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اخطار  يیريسیَای   مىظًر شىاسایی بیماری بٍ Real-Time PCR استفادٌ از ريش

وسل پایٍ ماَیان آلای روگیه کمان  قسلدر مًلدیه  (IPN ،VHS  ٍIHN) کردوی

 (SPF) خاص بیماریسای عًامل از عاری
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 1351اسفىد تازیخ پریسش:                                              1351آذز تازیخ دزیافت: 

 چکیدٌ
 Real-Timeاستفادُ اص سٍش  با آلای سًگیي کواى قضلهاّی ٍیشٍسی  صا بیواسی، ضٌاسایی ػَاهل هختلف پظٍّصّذف اص اجشای ایي 

PCR بیواسی ًکشٍص ػفًَیضاهل ّای ٍیشٍسی ضایغ  بِ هٌظَس تطخیع سشیغ ٍ دقیق بیواسی ( بافت خًَساصIHNبیواسی سپت ،)سوی  ی
 ًگْذاسی ضذُ دس طشح کلاى هلی هَلذیي ًسل پایِدس جوؼیت ( IPNًکشٍص ػفًَی پاًکشاتیک )بیواسی ( ٍ VHSّوَساطیک ٍیشٍسی )

ضکی کطَس دس بذیي هٌظَس اص هَلذیي هضاسع هٌتخب هَسد تاییذ ساصهاى داهپض .بَدُ است (SPF) ّای خاظ تَلیذ هاّیاى ػاسی اص بیواسی
ٍ اص هتفاٍت ّای سٌی   بشداسی اص هاّیاى دس سدُ  ضذ. ًوًَِبشداسی   ًوًَِّای هاصًذساى، کْگیلَیِ ٍ بَیشاحوذ ٍ آرسبایجاى غشبی   استاى
با  Real-Time PCRٍ آصهایطات  RNAاستخشاج . هٌجوذ ضذًذبلافاغلِ دس اصت هایغ ّا   ًوًَِّای هختلف غَست پزیشفت ٍ   اًذام

ّای ٍیشٍسی بِ  اص آصهایص هاّیاى سالن ٍ هطکَک بِ بیواسی حاغلًتایج  .ضذهَسد ًظش اًجام ّای   ٍیشٍعتفادُ اص پشایوشّای هشبَط بِ اس
دس حالیکِ ٍیشٍع  ًطاى داددس تؼذادی اص هضاسع هٌتخب سا  VHS  ٍIHN یصا ّای بیواسی ٍیشٍع ، ٍجَدReal-Time PCRسٍش 
تَاًذ بِ  هی Real-Time PCRسسذ کِ سٍش   بش اساع ًتایج حاغل اص ایي بشسسی بٌظش هی .ّا ضٌاسایی ًطذ  دس ًوًَِ IPN یصا بیواسی
تطخیع سٍش هکول  ًیضٍ  آلای سًگیي کواى ّای ٍیشٍسی قضل بیواسی گشی غشبال ّای سٍش تطخیػی سشیغ دس آصهایصػٌَاى 
 َسد استفادُ قشاس گیشد. ه کطت بافتهتذاٍل  ّای دس اداهِ آصهایصصا  ّای بیواسی ٍیشٍع

 VHS‏،IHN‏،IPN‏،Real-Time PCR‏ویروسی،‏های‏بیماری‏کمان،‏روگیه‏آلای‏قزل :کلیدی لغات

 ًَیسٌذُ هسئَل*
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 مقدمٍ

سمبضبی سٚ ثٝ سؿذ خٟب٘ی ثشای غزاٞبی دسیبیی ٕٞچٙیٗ 
ٔٛخت ظشفیز ٔحذٚد ثخؾ كیبدی ثشای ثشآٚسدٖ ایٗ سمبضب 

د٘یب سؿذ یبثذ. اػششع دس  كٙؼز آثضی دشٚسی دس ػشاػشؿذ، 
ٞبی دشٚسؿی ٕٔىٗ اػز سٛا٘بیی ٔمبثّٝ ثب ػفٛ٘ز سا دس  ٔحیظ
ٞبی دشٚسؽ  ؿیٜٛ ،دیٍش ػٛیاص سحز سأثیش لشاس دٞذ ٚ  ٔبٞیبٖ
. ػٛأُ ؿٛ٘ذ  ٔیٔٛخت ا٘شمبَ ػشیغ ثیٕبسی  ٘یض ٔششاوٓ
ایدبد  ػجتصای ٚیشٚػی چٙذیٗ دٞٝ اػز وٝ  ثیٕبسی

صیشا ؿذٜ اػز، دس آثضیبٖ شاٍ٘یض ٚ چبِؾ ثٞبی ّٟٔه  ثیٕبسی
ٞبی ٔٛثش ٚیشٚػی ثشای آٟ٘ب دس  دسٔبٖ اػبػی ٚ ٚاوؼٗ

. ػٝ (1389٘فیؼی، ) دشٚسی ٚخٛد ٘ذاسد ٞبی آثضی ػیؼشٓ
، 1(IHN٘ىشٚص ػفٛ٘ی ثبفز خٛ٘ؼبص )ثیٕبسی ٚیشٚػی 

ٚ ٘ىشٚص ػفٛ٘ی 2( VHSػٕی ٕٞٛساطیه ٚیشٚػی ) یػذش
ٔؼشی  ثـذری ٚیشٚػی ٞب اص خّٕٝ ثیٕبسی 3(IPNدب٘ىشاسیه )

سشیٗ ٔـىلار دس   ػٙٛاٖ یىی اص ٟٔٓٝ دس ٔضاسع دشٚسؿی د٘یب ث
٘فیؼی، ) كٙؼز آثضی دشٚسی آصاد ٔبٞیبٖ ٔؼشفی ؿذٜ اػز

ٞبی  ثش اػبع دػشٛساِؼُٕ ػبصٔبٖ خٟب٘ی  ثیٕبسی. (1389
4(OIEٚاٌیشداْ )

ی  ٞب ٞبی ٔخشّفی ثشای ؿٙبػبیی ٚیشٚع سٚؽ 
، RT-PCR  ،IFAT 5 ،NT 6ؿبُٔ وـز ػِّٛی،  ٔزوٛس

ELISA  دّیٕشاص ای  ص٘دیشٜ ٚاوٙؾ یب Real-Time  دیـٟٙبد
 .(OIE, 2016)ؿذٜ اػز 

 سددبی ؿٙبػبیی ثٝ ثشٛاٖ آٖ دس وٝ ٌضاسؿی اِٚیٗ ؿبیذ
 سٍ٘یٗ آلای لضَ ٔبٞیبٖ دس 7اخغبس وشد٘ی ٚیشٚػی ٞبی  ثیٕبسی

 ٕٞىبساٖ ٚ صٞشا رسیٝ ٌضاسؽ ٕ٘ٛد، دس وـٛس اؿبسٜ وٕبٖ
 احشٕبِی ػُّ ثشسػی ثٝ ٔغبِؼٝ ایٗ دس آٟ٘ب. ثبؿذ (1384)

