´-CTATACTGTTATCATTTT-´3 
Revers:5´-TATATAGCGTTAACACGT-´3 

را تكثير نمايد. درجه حرارت دناتوره شدن يا  MBVاز ژنوم ويروس  bp185ميباشد. اين پرايمر ميتواند يك قطعه 

(Annealing temperatures)  40درجه سانتي گراد انتخاب و ازمايش و در  60و  57،  55شامل درجه حرارتهاي 

  سيكل كار تكثير انجام گرديد.

 ،mMdNTP2 ميكرومول 1x PCR  ،5/1بافر ميكروليتر  2 ميكروليتر از هر پرايمر، 2شامل:  PCRاجزا  -�

  واحد)100(مراز تگ پليTaq DNAميكروليتر ازدهم يك  ، 2MgClميكرومول  15ليتر از ميكرو1

  ميكروليتر ميرسانيم. 20كه حجم محلول نهائي را با آب مقطر به  DNA templateميكرومول از نمونه يك
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  دهيم:به شرح ذيل قرار مي دستگاه ترموسايكلربرنامه   -2-7-5

  سيكل 40براي 

  (aگراد سانتيدرجه 95     3دقيقه 

  (bگراد سانتيدرجه 95    30ثانيه 

  گرادسانتيدرجه 55و57و60    30ثانيه 

  گرادسانتيدرجه 72    60ثانيه 

   (c    گرادسانتيدرجه 72               5دقيقه 

  

  آناليز نتايج در دستگاه ژل الكتروفورز  -2-7-6

باشد. بـراي ايـن منظـور بـه شـكل ذيـل       در دستگاه الكتروفورز به وسيله ژل آگاروز قابل ديدن مي PCRمحصول 

  شود.اقدام مي

  و در آون حل  نموديم. TBEدرصد را در بافر  5/1آگاروز  -1

گـراد خنـك شـده و سـپس در سـيني دسـتگاه الكتروفـورز ريختـه و         سانتيدرجه 60دهيم تا حدود اجازه مي -2

  هاي نشان دار دستگاه الكتروفورز را در ژل وارد كرديم.شانه

ميكروليتر از متيلن بلو روي ژل  2ميكروليتر به همراه  10شده را به ميزان  PCRوقتي كه ژل آماده شد، محلول  -3

هـا بـه همـين شـكل اقـدام      دهيم كه توسط شانه ايجاد شده است و براي ساير نمونـه در محل سوراخهايي قرار مي

  كنيم تا آلودگي ايجاد نشود.نموده و دقت مي

 DNAر قطـب منفـي قـرار داده و چـون     هـا د كنـيم و ژل را بـا نمونـه   پر مي TBEسپس تانك دستگاه را از بافر  -4

  شود.خصوصيت بار منفي دارد، به طرف قطب مثبت كشيده مي

 كنيم.دقيقه راه اندازي مي 30ولت براي  110دستگاه را با ولتاژ  -5

دقيقـه رنـگ    3-5ليتـر آب مقطـر) بـراي مـدت     گرم/ ميلـي ميلي 5/0( برومايدسپس ژل را در محلول اتيديوم  -6

  به شدت سمي است). برومايدكنيم (اتيديوم مي

آن را نگـاه   UVشوييم تا رنگ آن از بين رفته و سپس در زير نور دقيقه مي 30ژل را در آب مقطر براي  -�

يگزيني ديگـر بـراي   قـرار ندهيـد). يـك روش جـا     UVهـا و پوسـت را در معـرض نـور     كنيم (چشـم مي

به ژل قبل از سردشدن كامـل آن بـوده و قبـل از     برومايدليتر از اتيديوم ميلي 6آميزي اضافه كردن رنگ

باشد. گر چه اين روش سريعتر است ولي امكان آلـودگي بـا   ريختن ژل به سيني دستگاه الكتروفورز مي

براي مثبت بودن نمونـه هـا    bp185دي با وزن  بعد از رنگ آميزي بايد بان باشد.بيشتر مي برومايد اتيديوم

  تشكيل گردد.
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   PCRدر نظر گرفتن نمونه هاي كنترل در آزمايش  -3-7-6

  ضروري است از كنترل منفي و مثبت استفاده گردد. PCRدر آزمايش 

باشد. اين موضوع نهائي كنترل مثبت روي ژل آگاروز قابل ديدن نباشد، نتايج قابل قبول نمي PCRاگر در محلول 

سنتز شده، اشتباه يا  فراموشي در برخي از مواد كه بايد در مراحـل كـار    DNAممكن است ناشي از غيرفعال بودن 

دهـد كـه   في مثبت شود نشان ميباشد. چنانچه كنترل منمي DNA استفاده شوند و يا خراب شدن ماده كنترل مثبت

  طي آزمايش آلودگي اتفاق افتاده است.

ها اتفاق بيافتد. اين موضـوع را  ها در نمونهنتيجه كاذب منفي نيز ممكن است در نتيجه حضور بعضي از مهاركننده

جه منفي بود وجـود  هاي تكراري به انجام رساند. اگر نتيليتر از كنترل مثبت به نمونهميلي 1كردن توان با اضافهمي

ها تكرار شود و اگر نتيجه مثبت بود مشخص گيرد كه بايد مجددا نمونهآلودگي در حين كار مورد تاييد قرار مي

دراين آزمايش از آب مقطر بـراي كنتـرل منفـي    شود كه نمونه بدرستي منفي بوده وآزمايش مورد تاييد است.مي

  استفاده گرديد.
  

