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روش كار

از ) ليتوپنئوس وانامي (جفت ميگوي پا سفيد غربي مولد  575واردات تعداد  �
مبدا هاوايي كشور آمريكا توسط يكي از شركت هاي تكثير ميگوي استان بوشهر در 

1384اواخر سال 
مبدا هاوايي كشور آمريكا توسط يكي از شركت هاي تكثير ميگوي استان بوشهر در 

1384اواخر سال 
روز 20طي مراحل قرنطينه اي به مدت  �
مولدين فوق الذكر همگي بر اساس گواهي رسمي دامپزشكي كشور مبدا نسبت �

– IHHND(به چهار بيماري اصلي ميگو  TSD – YHD – WSSD ( عاري
بوده ودر مراحل قرنطينه اي نيز آزمايشات لازم جهت رديابي ) SPF( ازپاتوژن 

دومرحله اي صورت پذيرفت  PCRويروس بيماريهاي فوق الذكر توسط تكنيك 
. كه همه نتايج منفي بوده و هيچ آثاري از وجود ويروس گزارش نگرديد 



�H�<H ��داري از �-@ Gروه�   -روش كار

تمامي پست لاروهاي توليدي در هر تانك مراكز تكثير : جمعيت هدف �
استان بوشهر

 random samplingقطعه پست لارو به صورت  150: اندازه نمونه � random samplingقطعه پست لارو به صورت  150: اندازه نمونه �

از ميگوهاي موجود در هرتانك   

% 2: درصد شيوع فرضي �

Ossiander & wedmayerاستفاده از جدول نمونه برداري �

%95: درصد اطمينان  �



روش كار

روزه عمليات رديابي جهت وجود بيماري لكه   5پس از توليد پست لارو هاي �

بر روي  PCRسفيد ميگو و ارسال نمونه ها به مركز تشخيص و انجام آزمايش 
.  نمونه ها در اسرع وقت انجام گرديد .  نمونه ها در اسرع وقت انجام گرديد 

قطعه پست لارو نمونه برداري  1000نقطه از هر تانك تعداد  5بدين ترتيب از �
و در يك تشت ريخته و خوب بهم زده مي شود سپس از وسط تشت تعداد  

.  قطعه پست لارو برداشته مي شود 150

.  روزه بودند  7روزگي و با ميانگين سن  10تا  5سن پست لاروها اكثرا با سن �



  85عملكرد سال 
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Ossiander & wedmayerاستفاده از جدول نمونه برداري �



روش كار

نمونه هاي اخذ شده در ظرف پلاستيكي تازه و درب دار با رعايت مراقبت كافي جهت كاهش  �
درصد يا به صورت تازه در آب و در مجاورت يخ به 70آلودگي جانبي و در محيط نگهدارنده اتانول 

.  آزمايشگاه مركز تشخيص ميگو ارسال مي شد 

در مركز تشخيص بيماريهاي ميگو نمونه ها دريافت و پس از ثبت اطلاعات در دفتر مربوطه به  � در مركز تشخيص بيماريهاي ميگو نمونه ها دريافت و پس از ثبت اطلاعات در دفتر مربوطه به  �

.  ارسال مي شد  PCRبخش 

قطعه  150به منظور افزايش دقت رديابي در مورد پست لا روها نمونه هاي ارسال شده كه شامل �
قطعه  50 -40نمونه حاوي  4- 3روزه يا بزرگتر از تانك هاي قبل از فروش بود به  5پست لارو 

.پست لارو تقسيم مي شد 

در مزارع پرورش نيز با توجه به تعداد استخرهاي ذخيره سازي شده عمليات نمونه برداري از �
استخرهاي انتخاب شده به صورت كاملا راندوم صورت گرفت و نمونه ها به روش فوق به آزمايشگاه 

.ارسال و مورد آزمايش قرار گرفتند 



روش كار

�DNA  نمونه هاي مذكور با استفاده از كيتIQ2000  ساخت شركتFarming IntelliGene 

Tech.corp.  كشور تايوان با استفاده از روش استخراجDTAB-CTAB  يا روشLysis buffer  استخراج
جهت رديابي ويروس لكه سفيد  Nested PCRشده و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده مورد آزمايش  جهت رديابي ويروس لكه سفيد  Nested PCRشده و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده مورد آزمايش 

.ميگو قرار مي گرفتند 



روش كار 
تعداد نمونه هاي اخذ شده از مراكز تكثير ومجتمع هاي پرورشي:  1جدول شماره 

  