 دس وٕبٖ سٍ٘یٗ آلای لضَ خٛاٖ ٔبٞیبٖ ٚ ٘ٛصاداٖ سّفبر ػٙذسْ
 وـٛس دس ػشدآثی ٔبٞیبٖ دشٚسؽ دس ٔغشح اػشبٖ ؿؾ ػغح

 وـز ٕٞچٖٛ سـخیلی ٌٛ٘بٌٖٛ ٞبی  سٚؽ ثب ٚ دشداخشٙذ
 دسخـبٖ ٞبی  دبدسٗ ،ELISA اِىششٚ٘ی، ٔیىشٚػىٛح ػَّٛ،

(FAT)، ٞبی  دبدسٗ اص اػشفبدٜ ثب ٚ ؿٙبػی ٚ آػیت ٕٞبسِٛٛطی 
 ٞبی  سٚؽ اص ٌیشی  ثٟشٜ ٚ ٔٙٛوّٛ٘بَ، ٚ وّٛ٘بَ  دّی اخشلبكی

 ساثذٚٚیشٚع ٕ٘ٛ٘ٝ یه خذاػبصی ثش ػلاٜٚ ،OIE سٛكیٝ ٔٛسد
(IHN-like virus)، ٚیشٚع ثٝ ٔشثٛط ٞبیدبدسٗ ؿذ٘ذ ٔٛفك 

                                                           
1
 Infectious Hematopoietic Necrosis 

2
 Viral Hemorrhagic Septicemia 

3
 Infectious Pancreatic Necrosis  

4
 World Organization of Animal Health 

5
 Immunofluorescent antibody test 

6
 Neutralization test 

7
 Notifiable  

IHN، IPN ٚ ٘یض VHS آلای لضَ ٔبٞیبٖ چٝث ٚ ِٔٛذیٗ دس سا 
 Zorriehzahra et).) ذٕ٘بیٙ سدیبثی ٚ ؿٙبػبیی وٕبٖ سٍ٘یٗ

al., 2005  ،سددبی  دبدسٗ ٚخٛد آ٘بٖ ٘شبیحدس ادأٝ سحمیمبر ٚ
ػشْ خٖٛ  دس سا ٔزوٛس صئٛسیه ادی ثیٕبسی ػٝ ٞش ٞبی  ٚیشٚع
 ٕ٘ٛد اثجبر ٔغبِؼٝ، ٔٛسد ٞبی  اػشبٖ آلای لضَ ٔبٞیبٖ ِٔٛذیٗ

(Zorriehzahra et al., 2019). 
ٞبی كٙؼز دشٚسؽ  سشیٗ ثیٕبسی  ، یىی اص IHNٟٓٔٚیشٚع 

آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ اػز. سبوٖٙٛ دسٔب٘ی  لضَ ٝآصادٔبٞیبٖ اص خّٕ

وٙذ  % سّفبر ایدبد ٔی100ثشای آٖ ؿٙبخشٝ ٘ـذٜ اػز ٚ سب 
(Dhar et al., 2008 ػبُٔ ایدبد ایٗ ثیٕبسی .) ٌٝ٘ٛ یه

خب٘ٛادٜ  اص Norirhabdovirusٚیشٚع اص خٙغ 
Rhabdoviridae ٌٝ٘ٛ ٞبی ٔشؼذدی اص آصادٔبٞیبٖ  اػز وٝ دس

 IHNٕ٘بیذ. طْ٘ٛ ٚیشٚع  ٚحـی ٚ دشٚسؿی ایدبد ثیٕبسی ٔی
ثب  RNAسؿشٝ غیشوذ دٞٙذٜ  ای ٚ ؿبُٔ یه سؿشٝ ثلٛسر سه

، ؿؾ IHNویّٛثبص اػز. دس طْ٘ٛ ٚیشٚع  1101ا٘ذاصٜ سمشیجی 
 nucleocapsid (N) ،Polymerase-assiciatedطٖ ؿبُٔ: 

phosphoprotein (P) ،Virus polymerase (L)  .ٚخٛد داسد
ؿٛد ٚ دس عَٛ  اثشذا ثیبٖ ٔی N، طIHNٖٞبی  دس ٔیبٖ طٖ

 ,Bootland and Leongسشیٗ اػز ) ثیٕبسی ٚیشٚػی فشاٚاٖ

یه طٖ خٛة ثشای سـخیق اِٚیٝ  N-gene ،(. ثٙبثشای2011ٗ
دس فشآیٙذ  Gطٖ  ،Nاػز. دس ٔمبیؼٝ ثب طٖ  IHNثیٕبسی 

ػبػز ثؼذ اص ثیٕبس ؿذٖ( ثیبٖ  9-10ثیٕبسی ٚ دیشسش )حذٚد 
ػٙٛاٖ یه ٘ـبٍ٘ش خٛة ٝ ؿٛد وٝ ثٝ ٕٞیٗ ػّز اص ایٗ طٖ ث ٔی

    ٌشدد اػشفبدٜ ٔی IHNٞبی ٚیشٚع  خٟز آ٘بِیض فیّٛط٘ی ایضِٚٝ
( Troyer et al., 2000; Graver et al., 2003; Kurath et 

al., 2003 ٖط .)L ، ْطٖ اِٚیٝ ٚ ٔحبفظز ؿذٜ دس ثیٗ سٕب
اػز. ثؼلاٜٚ، ایٗ ٔٛضٛع وٝ ٕٞٝ  IHNٞبی ٚیشٚع  ػٛیٝ
داسای  ،ا٘ذ ٞبی اعلاػبسی ثجز ؿذٜ وٝ دس دبیٍبٜ Lٞبی طٖ  سٛاِی

ز وٝ دشایٕشٞبی عشاحی ثذاٖ ٔؼٙبػثبؿٙذ،  سٛاِی یىؼب٘ی ٔی

ٞبی ٔخشّف  لبدس ثٝ سىثیش ػٛیٝ Lؿذٜ ثش اػبع سٛاِی طٖ 
 ٚیشٚع (. ایDhar et al., 2008ٗثبؿٙذ ) ٔی IHNٚیشٚع 

اص آ٘دبییىٝ ایٗ  ٚ ؿٛد ٔی ٔبٞیبٖ ثچٝ دس ٔیش ٚ ٔشي ػجت
 ، ٔبٞیبٖاػزثیٕبسی ثٝ ٞش دٚ سٚؽ افمی ٚ ػٕٛدی لبثُ ا٘شـبس 

 ثیٕبسی ایٗ. ٔب٘ٙذ ٔی ثبلی ٚیشٚع ایٗ ٘بلُ ػٙٛاٖٝ ث آِٛدٜ ثبِغ
 دسخٝ 15 صیش دٔبی ثب آثٟبیی دس آٔشیىب غشثی ؿٕبَ اص ثبس اِٚیٗ

 ٚ فبسع اػشبٖ دس احشٕبلاً ایشاٖ دس ٚ ؿذٜ ٌضاسؽ ٌشاد  ػب٘شی
اػز )ػشبسی ٚ سٚػشبیی،   ؿذٜ ٌضاسؽ ٔدبٚس ٞبی اػشبٖ
ٞبی اخیش ٘یض ٔٛاسدی اص ٚلٛع ٚ سّفبر سػٕی اص  دس ػبَ .(1378
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ٞبی وـٛس ٌضاسؽ ؿذٜ اػز  ایٗ ثیٕبسی دس ثشخی اػشبٖ
(Adel et al., 2016). 