  :پرايمر طراحي شدهاختصاصيت و حساسيت -4-7-6

 8به عنوان الگو انتخاب شده بود  PCRژنومي كه براي برنامه  DNAحساسيت پرايمر طراحي شده ، از براي تعيين 

 سري محلول رقيق شده با حجمهاي 

1- 1 -1 µg DNA mL
  

2- .1 -0.1 µg DNA mL
 

  

3- 1 -g DNA mLn10
  

4-  1-1ng DNA mL 
5- 1 -100pg DNA mL

  
6-  1-10pg DNA mL 
7-  1-1pg DNA mL 
8-  1-100fg DNA mL 

 آب مقطر -9

10-
 bp DNA marker-100 

آزمايش داده و اختصاصيت  (HPV)و ويروس پارو ويروس هپاتوپانكراس  (WSSV)اختصاصيت ويروس پرايمر طراحي شده را رابا نمونه ها ي ويروس لكه سفيدو براي تعيين 

كنيم.بررسي ميآن را 
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  نتايج-3

  بيماريزايي  -1-3

گرم و همچنين پست  12تا  7پس از انجام عمليات مواجهه سازي ويروس با ميگوهاي پا سفيد غربي بالغ با وزن 

روزه ميگوي پا سفيد غربي كه شرح آن بيان شد نتايج حاصل از اين مطالعه با توجه به روش  15تا  10لاروهاي 

ماري در ميگوهاي تيمار تحت مطالعه بود. هاي تشخيصي مختلف به كار گرفته در اين تحقيق حاكي از ايجاد بي

  در ادامه نتايج حاصل از روش هاي تشخيصي مذكور در قسمت هاي مربوطه آورده شده است . 

  

  علائم كلينيكي  -2-3

علائم باليني كه در طي انجام مطالعه در ميگوهاي تيمار مشاهده گرديد مي توان به بي اشتهايي ، بي حالي ، 

وهاي بالغ اشاره كرد و در واقع در مورد ميگوهاي بالغ مي توان اينطور اظهار نظر كرد تحريك پذيري در ميگ

كه علائم باليني شاخصي كه بتوان به قطعيت گفت ناشي از اين بيماري و در واقع نشانه پاتوگونوميك بيماري 

ي اشتهايي ، سفيد شدن است مشاهده نگرديد . در پست لاروها علائم باليني ناشي از بيماري شامل بي حالي ، ب

قسمت روده مياني ، رفتارهاي شناگري غيرعادي ، حركت مارپيچي در ستون آب ، شناي يكطرفه و همچنين 

مرگ و مير و تلفات مشاهده گرديد. لازم به ذكر است در ميگوهاي كنترل بالغ و پست لارو هيچ گونه علائمي 

ين چه گروه كنترل و چه گروه تيمار تلفاتي وجود نداشت. اما از بيماري مشاهده نشد. در مورد تلفات نيز در بالغ

درصد و در گروه كنترل  83/18در پست لاروها تلفات وجود داشت و ميزان مرگ و مير تجمعي در گروه تيمار 

   .)1-4درصد بود .  ( جدول  83/2

  
  ميزان مرگ و مير تجمعي در گروه هاي مختلف ميگوي مورد آزمايش - 1-4جدول 

  گروه ها  مرگ و ميز تجمعي (%) ميزان

  تيمار بالغ  0

  ( مواجهه با ويروس از طريق آب )

  تيمار بالغ  0

  ( مواجهه با ويروس از طريق غذا )

  كنترل بالغ  0

  ( بدون مواجهه با ويروس )

  تيمار پست لارو  83/18

  ( مواجهه با ويروس از طريق آب )

  كنترل پست لارو  83/2

  )( بدون مواجهه با ويروس 
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  گسترش مرطوب  -3-3

در طي انجام مطالعه گسترش مرطوب از ميگوهاي هردو گروه سني صورت گرفت . به اين صورت كه در بالغين 

از هپاتوپانكراس و مدفوع و در پست لاروها از هپاتوپانكراس گسترش مرطوب تهيه مي شد . در پست لاروها از 

) را مشاهده نموديم . در  1-4در هپاتوپانكراس تصوير ( )OBروز دوم به بعد گنجيدگي هاي داخل هسته اي (

بالغين نيز در هر گروه مواجهه داده شده از طريق آب و غذا در روز پنجم در هپاتوپانكراس گنجيدگي هاي 

  ) مشاهده شد و در مدفوع تا روز پاياني مطالعه هيچ گنجيدگي مشاهده نشد .2-4داخل هسته اي ( تصوير 

  

  
  

 را نشان مي دهد MBVسترش تهيه شده از هپاتوپانكراس پست لارو ميگوي وانامي كه عفونت به گ -1- 4تصوير 

  . x 1000درصد ، بزرگنمايي   1/0(پيكان) . رنگ آميزي مالاشيت گيري 

  

  
  

را نشان ميدهد(پيكان)  MBVگسترش تهيه شده از هپاتوپانكراس ميگوي بالغ وانامي كه عفونت به  -2-4تصوير 

 . x 1000درصد ، بزرگنمايي   1/0. رنگ آميزي مالاشيت گيري 

. 
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  نتايج حاصل از بررسي آسيب شناسي  -4-3

آسيب هاي ناشي  (H & E / PH)در مقاطع بافتي رنگ آميزي شده توسط رنگ هماتوكسيلين ائوزين و فلوكسين 

در سلول هاي هپاتوپانكراس و اپي تليوم روده مياني ميگوهاي بالغ و سلول هاي هپاتوپانكراس  MBVاز بيماري 

  پست لاروها قابل مشاهده بودند . 

و تغييرات ايجاد شده در مقاطع بافت هاي هدف  MBVتشخيص بيماري براساس وجود گنجيدگي هاي 

ت تكي يا چند تايي داخل هسته سلول هاي هپاتوپانكراس و روده مياني صورت گرفت . گنجيدگي ها به صور

) . در مراحل اوليه آلودگي ، 3-4هپاتوپانكراس و سلول هاي پوششي روده مياني وجود داشتند ( تصوير 

گنجيدگي ها قابل مشاهده نبودند و سلول هاي آلوده در مراحل اوليه داراي هيپرتروفي هسته با كروماتين هاي 

طوريكه هستك به كنار رفته و هسته شكل انگشتر نگين دار به خود گرفته هسته اي كاهش يافته بودند به 

) . در بررسي هاي صورت گرفته از مقاطع بافتي ميگوهاي بالغ و پست لاروها به طور كلي 4-4بود(تصوير

تغييرات سلولي شامل هسته هاي هيپرتروفي شده ، مهاجرت كروماتين ها ، جا به جايي هستك ، وجود 

داخل هسته اي ، واكنش هاي التهابي به صورت نفوذ هموسيت ها در فضاي بين سلولي ، نكروز  گنجيدگي هاي

  .) 5-4سلول هاي اپي تليال هپاتوپانكراس و روده مياني به صورت ملايم تا شديد قابل مشاهده بودند (تصوير 

  

  
با آلودگي در سلولهاي هپاتوپانكراس و تعداد زياد MBVبافت هپاتوپانكراس در ميگوي آلوده به  -3-4تصوير 

 H&E/Ph/Mag.1000به رنگ قرمز (پيكان).   Occlusion body(OB)گنجيدگي   
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بافت هپاتوپانكراس در پست لارو كه داراي هيپرتروفي هسته (پيكان) و حالت حلقه انگشتري در  -4-4تصوير 

   .H&E/Ph.Mag 1000هسته(ستاره) مي باشد.
 