نام مركز تكثير يا  

مجتمع پرورشي
تعداد نمونهنوع نمونه

115پست لاروزادآوري مند ميگو

52پست لاروميگوي ارغواني

33پست لارولاروپروران جنوب

98ميگو پرورشيمند

91ميگو پرورشي18دلوار 

15ميگوپرورشيحله

64ميگوپرورشيشيف

468جمع كل



نتايج 

متوسط و شديد نشان –خفيف –از آنجايي كه اين كيت آلودگي نمونه را در چهار سطح خيلي خفيف  �
كپي ژنوم ويروس بازاي هر واكنش است وجود يك ويروس درون  10مي دهد و حداقل سطح رديابي 

مشاهده باندهاي رسوبي بدين ترتيب است كه در نمونه . سلول ميگو با اين كيت قابل رديابي است  4000

 296bpمشاهده مي گردد و نمونه هاي مثبت باندهاي رسوبي در  bp 848هاي منفي فقط باند رسوبي  296bpمشاهده مي گردد و نمونه هاي مثبت باندهاي رسوبي در  bp 848هاي منفي فقط باند رسوبي 
 296شكل مي گيرد بر اين اساس در نمونه هاي آزمايش شده هيچ گونه باند رسوبي در  550bpو يا 
bp  550و bp  848و فقط باند رسوبي در .مشاهده نگرديدbp مشاهده گرديد.



Typical diagnostic results generated by IQ2000TM WSSV Detection and Prevention System.

نتايج

Lane 1: Sample of severe WSSV infection

Lane 2: Sample of moderate WSSV infection

Lane 3: Sample of light WSSV infection

Lane 4: Sample of very light WSSV infection

Lane 5: WSSV negative sample

Lane 6: Negative control (yeast tRNA or ddH2O)

Lane 7: WSSV P(+) standard, 2000 copies/reaction

Lane 8: WSSV P(+) standard, 200 copies/reaction

Lane 9: WSSV P(+) standard, 20 copies/reaction

Lane M: Molecular weight marker, 848 bp, 630 bp, 333 bp





نتايج 
  تعدادنمونه هاي ارسال شده وتعداد آزمايشات انجام شده به تفكيك مراكز: 2جدول شماره  

  

تعدادنمونه هاي ارسال مركز تكثير

شده
 PCRتعدادآزمايشات 
انجام شده

نتيجه آزمايش

منفي115445زادآوري مند ميگو منفي115445زادآوري مند ميگو

منفي52162ميگوي ارغواني

منفي3349لاروپروران جنوب

منفي200656جمع كل



نتايج 
تعداد نمونه ها وآزمايشات انجام شده مزارع پرورشي:  3جدول شماره 

نتيجه آزمايشتعدادنمونهنوع نمونهنام سايت 

منفي98ميگو پرورشي مند

منفي91ميگو پرورشي18دلوار  منفي91ميگو پرورشي18دلوار 

منفي15ميگو پرورشيحله

منفي64ميگو پرورشيشيف 

منفي268جمع كل
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�	�ورد 
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I8�

�	اي رد���P و�	وس ��?�ري ,�Q� )N  روش  lo  et  alروش -�p��- D ! )�C ١٩٩٨و  `١٩٩در ��ل �
nested  pcr Aا� Dد��  


� ��! % A����W٩٩ % ٩٨/`داراي � A�C�I��ا

�رد ا���QدD �( روش  � Aآ�Nested PCR    و Dكپي ژنوم ويروس  10حداقل سطح رديابي ��د

.سلول ميگو با اين كيت قابل رديابي است  4000بازاي هر واكنش است وجود يك ويروس درون  .سلول ميگو با اين كيت قابل رديابي است  4000بازاي هر واكنش است وجود يك ويروس درون 

.بوده و پاسخ ها به آساني قابل تفسير مي باشد  Internal controlداراي �
با توجه به اينكه در همه آزمون ها كنترل داخلي كيت پاسخ داده و باند رسوبي تشكيل شده بود نتيجتا �

استخراج و تكثير شده بود DNAدر همه نمونه ها 
  DNAبا توجه به اينكه در همه آزمون ها نمونه هاي كنترل مثبت كه حاوي سه غلظت  مختلف از �

ويروسي بوده تكثير شده و بر روي ژل باند رسوبي تشكيل داده بودند لذا روش آزمون  صحيح مي باشد

تشكيل نشده بود بر  550bpو يا  296bpبا توجه به اينكه در هيچ كدام از نمونه ها باندهاي رسوبي در �
اساس دستورالعمل كيت نمونه ها منفي قلمداد و عاري از ويروس لكه سفيد فرض مي شوند



  %��B �1��H

با توجه به روش نمونه برداري ، نوع آزمايش مورد استفاده ، دقت  �
ميگوهاي پرورشي استان بوشهر % 95كيت مورد استفاده با اطمينان 

.بودند  WSSVفاقد ويروس  1385در سال  .بودند  WSSVفاقد ويروس  1385در سال 
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