 آصادٔبٞیبٖ ّٟٔه دس ٚیشٚػی ٞبی ثیٕبسی ، اصVHSع ٚیشٚ
 خٙغ ثٝ ٔشؼّك ایی سؿشٝ سه ٚیشٚع یه ٚ اػز( آلا لضَ)

Novirhabdovirus، ساثذٚٚیشٚع خب٘ٛادٜ اص 
(Rhabdoviridae) ثبؿذ ٔی (Dietzgen and Kuzmin, 

طٖ وذ وٙٙذٜ  6ٚ  یّٛ ثبصو 11ؿبُٔ سمشیجب  VHSطْ٘ٛ (. 2012
(، M(، ٔبسشیىغ)P)-، فؼفٛNucleocapsid-(N)اص خّٕٝ 

( Lدّیٕشاص ) RNA( ٚ دشٚسئیٗ NV(، غیشػبخشبسی )Gٌّیىٛ )
، N ،P ،G  ٚNVٞبی دشٚسئیٗ  اػز. ثش اػبع آ٘بِیض فیّٛط٘ی طٖ

ط٘ٛسبیخ ٔشفبٚر ؿبُٔ  4ثٝ  VHSٞبی ٚیشٚع  ایضِٚٝ
 Snow etؿٛ٘ذ ) سمؼیٓ ثٙذی ٔی I ،II ،III  ٚIVٞبی  ط٘ٛسبیخ

al., 2004; Einer-Jensen et al., 2005 .) ػجت ایٗ ثیٕبسی
ثشای اِٚیٗ ثبس دس ٚ ؿٛد  آلا ٔی سّفبر ثبلا دس ٔضاسع دشٚسؽ لضَ

 Haghighi et) ٌشدیذٌضاسؽ دس وـٛس  1383ػبَ 

al.,2008)ایٗ ػبصٔبٖ دأذضؿىی وـٛس عٛس سػٕی ٝ . ث
ٞبی ٚاٌیش  ثٝ ػبصٔبٖ خٟب٘ی ثیٕبسی 1385دس ػبَ سا ثیٕبسی 

ٞبی  ٚلٛع ٕٞٝ ٌیشی 1392. دس ػبَ ٕ٘ٛدٌضاسؽ   (OIE)داْ 
ٞبی ٔخشّف وـٛس ٌضاسؽ ؿذ  ؿذیذ اص ایٗ ثیٕبسی دس اػشبٖ

وٝ ٔٛخت خؼبسار الشلبدی ثؼیبس دس ٔیبٖ ٔضاسع ػشدآثی 
 (.1396ٚ ٕٞىبساٖ،  ثىبییوـٛس ٌشدیذ )

سّفبر ؿذیذی دس ثچٝ ٔبٞیبٖ آصادٔبٞیبٖ ػجت  دس، IPNٚیشٚع
ػبُٔ ایدبد ایٗ ٌشدد.  ٔبٞیبٖ ثبِغ ٔی ٚ ٘یضٔبٜ  6ثب ػٗ صیش 

ای ثذٖٚ دٛؿؾ اص خب٘ٛادٜ  سؿشٝ 2یه ٚیشٚع  ثیٕبسی
Birnaviridae خٙغ ،Aquabirnavirus داسای لغش سمشیجی ،

دٚ  RNAلغؼٝ  2ثبؿذ. طْ٘ٛ ایٗ ٚیشٚع داسای  ٘ب٘ٛٔشش ٔی 60
سا وذ وذؼیذ ، وٝ دشٚسئیٗ ٚیشٚػی Aایی اػز. لغؼٝ  سؿشٝ

(، یه دشٚسئبص ٚیشٚػی VP3دشٚسئیٗ داخّی )(، VP2وٙذ ) ٔی
(VP4( یه دشٚسئیٗ غیشػبخشبسی ٚ ،)VP5 ٝلغؼ ٚ )B  ٝو

RNA دّیٕشاص سا وذٌزاسی ٔی ( وٙذDobos, 1995 .) ِٗٔٛذی
صایی دس ٔٛاد سٙبػّی سخٕه  ٘بلُ داسای ػغٛح ٔشفبٚر ثیٕبسی

ثبؿذ ثغٛسیىٝ ا٘شمبَ ػٕٛدی ایٗ ٚیشٚع ثش خلاف  ٚ اػذشْ ٔی
ػغح سخٓ ٞب ٔـبٞذٜ ؿذٜ اػز. خٟز دس ی ٌؼششدٜ ضذػفٛ٘

، ٔٛاد سٙبػّی ِٔٛذیٗ IPNخٌّٛیشی اص ا٘شمبَ ػٕٛدی ٚیشٚع 
وٝ   ٌیشد. اص آ٘دبیی ٔـىٛن ثٝ ثیٕبسی ٔٛسد آصٔبیؾ لشاس ٔی

ٞبی آِٛدٜ ثٝ ٚیشٚع دبییٗ اػز،  دس ثبفز IPNٚیشٚع  سؼذاد
 Tapiaٞبی حؼبع وبسثشدی ٔٛسد ٘یبص اػز ) اػشفبدٜ اص سٚؽ

et al., 2017ٜٚی یؿٙبػب ،(. ثؼلاIPN ٞبی  ثبیذ ثش اػبع سٚؽ

ٔخشّف  شٚسیخ ٞبی ٔٙبػت سـخیلی خٟز ؿٙبػبیی ػ
 .ٚیشٚع ثبؿذ

خٟز  Real-time PCRدس حبَ حبضش، اػشفبدٜ اص سٚؽ 

عٛس   ٞبی ٚیشٚػی آثضیبٖ ثٝ سـخیق ػشیغ ٚ دلیك ثیٕبسی

 ,.Bowers et al)  ای ٔٛسد اػشمجبَ لشاس ٌشفشٝ اػز ٌؼششدٜ

2008; Ørpetveit et al., 2010; Bowers and Dhar, 

2011; Eissler et al., 2011)  . ٚ دس ایشاٖ، ثب سٛخٝ ثٝ ؿشایظ

ٞبی ٔخشّفی ثشای ؿٙبػبیی   أىب٘بر آصٔبیـٍبٞی اص سٚؽ

ؿٛد. ثب سٛخٝ ثٝ  آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ اػشفبدٜ ٔی ٞبی لضَ ٚیشٚع