  
  

كه در اين تصوير مراحل مختلف شامل هيپرتروفي  MBVبافت هپاتوپانكراس در ميگوي آلوده به  -5-4تصوير 

هسته (ستاره)، مهاجرت كروماتينها( پيكان كوچك)، جابجائي هستك (پيكان دو طرفه) و كنجيدگيهاي داخل 

  .H&E/Ph.Mag 1000 شود.(پيكان) مشاهده ميOBسلول 

 

  نتايج ميكروسكوپ الكتروني  -5-3

مطالعه نمونه هاي تهيه شده از ميگوهاي مواجهه داده شده با ويروس به وسيله ميكروسكوپ الكتروني وجود 

ويروس را مورد تائيد قرار داد . همچنين در مطالعات ميكروسكوپ الكتروني مراحل مختلف بيماريزايي ويروس 
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وسكوپ الكتروني ابتدا با رنگ اميزي متيلن بلو بافتهائي كه تهيه شده . در مطالعات ميكرمورد بررسي قرار گرفت

را بررسي و بافت مناسب كه كنجيدگيهاي ويروسي در بافتها قابل ديدن باشد براي برش نهائي آماده ميكنيم 

سه مرحله بيماريزايي اين ويروس مشاهده شد مرحله اول سلول هاي هيپرتروفي  ).  7-4و تصوير6-4(تصوي 

ي از خود نشان مي دادند و هستك تغيير شكل داده و به سمت غشاء هسته مهاجرت كرده بود كروماتين ها كم

تجزيه شده و به صورت نقاط روشن در مركز سلول ديده مي شدند حالت انگشتر نگين دار در سلول مشاهده مي 

در  ).9-4(تصوير ك بودندمرحله دوم داراي هسته هيپرتروفي و يك يا چند گنجيدگي كوچ .)8-4(تصوير شد

مرحله سوم هسته سلول ها كاملاً هيپرتروفي شده به طوريكه فضاي سلول را كاملاً پر كرده و فقط يك لايه 

  . در واقع نتايج بدست آمده حاكي از هيپرتروفي  )10-4(تصوير نازكي از سيتوپلاسم باقي مانده بود

روماتين ها ، حالت حلقه انگشتري هسته ، وجود سلول ها ، تغيير شكل هستك و مهاجرت آن ، تجزيه ك

با بزرگنمائي بالاتر ويروس مونودون باكولوويروس كه داراي پوشش بوده و گنجيدگي هاي سلولي مي باشد . 

 ).11-4در حال عرضي و طولي است مشاهده ميشود ( تصوير 

 

  
 

 
 

  رنگ آميزي متيلن بلو براي انتخاب بافت مناسب در تهيه برشهاي ميكروسكوپ  -6-4تصوير 

 Mag1000الكتتروني .رنگ آميزي متيلن بلو. 
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رنگ آميزي متيلن بلو براي انتخاب بافت مناسب در تهيه برشهاي ميكروسكوپ الكتروني . در اين  -7-4تصوير 

شهاي مناسب ميكروسكوپ الكتروني انتخاب گرديدند.رنگ آميزي تصوير كنجيدگيهاي ويروسي جهت تهيه بر

 Mag1000متيلن بلو. 

 

 
  

و مهاجرت كروماتينها(پيكان سفيد)  . بزرگ شدن هسته سلولهاي آلوده  MBVمرحله اول بيماري  -8-4تصوير 

  ، ميكروسكوپ الكتروني 6000بزرگنماي و شبكه آندوپلاسميك ( پيكان سياه) 
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)در OB(مرحله دوم هسته هيپرتروفي و يك يا چند گنجيدگي كوچك  .MBVمرحله دوم بيماري  -9-4تصوير 

سلول مشاهده ميشود.همچنين مهاجرت كروماتينها ( پيكان سفيد) و تغييرات شبكه آندوپلاسميك ( پيكان سياه) 

  ، ميكروسكوپ الكتروني 6000بزرگنماي 

  
 

  
  

  كه تعداد زيادي گنجيدگي هاي سلولي در داخل  MBVمرحله سوم بيماري  - 10-4تصوير 

  هسته مشاهده مي شود .
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  مشاهده ويروس مونودن باكولوويروس در برشهاي عرضي و طولي - 11-4تصوير 

  

  بررسي شدت عفونت ايجاد شده در بيماري  -6-3
درجه بندي گرديد . از طرفي  2-4در اين مطالعه با توجه به يافته هاي آسيب شناسي شدت عفونت طبق جدول 

ميزان عفونت نيز در اين مطالعه مورد بررسي قرار گرفت . بر اين اساس نمونه هاي مربوط به روزهاي بعد از 

  گرديد  مطالعه مورد بررسي قرار گرفت و درجه شدت عفونت و ميزان عفونت مشخص

  .)  4-4) ، (  3-4( جدول هاي (

درجه تقسيم ميگردد. درجه صفر در بافتهاي آسيب شناسي شدت عفونت به پنج درجه  2-4بر اساس جدول 

). در 12-4باشد و ميتوان گفت بافت سالم است (تصوير نشانه ائي از آلودگي و آسيب به بافتها مشخص نمي