 ثٝ IHN ،VHS  ٚIPNاعلاػبر ٔٛخٛد ٚ ٌضاسؽ ػٝ ٚیشٚع 

صا دس وـٛس، ٘یبص ثٝ دػششػی ثٝ اعلاػبر  ػٙٛاٖ  ػٛأُ ثیٕبسی 

ٞبی سـخیلی ػشیغ ٚ دلیك، دشاوٙؾ ٚیشٚع ٚ  دس ٔٛسد سٚؽ

عٛس    ٝث. ٔٛخٛد دس وـٛس ٚخٛد داسد 1ٞبی ط٘ی ا٘ٛاع ٌشٜٚ

ٞبی ٚیشٚػی دس  ٔشذاَٚ، سٚؽ دیـٟٙبدی ثشای سـخیق ثیٕبسی

ِّٛی ٚیشٚع ٚ ٔشؼبلت آٖ ؿٙبػبیی وـٛس، خذاػبصی ٚ وـز ػ

ٚ آ٘شی ثبدی ٚیشٚع ٚ ٘یض  ELISAٚیشٚع ثب اػشفبدٜ اص سٚؽ 

ثٝ ٞبی ٔٛسد اػشفبدٜ  سٚؽ. اػز RT-PCRاػشفبدٜ اص سٚؽ 

ٚ ػلاٜٚ ثش آٖ ثبؿٙذ  ٌیش ٚ دشٞضیٙٝ ٔی ثؼیبس ٚلز ،ٓ دلز ثبلاسغ

سغٓ ٌؼششؽ ثٝ . ثبؿذ ٞبی سخللی ٔی ٘یبص ثٝ آصٔبیـٍبٜ

-Realاص خّٕٝ  PCRٞبی وٕی ٔجشٙی ثش  ص سٚؽاػشفبدٜ ا

Time PCR ،ثب ایٗ ٚخٛد ایٗ سٚؽ دس  دس ثؼیبسی اص وـٛسٞب

دس ایٗ دظٚٞؾ ثب اػشفبدٜ اص . ایشاٖ ٞٙٛص ٔشذاَٚ ٘ـذٜ اػز

ؿٙبػبیی ٚ سـخیق ، Quantitative Real-Time PCRسٚؽ 

آلای دشٚسؿی ؿبُٔ  ػٝ ثیٕبسی اػبػی ٚ ٟٔٓ ٚیشٚػی لضَ

IPN ،IHN ٚ VHS  ٜكٛسر ٌشفز وٝ دس ایشاٖ ػّز ػٕذ

ٞبی اخیش ثـٕبس  آلای دشٚسؿی دس ػبَ ٔشي ٚ ٔیش ٔبٞیبٖ لضَ

ٞبی وٟىیّٛیٝ ٚ  چٙذیٗ وبسٌبٜ دس اػشبٖ ٚ دس سٚ٘ذ ٔی

ثٛیشاحٕذ، آرسثبیدبٖ غشثی ٚ ٔبص٘ذساٖ دس ساػشبی اخشای عشح 

ٔٛسد  (SPF)ولاٖ ّٔی سِٛیذ ٔبٞیبٖ ػبسی اص ثیٕبسی خبف 

وٝ یه سٚؽ سـخیلی ػشیغ ٚ    اص آ٘دبیی ٚ شاس ٌشفزثشسػی ل

ثبؿذ، اػشفبدٜ اص  ٚیشٚػی ٔیٞبی  دلیك دس ؿٙبػبیی ثیٕبسی

وٕه ثؼیبس ٟٕٔی دس وٙششَ ٚ  Real-Time PCRسٚؽ 

آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ دس  ٞبی ٚیشٚػی لضَ دیـٍیشی اص ثیٕبسی

  .وـٛس خٛاٞذ ٕ٘ٛد

 
 

                                                           
1
 Genogroups 
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 َا مًاد ي ريش
 ًوًَِ برداری

ٞبی ٔبص٘ذساٖ، وٍٟیّٛیٝ ٚ  ٔضاسع ٔٙشخت دس اػشبٖ ثب ٔشاخؼٝ ثٝ
سبثؼشبٖ  ِغبیز 1394ثٛیش احٕذ ٚ آرسثبیدبٖ غشثی اص صٔؼشبٖ 

ٞبی ٚیشٚػی ؿبُٔ سیشٌی سً٘،  ػلایٓ ثبِیٙی ثیٕبسی 1395
اؿشٟبیی،  ٞبی خّذی ٚ داخّی، ػذْ سؼبدَ دس ؿٙب، ثی خٛ٘شیضی

ٔبٞیبٖ  ٌیشی ٚ ٔشي ٔٛسد سٛخٝ لشاس ٌشفز. حبِی، ٌٛؿٝ ثی
داسای ػلایٓ ثبِیٙی ٚ وبِجذٌـبیی ثٝ كٛسر خذاٌب٘ٝ 

اص  (Pool) سدٕیغ ؿذٜ ٕ٘ٛ٘ٝ 22 خٕؼبًثشداسی ؿذ٘ذ.  ٕ٘ٛ٘ٝ
اص حذاوثش  ٔبیؼبر سٙبػّی اص یبعحبَ ٚ آثـؾ ، ٞبی وّیٝ ثبفز
ِیششی اػششیُ  ٔیّی 15فبِىٖٛ  ٚیبَػذد ٔبٞی دس یه  10

دٕیغ ؿذٜ اص ثبفز ٕ٘ٛ٘ٝ س 8ٕ٘ٛ٘ٝ ٔبیغ سٙبػّی ٚ  14ؿبُٔ )
ٝ داخُ سب٘ه ٌزاسی ث ؿٕبسٜآٚسی ٚ دغ اص  خٕغٞبی ٔخشّف( 

 ٔٙشمُ ٌشدیذ. ٌشاد دسخٝ ػب٘شی -196ٔبیغ ثب دٔبی  اصر
ٞب دغ اص ا٘شمبَ ثٝ آصٔبیـٍبٜ ٚیشٚع ؿٙبػی دظٚٞـىذٜ  ٕ٘ٛ٘ٝ
دسخٝ  -80دشٚسی آثٟبی داخّی )ا٘ضِی( ثٝ فشیضس  آثضی

اص ػٝ ٕ٘ٛ٘ٝ ٚیشٚع خذا ٕٞچٙیٗ ٔٙشمُ ؿذ٘ذ.  ٌشاد ػب٘شی
ٚ ٘یض وٙششَ ٔثجزٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝؿذٜ ٔٛخٛد دس ٔشوض ا٘ضِی ثؼٙٛاٖ 

اػشفبدٜ  ٞبی ٔٛسد ٔغبِؼٝ وـز ػِّٛی ثشای ٚیشٚع ٕ٘ٛ٘ٝ 12 
 ٌشدیذ.

 
 cDNAٍ سبخت  RNAاستخراج 
ثب ٞبی ثبفز ٚ ٔبیغ وـز ػِّٛی   اص ٕ٘ٛ٘ٝ RNAاػشخشاج 

SinaPure Kit (RNA Extraction Kit ٚ )اػشفبدٜ اص ویز 
ٞبی اػشخشاج  ا٘دبْ دزیشفز. ٕ٘ٛ٘ٝٔشثٛعٝ ثشاػبع دػشٛساِؼُٕ 

( ND1000, USAؿذٜ اثشذا ثب اػشفبدٜ اص دػشٍبٜ ٘ب٘ٛدساح )

 500ػبصی ثب غّظز یىؼبٖ ) سؼییٗ غّظز ؿذ٘ذ ٚ دغ اص سلیك

ng/µl ٘ؼجز ثٝ ػبخز ،)cDNA ( الذاْ ٌشدیذBowers et 

al., 2008 ٌٝ٘ٛثبلی ٔب٘ذٜ (. ثٕٙظٛس حزف ٞشDNA  ط٘ٛٔی دس
وُ ثشای ٞش  RNAٔیىشٌٚشْ اص  10، ٔمذاس RNAٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝ

 ,DNase- RNase free (Fermentasٕ٘ٛ٘ٝ ثب اػشفبدٜ اص 

France) .ػبخز  سیٕبس ؿذ٘ذcDNA ٓثب اػشفبدٜ اص آ٘ضیM-

MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas)   .ا٘دبْ ؿذ 
 

 Real-Timeّبی آغبزگرطراحی 
ٚیشٚع ثش اػبع  3ثشای  Real-Time PCRاِی آغبصٌشٞبی سٛ

 (. 1ٔٙبثغ ٔٛخٛد سٟیٝ ٌشدیذ )خذَٚ 
 

 آلای رًگیي کوبى ّبی ٍیرٍسی قسل ّبی هَرد استفبدُ در ضٌبسبیی بیوبریآغبزگرتَالی  :1خذٍل 

Table 1: Sequence of primers used in the identification of rainbow trout viral diseases 
 هٌبع تَالی پرایور 

Rainbow trout –beta actin 1301F CCCAAACCCA GCTTCTCAGT CT Dhar et al., 2008 

Rainbow trout –beta actin 1413R TGCTTCACCG TTCCAGTTGT G 

Rainbow trout EF-136F TGATCTACAA GTGCGGAGGC A 

Rainbow trout EF-236R CAGCACCCAG GCATACTTGA A 

IPN-WB1-qRT2 CCGCAACTTACTTGAGATCCATTATGC Tapia 2017 

IPN-WB2-qRT2 CGTCTGGTTCAGATTCCACCTGTAGTG 

IPN-VP2F-qRT3 TCCAACTACGAGCTGATCCC A 

IPN-VP2R-qRT3 GTCCTCTCCTTGTACTCCTC 

VHS OIE-1F AAACTCGCAGGATGTGTGCGTCC3 OIE, 2016 

VHS OIE-1R TCTGCGATCTCAGTCAGGATGAA3 

VHS OIE-2F ATGAGGCAGGTGTCGGAGG 

VHS OIE-2R TGTAGTAGGACTCTCCCAGCATCC 

IHN-N316F  ACCTTCGCAGATCCCAACAAC Dhar et al., 2008 

IHN-N441R TGTGGCCATCTTGTCCACATC 

IHN-G296F TCCACAAAGTCCTGTACCGCA 

IHN-G409R TGTCATACGCCCCTGCTTCTT 

IHN-N737F TGTGCATGAAGTCAGTGGTGG 

IHN-N843R   CCTGCTCATCATGACACCGTA 

IHN-G1035F CGCTATGCACAAAGGCTCCAT 

IHN-G1147R      ATTTCGTGAAGCTGGTAGCGC 
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 Real Time PCRآزهبیص 
ٔیىشِٚیشش ٚ ثب اػشفبدٜ  12دس حدٓ ٟ٘بیی   qPCRٞبی  ٚاوٙؾ

 SYBR GreenER qPCR Supermix Universal × 1اص 

(Invitrogen)  ٜدػشٍب ٚBioRad, CFX96   ْ٘ش  ٚ
ا٘دبْ ؿذ.  Opticon Monitor 3.0 (Bio-Rad, USA)افضاس

ٔیىشٚ ٔٛلاس،  2/0غّظز ٟ٘بیی ثب   آغبصٌشٞش ٚاوٙؾ ثشای ٞش 
ا٘دبْ  سىشاس 3دس ٚ  ROXٚ سً٘ سفش٘غ  x1ػبیجش ٌشیٗ 

ٚ سىثیش ٞش  1اسلبَ دشایٕش  ثٝ ٔٙظٛس سؼیٗ دٔبی ٔٙبػتٌشدیذ. 

ٔشثٛط ثٝ ٚیشٚع  cDNA دٚ ٕ٘ٛ٘ٝ، ٚ ثب اػشفبدٜ آغبصٌش
دسخٝ  55-65) اػشب٘ذاسد )ٕ٘ٛ٘ٝ وٙششَ ٔثجز( سؼز ٌشادیبٖ

ٚ ثب اسصیبثی ویفیز ٔٙحٙی سىثیش ٚ ٘یض ٔٙحٙی  ٌشاد( ػب٘شی
 Real-Time PCR( دس دػشٍبٜ melt curve٘مغٝ رٚة )

ٔٙظٛس اعٕیٙبٖ اص ػذْ آِٛدٌی ٝ ث ٔحبػجٝ ٚ ٔـخق ٌشدیذ.
، یه ٚاوٙؾ PCRسٟیٝ ٔؼششٔیىغ ٔٛاد ٔٛسد اػشفبدٜ دس 

ٞبی  طٖ آغبصٌش وٙششَ ثذٖٚ ٕ٘ٛ٘ٝ اٍِٛ دس ٞش دّیز لشاس ٌشفز.
 β-actin   ٚelongation factor 1-αٔشخغ داخّی اص خّٕٝ 

(EF-1-α)ٞبی ٔٛخٛد دس ثب٘ه طٖ )ؿٕبسٜ  ، ثش اػبع سٛاِی
( ٔٛسد اػشفبدٜ AF157514  ٚAF498320دػششػی ثششسیت: 

  (. Dhar et al., 2008)لشاس ٌشفشٙذ 
 
از طریق رسن  آغبصٌشْیٌِ سبزی ضرایط تکثیر ّر خفت ب

 هٌحٌی استبًذارد
 (E)سىشاسدزیشی آصٔبیؾ ٚ ٘یض سخٕیٗ وبسایی  ٔٙظٛس اسصیبثی  ثٝ

آغبصٌشٞبی ٔٛسد اػشفبدٜ، ٔٙحٙی اػشب٘ذاسد ثشای ٞش خفز 
 cDNAثشای ٕ٘ٛ٘ٝ آغبصٌش آغبصٌش ثب اػشفبدٜ اص سىثیش ٞش خفز 

 ثبع ٚ دس ػٝ سىشاس دس ٞش دّیز ثىبس سفز. سىشاسدزیشی ٚیشٚ
Rٔمذاس 

دس ٔٙحٙی اػشب٘ذاسد ٔـخق ٌشدیذ. سا٘ذٔبٖ سىثیش  2
(E) َٛٔاص فش ،E= 10 (-1/slope)  ثب اػشفبدٜ اص ؿیت ٔٙحٙی ٚ

( ٔؼٕٛلاً ثٝ دسكذ ثیبٖ Eاػشب٘ذاسد ٔحبػجٝ ؿذ. سا٘ذٔبٖ سىثیش )

 =Efficiency % :َٔٛثٝ دسكذ اص فش Eؿٛد، ثشای سجذیُ  ٔی

(E-1)×100  .خٟز سشػیٓ ٔٙحٙی اػشب٘ذاسد ٚ اػشفبدٜ ؿذ
( ثشای ٞش خفز PCR Efficiencyثذػز آٚسدٖ وبسایی سىثیش )

ثشای دٚ  OIEٞبی ؿبٞذ وٝ اص ٔشوض  cDNA، اثشذا اص آغبصٌش
ٞبی سلز ثب ٘ؼجز  ػشی ،سٟیٝ ؿذٜ ثٛد VHS  ٚIHNٚیشٚع 

شدیذ. ٚاوٙؾ سىثیش وٕی سٟیٝ ٌ 1:125ٚ 1:25، 1:5، 1ٞبی 
(qPCR ثب اػشفبدٜ اص )cDNA ٞبی ػشی سلز  ٚ ویز 

                                                           
1
 Annealing  

ٌشاد ٚ   دسخٝ ػب٘شی 60دس دٔبی ، ( Bioer, Chinaػبیجشٌشیٗ )
  ثش اػبع دػشٛساِؼُٕ ؿشوز ػبص٘ذٜ ا٘دبْ ٌشدیذ. 