) ، در درجه 13-4مشاهده ولي بيماري قابل ملاحظه نيست(تصوير شدت آلودگي آسيب هاي مختصري  1درجه 

) ولي در درجه سوم و چهارم 14-4دوم آسيب هاي خفيف از بيماري در بافتها قابل مشاهده ميگردد( تصوير 

  ).16-4) و در درجه چهارم بيماري به اوج خود رسيده است (تصوير 15-4عفونت گسترده (تصوير 

  
  ) براساس يافته هاي آسيب شناسي SOIشدت عفونت ( درجه بندي  - 2-4جدول 

  
  يافته هاي آسيب شناسي  درجه شدت

  بدون نشانه آلودگي و بدون آسيب مشخص بيماري در بافت ها .  0

  آسيب هاي مشخص بيماري موجود ولي بيماري قابل ملاحظه نيست .  1

  آسيب هاي خفيف يا متوسط مشخص بيماري موجود مي باشد .  2

  هاي متوسط تا شديد مشخص بيماري موجود مي باشد . آسيب  3

  آسيب هاي شديد مشخص بيماري موجود مي باشد .  4
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  درجه شدت عفونت در گروه هاي كنترل و تيمار دو گروه سني ميگوي مورد مطالعه- 3-4جدول 

كنترل پست 

  لارو

  ( بدون مواجهه )

  تيمار پست لارو

( مواجهه با 

ويروس از طريق 

  آب )

  بالغكنترل 

  (بدون مواجهه)

  تيمار بالغ

(مواجهه با 

ويروس از طريق 

  غذا)

  تيمار بالغ

( مواجهه با ويروس از 

  طريق آب)

  گروه ها 

  

  روز        

0  0  0  0  0  1  

0  1  0  0  0  2  

0  2  0  0  0  3  

0  3  0  1  1  4  

0  4  0  2  2  5  

0  4  0  2  2  6  

  
  دو گروه سني ميگوي مورد مطالعميزان درصد عفونت در گروه هاي كنترل و تيمار  - 4-4جدول 

  كنترل پست لارو

  ( بدون مواجهه )

  تيمار پست لارو

( مواجهه با 

ويروس از طريق 

  آب )

  كنترل بالغ

  (بدون مواجهه)

  تيمار بالغ

(مواجهه با 

ويروس از طريق 

  غذا)

  تيمار بالغ

( مواجهه با ويروس از 

  طريق آب)

  گروه ها 

  

  روز        

0  0  0  0  0  1  

0  60  0  0  0  2  

0  80  0  0  0  3  

0  90  0  10  10  4  

0  100  0  15  15  5  

0  100  0  25  25  6  
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  H&E/Ph.Mag 400.بافت هپاتوپانكراس ميگوي بالغ سالم - 12-4تصوير 

 

  
  

  كه داراي هيپرتروفي هسته MBVبافت هپاتوپانكراس ميگوي بالغ آلوده به - 13-4تصوير 

  H&E/Ph.Mag 400. ) 1و حالت حلقه انگشتري ( درجه شدت عفونت  
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كه داراي هيپرتروفي هسته و حالت نگين  MBVبافت هپاتوپانكراس ميگوي بالغ آلوده با  - 14-4تصوير 

  انگشتري در هسته و همچنين داراي گنجيدگي داخل هسته اي مي باشد 

  H&E/Ph.Mag 400. ) 2( درجه شدت عفونت 

  

  
  

بافت هپاتوپانكراس داراي هيپرتروفي زياد هسته و چندين گنجيدگي داخل سلولي ( درجه  - 15-4تصوير 

  H&E/Ph.Mag 400. ) 3شدت عفونت 
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بافت هپاتوپانكراس داراي هيپرتروفي هسته و بزرگ شدن هسته و غالب سلول ها دچار  - 16-4تصوير 

  H&E/Ph.Mag 400. )4آلودگي هستند ( درجه شدت عفونت 

 

 

   PCR نتايج-7-3
نمونه هاي اخذ شده از پست لاروها و ميگوهاي بالغ مواجهه  PCRنتايج حاصل از بررسي آزمايشات مولكولي 

داده شده با ويروس حاكي از وجود ويروس مونودون با كولوويروس در اين نمونه ها بود و وجود بيماري را 

بر روي ژل آگاروز مشخص  444bpو  225bpو   ) . نمونه هاي مثبت با تشكيل باندهاي  3-4تائيد كرد ( تصوير 

  ). 17-4بدست آمد.(تصوير IQ2000اين نتايج بااستفاده از كيت ميباشند.

  
  

: ميگوي  2و  marker : M  ،1نمونه هاي اخذ شده از پست لاروها به ميگوهاي بالغ .  PCRنتايج  - 17-4تصوير 

: پست لارو  6و  5: ميگوي بالغ مواجهه داده شده از طريق غذا ،  4و  3بالغ مواجهه داده شده از طريق آب ، 

  : نمونه منفي 9: كنترل مثبت ،  8: كنترل منفي ،  7مواجهه داده شده از طريق آب ، 

   

848 bp 

630 bp 

333 bp 



٥٤  / � %�ارش #�	�� "�ح � ���	�

 

  :با پرايمر طراحي شده PCRنتايج  -8-3

لـوده بـر روس ژا   آدر نمونـه هـاي    MBV نتايج آزمايش مولكولي پرايمر طراحي شده نشان ميدهد كـه ويـروس   

درجه تشـكيل ميدهـد ولـي بـه نظـر ميرسـد در        60و  57، 55را در درجه حراراتهاي مختلف bp185 آگاروز باند

درجه باند تشكيل شده بهتر و مشخص تر است ( تصوير.......). در خصـوص حساسـيت پرايمـر     60درجه حرارت 

و قادر بـه  داراي حساسيت بوده  pg 100طراحي شده آزمايش نشان ميدهد كه پرايمر و روش ايجاد شده با ميزان 

آلوده ميباشد.(تصوير......). همچنين به منظـور بررسـي اختصاصـيت پراميـر      DNAشناسائي نمئنه هائي با اين ميزان 

طراحي شده و آزمايش پرايمر با نمونه  ويروس لكه سفيد و پاروويرس هپاتوپانكراس و همچنين آب مقطر نشان 

شـته و  وسـهاي ديگـر حساسـيتي ندا   رن ميدهـد و بـه وي  حساسيت نشـا  MBVميدهد كه اين پرايمر فقط به ويروس 

     اختصاصي مونودن باكولوويروس ميباشد (تصوير......).