 
 Real-time PCRایی  اًدبم ٍاکٌص یک هرحلِ

 Realای ثب سٛخٝ ثٝ حؼبػیز سـخیق، ٚاوٙؾ یه ٔشحّٝ

Time PCR ثب اػشفبدٜ اص ویز Quanti Nova SYBR 

Green RT-PCR Kit  ػبخز ؿشوزQia-Gen ٖوـٛس إِٓب ،
ٚ ٌشاد )دٔبی ٔٙبػت اسلبَ دشایٕش(   دسخٝ ػب٘شی 60دس دٔبی 

 ٘دبْ ٌشفز.اٞب  وُ ٕ٘ٛ٘ٝ RNAٔغبثك دػشٛاِؼُٕ ویز ثش 
 

 ّب آًبلیس دادُ
-SYBR Green real-time RTٞب ثب اػشفبدٜ  ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ دادٜ

PCR  ٜاص دػشٍبCFX-96 Bio-Rad  ٘شْ افضاس ٚBioRad 

CFXManager ٝ٘2، اػشخشاج ٌشدیذ. چشخٝ آػشب ((ct سؼذاد ،
ٞبیی اػز وٝ دس آٖ ٔیضاٖ ٘ٛس فّٛسػٙز ٚاوٙؾ سىثیش  چشخٝ

داسی  عٛس ٔؼٙیٝ ثشای اِٚیٗ ثبس٘ؼجز ثٝ صٔیٙٝ اص ٘ظش آٔبسی ث
ٖ اػشفبدٜ اص ٚیشٚع ٘ؼجز ثب ٔیضا ctیبثذ. ٔمذاس  افضایؾ ٔی

 ٘ـبٍ٘ش ،دبییٗ سش ثبؿذ ctٔؼىٛع داسد. ثٙبثشایٗ، ٞش چٝ ٔیضاٖ 
 β-actin  ٚelongationٞبیآغبصٌشسؼذاد ثیـشش ٚیشٚع اػز. 

factor 1-α (EF-1-α) َآلای سٍ٘یٗ وٕبٖ ثشای  ٔشثٛط ثٝ لض
ػٙٛاٖ وٙششَ داخّی اػشفبدٜ ٝ ث Real-time PCR ٞبی آصٔبیؾ

ٞب  ثٝ ٔٙظٛس آ٘بِیض دادٜ Excelثٝ كفحٝ ٌؼششدٜ  ctؿذ. ٔمبدیش 
 ٔٙشمُ ؿذ. 

 
 وتایج

ٞبی داخّی  اػشخشاج ؿذٜ اص ثبفز ا٘ذاْ RNA ٘شبیح ویفی 
آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ دس ٞش ٕ٘ٛ٘ٝ ثب اػشفبدٜ اص ٔحَّٛ  لضَ

BIOZOl18، دٚ ثب٘ذ ٔدضاS   ٚ28SrRNA  ٝثیبٍ٘ش ویفیز و
  RNAٝ ٔٙظٛس اػشخشاج ٞب ٚ وبسایی سٚؽ ٔٛسد اػشفبدٜ ث ٕ٘ٛ٘ٝ

٘ؼجز ؿذر خزة دس ٘ـبٖ داد.  ،ٞبی آصٔبیـی ثٛد اص ٕ٘ٛ٘ٝ
 280ٚ  260اػشخشاج ؿذٜ دس دٚ عَٛ ٔٛج  RNAٞبی  ٕ٘ٛ٘ٝ

لشاس داؿز وٝ ثیبٍ٘ش وٕیز لبثُ  8/1 -1/2٘ب٘ٛٔشش دس ٔحذٚدٜ 
ٕٞچٙیٗ ثٝ ٔٙظٛس  ٞبی ٔخشّف ثٛد. دس ٕ٘ٛ٘ٝ RNAلجَٛ 

ٞبی آصٔبیـی، اص  ٜ دس ٕ٘ٛ٘ٝػبخشٝ ؿذ cDNAاسصیبثی ویفیز 
 β-actin ٞبی آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ ؿبُٔ طٖ ٞبی ٔشخغ دس لضَ طٖ

  ٚelongation factor 1-α (EF-1-α)ٞبی  ، ثش اػبع سٛاِی

                                                           
2
 Threshold cycle 
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ٚ  AF157514ٔٛخٛد دس ثب٘ه طٖ )ؿٕبسٜ دػششػی ثششسیت: 
AF498320.اػشفبدٜ ٌشدیذ ) 

 
  Real-time PCRراًذهبى ٍاکٌص 

ٞبی ٞذف ثب سػٓ  طٖ وٙششَ داخّی ٚ طٖ 1(E) سا٘ذٔبٖ ٚاوٙؾ
دس  cDNAٔٙحٙی اػشب٘ذاسد ثش دبیٝ ٔمبدیش ٔـخق اص 

ٞبی  ثشای ٕٞٝ ٔٙحٙی ٞبی ٔخشّف ٍِبسیشٕی سؼییٗ ؿذ. سلز
Rاػشب٘ذاسد، ضشیت ٕٞجؼشٍی )

. ؿذ ٔحبػجٝ( دسكذ 100≤(2

ٚ cDNA فبلذ ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ ؿبُٔ وٝ ٚاوٙؾ ٔٙفی ٞبی وٙششَ دس
 ،ثٛد Reverse transcriptaseلذ آ٘ضیٓفب cDNAٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ

 ٞبی ٞیچ ػیٍٙبِی ٔـبٞذٜ ٘ـذ، ػذْ ٔـبٞذٜ ػیٍٙبَ دس ٕ٘ٛ٘ٝ

cDNA ٓفبلذ آ٘ضیReverse transcriptase  ٖدٞٙذٜ  ٘ـب
دٞٙذٜ  ٘ـبٖ cDNAٞبی فبلذ  ٚ دس ٕ٘ٛ٘ٝ DNAآِٛدٌی  فمذاٖ

 سا٘ذٔبٖػذْ آِٛدٌی خبسخی دس حیٗ ا٘دبْ آصٔبیؾ ثٛد. ٔیضاٖ 
 ٞبی سفش٘غ ٚ ٞذف ثٝ ؿشح ریُ ثٛد. ثشای طٖ PCRٚاوٙؾ 

)ؿبخق  R2داسای ٔمذاس  β-actinآغبصٌشٔٙحٙی اػشب٘ذاسد دس 
 . ثٛد – 59/3ٚ ؿیت خظ  (R2=0.999) 999/0سىشاسدزیشی( 
ٞبی ٔشخغ ٘ـبٖ  ٞبی آصٔبیـی ثب طٖ ٕ٘ٛ٘ٝ cDNA٘شبیح سىثیش 

ٚ ٞبی آصٔبیـی اص ویفیز خٛثی ثشخٛسداس ثٛد٘ذ  داد وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ
دسخٝ  β-actin ،75  آغبصٌشدس ٔٛسد  آغبصٌشدٔبی رٚة 

 .ٌشاد سؼییٗ ٌشدیذ ػب٘شی
ػشفبدٜ اص اٞبی آصٔبیـی ثب  ٕ٘ٛ٘ٝ cDNAٕٞچٙیٗ ٘شبیح سىثیش 

٘یض ٘شبیح ٔثجشی وٝ ٔجشٙی ثش EF-1-α طٖ سفش٘غ آغبصٌش
ٞبی آصٔبیـی ثٛد سا ٔـخق ٕ٘ٛد. ٚ دٔبی  ویفیز ٔٙبػت ٕ٘ٛ٘ٝ

دسخٝ  5/78، دٔبی  EF-1-αغبصٌشآدس ٔٛسد  آغبصٌشرٚة 
 .  ٌشاد سؼییٗ ٌشدیذ ػب٘شی

 
بب استفبدُ از سبیبرگریي  Real-Time PCRارزیببی رٍش 

 IPN,IHN,VHSسِ بیوبری  در

ٞبی  ٚیشٚع cDNAاص  1:10ٞبی ػشیبِی ثب ٘ؼجز  سلز
IPN,IHN,VHS  خفز  2سٟیٝ ٚ ثشای ٞش سلز ثب اػشفبدٜ اص

ه یا٘دبْ ؿذ.  Real-Time PCRدس ػٝ سىشاس ٚاوٙؾ  آغبصٌش
ٔٛسد اػشفبدٜ دس  cDNAاسسجبط خغی ٔٙبػجی ثیٗ ٔمذاس 

ثشای ٞش دٚ طٖ ٔٛسد  Ct( ٚ ٔمبدیش cDNAٚاوٙؾ )غّظز 
ثش اػبع ٘شبیح ثذػز آٔذٜ اص ٔٙحٙی  اػشفبدٜ ٔـبٞذٜ ؿذ.

 VHSثیٕبسی ٚیشٚع اػشب٘ذاسد دس ػٝ ثیٕبسی ٔٛسد ٔغبِؼٝ، 
R)شیداسای ؿبخق سىشاسدزی

،  – 706/2ؿیت خظ ٚ  975/0 (2

                                                           
1
 Efficiency 

R)شی داسای ؿبخق سىشاسدزی IHNثیٕبسی ٚیشٚع 
2 )971/0  ٚ

 IPNثیٕبسی ٚیشٚع  ٚ -22/3ٚ  – 16/3 ؿیت خظٚ  948/0
R)شی داسای ؿبخق سىشاسدزی

 ؿیت خظٚ  957/0ٚ  967/0( 2
ثذػز  ٘شبیحثش اػبع ثٛد.  ٕٞچٙیٗ   -337/3ٚ  – 284/3

( دس 1/0سلز )حذالُ  ،ٔـخق ؿذسحمیك آٔذٜ دس ایٗ 
cDNAثشای ؿٙبػبیی ٚیشٚع ٔٛسد ٘یبص اػز ، . 

 
   ای یک هرحلِ Real-Time PCR ّبی آزهبیص

ٞبی ٔٛسد ٘ظش ثب اػشفبدٜ اص آغبصٌشدغ اص ثٟیٙٝ ٕ٘ٛدٖ 
ٞبی ٔثجز ثیٕبسی دس ٞش ػٝ ٚیشٚع ٔٛسد ٔغبِؼٝ، ثٝ  ٕ٘ٛ٘ٝ

ایی ٚ ػذْ دػشىبسی ٚ  ٞبی سه ٔشحّٝ دِیُ دلز ثبلای ٚاوٙؾ
  ای اص ویز ػبیجشٌشیٗ سه ٔشحّٝسخّیق ؿذٜ،  RNAت سخشی

Real-Time PCR  ػبخز ؿشوزQia-Gen  ٖوـٛس إِٓب
ٚخٛد  RT-qPCR ٞبی اػشفبدٜ ٌشدیذ. ٘شبیح آصٔبیؾ

ٔضاسع دشٚسؿی ٕ٘ٛ٘ٝ ٔبٞیبٖ  سا دس VHS  ٚIHNٞبی  ثیٕبسی
دس  VHSریُ ٔثجز ٘ـبٖ داد. ٘شبیح ثشسػی ثیٕبسی ٚیشٚػی 

آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ ٔضاسع ٔخشّف  ی ٔبٞیبٖ لضَٞبی آصٔبیـ ٕ٘ٛ٘ٝ
 ای یه ٔشحّٝ Real-Timeدشٚسؿی ثب اػشفبدٜ اص آصٔبیؾ 

Quanti Nova SYBR Green  (Qia-Gen Germany )ویز
ٞبی سىثیش ٚ  ٞبی ٔشثٛط ثٝ وبسٌبٜ ٔـخق ٕ٘ٛد وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٔبص٘ذساٖ، وٟىیّٛیٝ ٚ ثٛیش احٕذ ٚ ٞبی  دشٚسؽ ٔٙشخت اػشبٖ
 (. 1 )ؿىُثبؿٙذ  ٔی VHSثٝ ٚیشٚع آِٛدٜ  آرسثبیدبٖ غشثی

ٞبی فٛق ثب اػشفبدٜ اص  دس ٕ٘ٛ٘ٝ Real-Time PCR٘شیدٝ سىثیش 
، سىثیشی ٘ذاؿز ٚ ثٙظش IPNا٘شخبة ؿذٜ ثشای ٚیشٚع  آغبصٌش

 سػذ وٝ ایٗ ثیٕبسی دس ٔضاسع ٔٙشخت ٚخٛد ٘ذاؿز. ٔی
ٞبی آصٔبیـی اص ٔضاسع ٔٙشخت دشٚسؽ  ٕٞچٙیٗ سىثیش ٕ٘ٛ٘ٝ

ثیٕبسی ٚیشٚػی  آغبصٌشی سٍ٘یٗ وٕبٖ ثب اػشفبدٜ اص آلا لضَ
IHNٞبی آصٔبیـی  صا سا دس ثشخی اص ٕ٘ٛ٘ٝ ، ٚخٛد ٚیشٚع ثیٕبسی

سبییذ ٕ٘ٛد ٞبی ٔبص٘ذساٖ ٚ آرسثبیدبٖ غشثی  ٔضاسع اػشبٖاص 

 (. 2 )ؿىُ
دس دٚ  Real-time PCRٞبی  ثش اػبع ٘شبیح حبكُ اص ثشسػی

بدٜ اص دشایٕشٞبی ٔٛسد ثب اػشف IHN  ٚVHSثیٕبسی ٚیشٚػی 
ثیٕبسی  آغبصٌشدس  آغبصٌشاػشفبدٜ دس ایٗ سحمیك، دٔبی رٚة 