  

  
  

درجه سانتي گراد  57، (A)سانتي گراددرجه 55: آزمايش پرايمر طراحي شده با سه درجه حرارت 18-4تصوير

(B)  درجه سانتي گراد  60و(C) درجه از بقيه درجه حرارتها بيشتر و باند واضح تري را تشكيل  60. حساسيت

  ميباشد.bp185ميدهد.باند تشكيل شده در هر سه درجه حرارت 

  
بوده و كمتر از قادر pg100 : حساسيت پرايمر طراحي شده در تشخيص نمونه هاي الوده به ميزان 19-4تصوير

  باشد.به تشخيص نمي
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  ) 2.: اختصاصيت پرايمر طراحي شده كه در آزمايش با دو ويروس لكه سفيد(20-4تصوير 

  ) را ميتواند شناسائي كند.1( MBV) فقط ويروس 3) و آب مقطر(3و پاروويرس (
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  بحث-4
 علائمدر اين مطالعه ابتدا نسبت به شناسائي ويروس مونودن باكولوويروس بر اساس روشهاي مختلف شامل 

و اقدام تهيه لام مرطوب ، آسيب شناسي ، استفاده از روشهاي مولكولي و ميكروسكوپ الكتروني  ،بيماريباليني 

)  1983و همكاران (  Brock بعد از تاييد ويروس نسبت به طراحي پرايمر براي شناسائي ويروس اقدام نموديم.

ت هاي نمايشي دانسته و عنوان راشامل بي حالي و بي اشتهايي و توقف فعالي MBVعلائم باليني ناشي از بيماري 

آبي تا سياه متمايل به آبي ، بيماري پوسته و  –نموده اند كه ميگوهاي مبتلا كندي رشد ، تغيير رنگ خاكستري 

 MBV) عنوان مي دارند كه اكثر عفونت هاي  1992و همكاران (  Paynterفولينگ اپي بيوتيك ميكروبي دارند . 

) ايجاد مي شود و علائم باليني بيماري  Pl20(  20) تا پست لارو  Mysis 3(  3 در ميگوها در محدوده سني مايسس

در ميگوهاي كه به طور شديد آلوده شده اند شامل ظاهر شيري رنگ تا سفيد غدد گوارشي ، رفتارهاي شناگري 

  غير عادي ، حركت مارپيچي در ستون آب و شناي يك طرفه مي باشد. 

اشاره كرد . در ميتوان بي اشتهايي ، بي حالي ، تحريك پذيري نجي نيز شامل اين علائم در آزمايش زيست س

پست لاروها علائم باليني ناشي از بيماري شامل بي حالي ، بي اشتهايي ، سفيد شدن قسمت روده مياني ، 

رفتارهاي شناگري غير عادي ، حركت مارپيچي در ستون آب ، شناي يكطرفه و همچنين مرگ و مير و تلفات 

مشاهده گرديد در ميگوهاي نابالغ ( پست لارو ) در هر دو گروه تيمار و كنترل تلفات مشاهده شده و ميزان 

درصد بود . با توجه به ميزان مرگ و  83/2درصد و در گروه كنترل  83/18مرگ و مير تجمعي در گروه تيمار 

گفت به دنبال ايجاد بيماري در گروه هاي تيمار پست لارو از لحاظ آماري اختلاف معني داري ميتوا مير تجمعي 

) و همچنين اختلاف آماري معني دار در p<0/05بين گروه تيمار پست لارو و كنترل پست لارو وجود دارد ( 

) .  p<0/05) وجود دارد ( مرگ و مير تجمعي گروه تيمار پست لارو و گروه هاي تيمار بالغ ( از طريق غذا و آب 

)ذكر گرديده است كه  b 1386) و افشار نسب (  1981و همكاران (  Lightnerدر مطالعات صورت گرفته توسط 

ميگوهاي آلوده به اين بيماري بي حال و بي اشتها بوده و تمايلي به حركت ندارند و همچنين از علائم شخص 

باشد كه اغلب در مراحل زوآ ، مايسس و ابتداي دوره پست اين بيماري سفيد شدن قسمت روده مياني مي 

  لاروي اتفاق مي افتد . 

) در هپاتوپانكراس پست  OBانجام مطالعه از طريق گسترش مرطوب وجود گنجيدگي هاي داخل هسته اي ( 

ز مواجهه از روز دوم بعد امشكوك به بيماري مشاهده گرديد. اي علائم در نمونه هاي مواجهه شده نيز لاروهاي 

. در بالغين نيز در هر دو گروه تيمار از طريق غذا و آب گنجيدگي ها در روز پنجم مطالعه در مشاهده گرديدرا 

هپاتوپانكراس مشاهده شد و در مدفوع بالغين نيز تا روز پايان مطالعه  هيچ گنجيدگي مشاهده نشد . در مطالعه 

Paynter  و همكاران گنجيدگي هاي ناشي از بيماريMBV  در پست لاروهاي ميگوي گونهPenaeus monodon  دو

روز پس از مواجهه قابل مشاهده بوده اند كه با نتايج حاصل از اين مطالعه مطابقت دارد و نشان مي دهد كه در 

پست لاروهاي ميگوي وانامي نيز همانند پست لاروهاي پنئوس مونودون دو روز پس از مواجهه با ويروس 
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ي از بيماري در گسترش مرطوب هپاتوپانكراس قابل مشاهده است . از طرفي در اين مطالعه گنجيدگي هاي ناش

گنجيدگي هاي ناشي از بيماري در هپاتوپانكراس بالغين مواجهه داده شده از طريق آب و غذا در روز پنجم بعد 

در مدفوع مشاهده از مواجهه در گسترش مرطوب مشاهده شده است و گنجيدگي ها نيز تا روز پايان مطالعه 

نشده اند كه اين مسئله مي تواند ناشي از مقاومت بيشتر بالغين نسبت به پست لاروها به بيماري دانست كه ديرتر 

گنجيدگي ها در هپاتوپانكراس مشاهده گرديده است همچنين در مورد عدم اختلاف در زمان مشاهده 

وان اينطور اظهار كرد كه مواجهه از طريق غذا و آب گنجيدگي در ميگوهاي بالغ تيمار از طريق غذا و آب مي ت

هر دو قادر به ايجاد بيماري مي باشد و از لحاظ بيماريزايي اختلاف چنداني با هم ندارند از طرفي عدم مشاهده 

گنجيدگي در مدفوع بالغين با توجه به اين مسئله كه در مورد ميگوي پنئوس مونودون مبتلا به بيماري نمي توان 

  هفته بعد از عفونت گنجيدگي را در مدفوع و همچنين مرگ و ميرهاي غير معمولي را مشاهده كرد  تا سه

 )Paynter , unpub Lished  . مي توان به مقاومت ميگوهاي بالغ نسبت به اين بيماري نسبت داد (  

را در  MBVي نتايج حاصل از بررسي هاي هيستوپاتولوژيكي با ميكروسكوپ نوري آسيب هاي ناشي از بيمار

سلول هاي هپاتوپانكراس و اپي تليوم روده مياني ميگوهاي بالغ و پست لارو را نشان داد كه اين تغييرات 

هيستوپاتولوژيك را مي توان به اين صورت بيان داشت كه مرحله اوليه تغييرات سلولي شامل هيپرتروفي هسته 

مي  signet ringو ايجاد حالتي شبيه انگشتر نگين دار همراه با مهاجرت كروماتين ، جا به جايي هستك از مركز 

باشد در مرحله مياني هستك ها كاملاً تجزيه گرديده و هسته كاملاً بزرگ و هايپر تروفي شده و داراي تعدادي 

گنجيدگي قرمز رنگ مي باشد و به نظر مي رسد تشكيل گنجيدگي از اين مرحله آغاز مي گردد . در مرحله 

املاً هيپرتروفي و بزرگ مي شود و گنجيدگي ها در هسته اي هايپر تروفي شده مشاهد مي شود . پيشرفته هسته ك

پيروي گرديده  b 1386در تقسيم بندي مراحل تغييرات هيستوپلاتوژيك مطالعه حاضر از مطالعه افشار نسب 

رحله اوليه ، مياني و را در بافت هاي هدف را در سه م MBVاست كه در مطالعات خود تغييرات سلولي ناشي از 

پيشرفته قرار داده است . لازم به توضيح است كه در مطالعه حاضر در خصوص تعداد گنجيدگي ها در هسته در 

گنجيدگي در هسته )  3-5مواردي تعداد گنجيدگي ها بيش از آنچه كه در مطالعات قبلي بيان شده ( يعني بين 

ي در هسته مشاهده كرديم كه شايد بتوان اينطور اظهار داشت گنجيدگ 5مشاهده شد يعني در مواردي بيشتر از 

  كه ممكن است با سويه متفاوتي از ويروس رو به رو هستيم . 

تعداد كمي از سلول ها ، هسته هيپرتروفي  1995و همكاران  Vijayanدر بررسي و مطالعات هيستوپاتولوژيك 

ن و هستك هاي متراكم ذكر گرديده است و همچنين با جا به جايي هستك به پيرامو signetcellشده به صورت 

آنها هيپرتروفي هسته و به دنبال آن تخريب سلولي و پوسته پوسته شدن سلول هاي اپي تليال را از تغييرات بافت 

شناسي روشن عنوان نموده اند . در مطالعه فوق واكنش هاي التهابي نظير نفوذ هموسيت هاو تشكيل نودول و 

  نكروتيك و التهابي در نمونه هاي مورد بررسي وجود نداشته است .  همچنين تغييرات
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نتايج حاصل از مطالعه حاضر نشان مي دهد كه پست لاروهاي ميگوي وانامي استفاده شده در مواجهه نسبت به 

حساستر مي باشند به اين صورت كه در ميگوهاي تيمار از طريق آب پست لارو از  MBVبالغين در مقابل ويروس 

وز دوم پس از مواجهه ما علائم هيستوپاتولوژيك ناشي از بيماري را در مقاطع بافتي با استفاده از ميكروسكوپ ر

نوري مشاهده نموديم و در واقع از لحاظ درجه بندي شدت عفونت در روز دوم پس از مواجهه درجه شدت 

وز پنجم و ششم پس از مواجهه ، در ر 4و در روز چهارم درجه شدت  2عفونت يك ، در روز سوم درجه شدت 

را مشاهده نموديم . در تيمارهاي بالغ چه در مواجهه از طريق غذا و چه از طريق آب در روز  4درجه شدت 

را مشاهده نموديم . همچنين  2چهارم پس از مواجهه درجه شدت يك و در روزهاي پنجم و ششم درجه شدت 

ري تائيد مي كند و از طرفي در مورد تيمارهاي بالغ مي توان چنين نتايج فوق مقاومت بيشتر بالغ ها نسبت به بيما

بيان نمود كه تفاوتي بين مواجهه از طريق آب و از طريق غذا از لحاظ علائم آسيب شناسي وجود ندارد و هر دو 

فونت كه طريقه مواجهه توانسته بيماري را در ميگوها ايجاد نمايد . در مطالعه حاضر در ارتباط با ميزان درصد ع

حاصل بررسي هاي بافت شناسي صورت گرفته مي باشد در تيمارهاي از طريق آب در پست لاروها از روز دوم 

ميزان درصد عفونت بود و در تيمارهاي ميگوي  100،  100،  90،  80،  60پس از مواجهه تا روز ششم به ترتيب 

ميزان درصد عفونت  25،  15،  10شم به ترتيب بالغ از طريق آب و غذا از روز چهارم پس از مواجهه تا روز ش

حاصل گرديد . در مطالعه اي كه تخم افشان و همكاران در رابطه با مراحل حساس لاروي و پست لاروي پنئوس 

انجام داده اند نتايج مشابهي با مطالعه حاضر در ارتباط با پست لاروها دارد به  MBVسمي سولكاتوس نسبت به 

 Natividad andرا از روز دوم پس از مواجهه به بعد را نشان داده اند .  MBVرو ها علائم اين صورت كه پست لا

lightner 1992  نشان داده اند كه مرحلهmysis  و لاروهاي با سن دو روز پنئوس مونودون به ويروسMBV  خيلي

) گزارش كرده اند كه ميزان اكولوژن بادي ها بعد از يك افزايش 1992و همكاران (  Paynterحساس هستند . اما 

اوليه در طي هفته اول ، كاهش مي يابد . افزايش اوليه احتمالاً به علت نه تنها عفونت اوليه بلكه به دليل عفونت 

اي آزاد شده به خود بخودي و عفونت مجدد ناشي از مصرف لاروهاي مرده يا ناشي از مصرف گنجيدگي ه

داخل آب از طريق لوله گوارشي مي باشد . سپس عفونت در هفته دوم كاهش مي يابد و در ادامه در هفته سوم 

ميزان گنجيدگي ها كاهش و  22را داريم و مجدداً از هفته چهارم به بعد يعني روز  16يك افزايش ثانويه در روز 

گنجيدگي در هفته دوم مي تواند با تغيير قابليت دسترسي به سطوح غير قابل تشخيص مي رسد . كاهش ميزان 

  سلول هاي حساس مرتبط باشد .

 afsharnasab  ) كار مواجهه سازي ويروس  2006همكاران (MBV  را در ميگوي پنئوس سمي سولكاتوس را به

و  Paynterيند . ساعت انجام داده و توانسته اند بيماري را در پست لاروهاي سمي سولكاتوس ايجاد نما 10مدت 

به پنئوس  MBVبه صورت آزمايشگاهي نشان داده اند كه دو ساعت مواجهه سازي براي انتقال  1992همكاران 

  مونودون كافي مي باشد و در اكثر گروه هاي آزمايش عفونت در طي دو روز قابل تشخيص بود . 
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ف كه تشريح شد ثابت نمي باشد و در به پست لاروها در مطالعات مختل MBVزمان مواجهه سازي براي انتقال 

ساعت در مواجهه با ويروس قرار گرفتند . يافته هاي  24مطالعه حاضر پست لاروها و همچنين بالغين به مدت 

در ارتباط با  1992و همكاران  Paynaterمطالعه ما در مورد پست لاروها با مطالعات تخم افشان و همكاران ، 

  ار است .سازگ MBVانتقال تجربي ويروس 

روش  -1براي برنامه عفونت زايي به كار رفته است كه شامل  Lightner , Natividad 1992چهار روش به وسيله 

روزه به  Artemia salina 8. روش تلقيح به وسيله غذا با استفاده از ناپلي 2تلقيح با منشا آب براي ناپلي و زوآ ، 

ا استفاده از تكه هاي ريز پست لاروهاي آلوده به ويروس به . غذادهي مستقيم بmysis  ،3عنوان حامل براي 

گزارش  1992و همكاران  Paynter. روش تلقيح تزريقي براي بالغ ها و جوان ها . 4ميگوهاي مورد مواجهه، 

يك انتقال  1988و همكاران  chenنموده اند كه تحت شرايط هچري انتقال افقي خيلي موثر است هر چند كه 

را گزارش نموده اند . در مطالعه ما انتقال از طريق آب در پست لاروها و از  MBVاز بيماري خوراكي موفق 

طريق آب و غذا در بالغ ها صورت گرفته كه به نظر مي رسد انتقال ويروس از طريق آب روش مناسبي براي 

انتقال بيماري از طريق آب و انتقال براي مراحل پست لاروي و بالغ مي باشد با مد نظر قرار دادن اين نكته كه در 

  غذا در بالغين علائم ناشي از بيماري تقريباً يكسان بوده است . 

Martin  عنوان مي دارند كه سن ميزبان يكي از مهمترين متغيرها در مطالعه با كولوويروسها مي  1987و همكاران

ن پست لاروهاي مراحل بالاتر پنئوس در ميا MBVگزارش نموده اند كه شيوع  Lightner , Natividad 1992باشد . 

حساس نيستند . مطالعه  MBVمونودون بيشتر است در حاليكه در پست لاروهاي مراحل پائين تر آنقدر به عفونت 

حاضر تنوع حساسيت در مراحل پست لاروي و بلوغ را نشان مي دهد و اين مطلب را مي رساند كه ميگوهاي 

) گزارش نموده  Lightner , Natividad  )1992دارند .  MBVشتري در برابر بالغ نسبت به پست لاروها مقاومت بي

به طور زيادي متاثر از سه  MBVاند كه در شرايط هچري و شرايط توليد حساسيت پنئوس مونودون به عفونت با 

  در محيط مي باشد .  MBVفاكتور سن ، عادات غذايي حيوان و مقدار پارتيكل هاي 

) در مطالعه حاضر هيپرتروفي سلول ها ، تغيير شكل هستك و مهاجرت  TEMالكتروني ( مطالعات ميكروسكوپ 

آن ، تجزيه كروماتين ها ، حالت نگين انگشتري هسته و وجود گنجيدگي هاي سلولي را نشان داد . در مشاهدات 

بيماريزايي  در مورد b 1386و بررسي هاي صورت گرفته مراحل بيماريزايي ويروس با آنچه كه افشار نسبت 

) سه  TEMبا ميكروسكوب الكتروني (  MBVويروس عنوان كرده اند مشابهت دارد . ايشان در مورد مطالعه كامل 

مرحله را در بيماريزايي اين ويروس نشان مي دهد كه مرحله اوليه هيپرتروفي خفيف سلول ها ، تغيير شكل 

ري هسته را داريم . در مرحله دوم هيپرتروفي هسته هستك و مهاجرت آن ، تجزيه كروماتين و حالت نگين انگشت

سلول ها و يك يا چند گنجيدگي را داريم و در مرحله پيشرفته يا سوم هسته سلول ها كاملاً هيپرتروفي شده به 

طوريكه فضاي سلول را كاملاً پر مي كند و فقط لايه نازكي از سيتوپلاسم باقي مي ماند و در اين حالت تعداد 

  يدگي درون هسته مشاهده مي شود . زيادي گنج
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مشاهدات ميكروسكوپ الكتروني در پنئوس مونودون تشريح شده است در  2000و همكاران  Vikersدر مطالعه 

اين مطالعه آورده است كه نوكلئوكپسيد هاي محتوي ژنوم ويروس كه به طور آزاد در سيتوپلاسم سلول ديده 

ظر مي رسد نوكلئوكپسيدها وسيله اي براي انتقال ژنوم ويروس از غشاء مي شوند به غشاء هسته مي چسبند و به ن

  پلاسمايي سلول هاي هپاتوپانكراس به هسته هاي آنها مي باشد . 

بررسي هاي مولكولي وجود بيماري را در پست لاروها و ميگوهاي بالغ مواجهه داده شده با ويروس را تاييد 

جهت مطمئن شدن از وجود بيماري در نمونه ها  PCRمايشات مولكولي كرد. لازم به ذكر است كه استفاده از آز

استفاده  IQ 2000و پشتيبان ساير روش هاي آزمايشگاهي صورت گرفت . در اين آزمايشات از كيت تشخيص 

دارد . با توجه به اينكه ويروس در  MBVشد كه نشان داد اين كيت كفايت لازم را در تشخيص بيماري 

كشورهاي مختلف داراي سويه هاي متفاوت مي باشد و لذا محققين در كشورهاي خود پرايمر هاي خاص براي 

) . كه در اين پروژه نيز ما پرايمر خاصي را طراحي  Boonsanong chokying , 2005اين ويروس طراحي نموده اند ( 

را بر روي ژل آگاروز تشكيل bp185احي شده در اين مطالعه ميتواند باندي به وزن  و استفاده نموديم. پرايمر طر

آزمايش  (Anneaaling)بعنوان دماي اتصال درجه  60و  55،57دهد. پرايمر طراحي شده در درجه حرارتهاي 

اي درجه آشكار ميشود. بطوركلي دم 60گرديد و مشخص گردي بهترين و مشخصترين باندها در درجه حرارت 

 Melting)ذوب استفاده ميشود. دماي اتصال كه دماي  PCRاتصال به عنوان يك شاخص در طي مرحله 

Temperature)  ياMT نيز گفته ميشود بر اساس ميزان بازهاي موجود در پرايمر و با فرمول 

=[(G+C) × 4ºC + (A+T)×2ºCMT 

به دليل دارا بودن پيوندهاي هيدروژني بيشتر از جفت بازهاي  G/Cجفت بازهاي  محاسبه ميشود. در اين فرمول

A/T  پايدارتر هستند. با محاسبه نسبتهاي بازهايG/C و بازهايA/T  ميتوان درجه حرارت اتصال در پرايمر را

و  60از درجه حرارتهاي   Belcher and Young (1998)محاسبه نمود. دماي اتصال در پرايمر طراحي شده توسط 

 60از درجه حرارت  Surachetpong etal(2005)استفاده نمود در حاليكه Nested -PCRدرجه سانتي گراد براي  65

سيكل داشته در حاليكه در برنامه پيشنهادي  35اين ويروس رادر  DNAدرجه استفاده نموده و بهترين ميزان تكثير 

از نمونه هاي آلوده  pg100 حساسيت اين پرايمر توانائي جداسازي ميزان در خصوص  سيكل ارائه گرديد. 40ما 

     را دارد. در حاليكه   MBVبه 

Surachetpong etal(2005)  حداقل ميزانDNA  در نمونه ها رابه ميزانpg13,42   ازDNA  نمونه هاي الوده را قادر به

ويروس بوده و در حالت  100قادر به شناسائي  IQ2000شناسائي ميباشد. ميزان حساسيت در كيت يك مرحله ائي 

Nested   در بررسي اختصاصيت پرايمر پيشنهادي مشخص  ويروس را نيز درنمونه ها شناسائي نمايد. 10ميتواند

را تكثير نموده و نمونه هاي الوده به ويروس لكه MBVگرديد كه اين پرايمر ميتواند فقط نمونه هاي مثبت با 

را نميتواند تكثير نموده و داراي ااختصاصيت براي   (HPV)و ويروس پاروويروس هپاتوپانكراس  (WSSV)سفيد

نيز داراي اختصاصيت  Belcher and Young  (1998)و  Surachetpong etal(2005)اين ويروس ميباشد. در مطالعات 
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روس به كشور معرفي گردند ين ويبودند. باتوجه به ورود ميگوي پاسفيد به كشور امكان اينكه سويه هاي ديگر ا

وجود داشته و چون اين سويه هاي جديد از كشورهاي ديگر ميايند ممكن است با پرايمر پيشنهادي قادر به 

  شناسائي آن نباشيم.
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Abstract: 

 

Shrimp production increasing rapidly in the world and in2013 the production reaches 4.2 MT.  In Iran the shrimp 

production is under development and estimated in 1393, 20 thousand tons produced. In this regards the important 

subject is health and disease in shrimp farm. The white spot syndrome virus for second time appears in chabahar 

and damage many farms. Because the aquaculture activity expand in the world in national, regional and 

international scale, many emerge disease are endanger. In this regard the viral disease is very important and not 

only decrease the production but also has a side effect in business and national economy. For control and 

prevention the viral disease, the accurate methods such as PCR kit were developed. In this project the PCR 

methods with sensitivity, specificity and efficacy was designed and used for detection viral disease. Many 

viruses have several serotypes and in different area maybe new serotype induce the disease. For this reason, the 

specific kit will be design. Three viruses consist of MBV, TSV and IHHNV are very pathogenic in shrimp farm 

and need the specific PCR kit for detection them. In this project the MBV virus was identified and designs a new 

primer with Oligo software and the primer amplified a part of DNA with 185 bp in the gel. The specificity and 

sensitivity of primer were checked by IQ2000 Kit and the primer used for detection unknown samples. 

Key world: Identification, Virus, Kit detection, New molecular methods.  
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