ٌشاد ٚ دس دس ثیٕبسی ٚیشٚػی  دسخٝ ػب٘شی VHS ،80ٚیشٚػی
IHN ،5/79 (3)ؿىُ  دسخٝ ػب٘شی ٌشاد سؼییٗ ٌشدیذ . 
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 Quantiٍ کیت  VHSبیوبری ٍیرٍسی  آغبزگردُ ازتخلیص ضذُ از هبّیبى هسارع هختلف بب استفب RNAّبی  ًتبیح تکثیر ًوًَِ :1ل ضک

Nova SYBR Green 
Figure 1: Results of amplification of RNA samples purified from fish from different farms using VHS Viral Disease 

primers and Quanti Nova SYBR Green Kit 

 

 

 
 Quanti Nova SYBR Greenضذُ از هبّیبى هسارع هختلف بب استفبدُ از کیت تخلیص  RNAّبی  ًتبیح تکثیر ًوًَِ 26 ضکل

Figure 2: Results of amplification of RNA samples purified from fish in different farms using Quanti Nova SYBR 

Green Kit 
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 Quantiبیطی هبّیبى هسارع هختلف بب استفبدُ از کیت در ًوًَِ ّبی آزه VHS  ٍIHNّبی آغبزگرًتبیح هٌحٌی ًقطِ رٍة  :3ل ضک

Nova SYBR Green 
Figure 3: Melting point curve results of VHS and IHN primers in experimental samples of fish in different farms 

using Quanti Nova SYBR Green Kit 
 

 بحث

ٍٞٙبْ ٚ ٞبی سـخیق ِٔٛىِٛی أىبٖ ؿٙبػبیی صٚد سٚؽ
صای ٟٔٓ سا فشاٞٓ ٕ٘ٛدٜ اػز  خٌّٛیشی اص ا٘شـبس ػٛأُ ثیٕبسی

٘شیدٝ ػشػز، حؼبػیز ٚ دلز ثبلای  وٝ ایٗ أش دس
 Parkثبؿذ ) ای دّیٕشاص ٔی ٔجشٙی ثش ٚاوٙؾ ص٘دیشٜ ٞبی آصٔبیؾ

et al., 2011ٜٞبی ٚیشٚػی،  ٞبی سـخیق ثیٕبسی (. آصٔبیـٍب
ق ػشیغ، حؼبع ٚ دلیك ٞبی سـخی ٚاثؼشٝ ثٝ اػشفبدٜ اص سٚؽ

 Pierce etثبؿٙذ ) ثب لبثّیز وبسثشی آػبٖ ٚ ٞضیٙٝ الشلبدی ٔی

al., 2013ٞب  (. آصٖٔٛ اػشب٘ذاسد غشثبٍِشی دس ٔٛسد ساثذٚٚیشٚع
وـز ػِّٛی ثٛدٜ وٝ ٔشؼبلت آٖ اص  ،ٞب دس آثضیبٖ ٚ ثیش٘بٚیشٚع

اػشفبدٜ  PCRیب ِٔٛىِٛی ٔب٘ٙذ  FATٞبی ػشٔی ٔب٘ٙذ  سٚؽ
(. سٚؽ اػشفبدٜ اص وـز ػِّٛی، سٚؽ OIE, 2016)ؿٛد  ٔی

ثبؿذ وٝ  ٔی  ٞبی ٚاٌیشداس ػبصٔبٖ خٟب٘ی ثیٕبسی ٔٛسد سبییذ 
ٔبٜ ثغَٛ  1ػبصی آصٔبیـٍبٞی ایٗ سٚؽ ٘ضدیه ثٝ  ثٟیٙٝ

 Chico et) دٞذ ٔی ٘بدسػزا٘دبٔذ ٚ دس ثؼضی ٔٛاسد ٘شیدٝ  ٔی

al., 2006; Lopez-Vazquez et al., 2006, 2015; 

Jonstrup et al., 2011ٞبی ػٙشی وـز  (. دس ٔمبیؼٝ ثب سٚؽ
داسای ، PCR ٞبی ٞبی ٔجشٙی ثش آصٔبیؾ ػِّٛی، ٕٞٝ سٚؽ

ثبؿٙذ  ٞبی ٚیشٚػی ٔی سٛا٘بیی ثبلایی دس سـخیق ثیٕبسی
(Hope et al., 2010 ا٘دبْ وـز ػِّٛی ٚ خذاػبصی .)

ٞبی آثضیبٖ دس وـٛس ثٝ ؿىُ ثؼیبس ٔحذٚد دس ٔشاوض  ٚیشٚع
وـٛس صٔبٖ دأذضؿىی ٚ آصٔبیـٍبٟٞبی سحمیمبسی سـخیق ػب

ٞبیی ٔٙبػت وٝ  ٌیشد. ثىبسٌیشی آصٖٔٛ یب آصٖٔٛ ا٘دبْ ٔی
ثؼیبس  ،ٙذثبؿػشػز ػُٕ ثبلا ٚ حؼبػیز ٔٛسد لجِٛی داؿشٝ 

 سػذ.  ضشٚسی ثٙظش ٔی

ٞبی ِٔٛىِٛی ثٝ دِیُ حؼبػیز ثبلا ٚ ػشػز ػُٕ ثٕشاست  سٚؽ
وٝ  ٍٞٙبٔی ،سػذ سش ثٙظش ٔی اص سٚؽ وـز ػِّٛی وبسثشدی

ٌیش٘ذ یب دس ٔٛسد  سؼذاد صیبدی ٕ٘ٛ٘ٝ سحز آصٔبیؾ لشاس ٔی
ٞبی ِٔٛىِٛی اص حؼبػیز ثؼیبس ثبلاسشی  ٔبٖ، سٚؽأآِٛدٌی سٛ

ٞبی  ؿٛ٘ذ. سٟٙب ػیت سٚؽ ٘ؼجز ثٝ وـز ػِّٛی ثشخٛسداس ٔی

ِٔٛىِٛی ٞضیٙٝ ثبلای ا٘دبْ آٟ٘بػز وٝ حؼبػیز ٚ ػشػز ػُٕ 
ٞبی  دس كٛسسیىٝ اػشفبدٜ اص سٚؽ .دٛؿب٘ذ سا ٔیایٗ خٙجٝ ٔٙفی 

ٞبی  ِٔٛىِٛی ٔٛسد سبییذ لشاس ثٍیشد، ٞضیٙٝ ا٘دبْ آٖ دس ٌشٜٚ
سبیی وبٞؾ خٛاٞذ یبفز. ثب ایٗ ٚخٛد ثٝ دِیُ ػذْ  15-10

ٞبی ِٔٛىِٛی، اػشفبدٜ اص  لغؼیز وبُٔ دس اػشفبدٜ اص سٚؽ
ػٙٛاٖ آصٖٔٛ علایی دس سـخیق ٝ وـز ػِّٛی ٞٙٛص ٞٓ ث

ػبصٔبٖ خٟب٘ی ثیٕبسی ٞبی ٞبی ٚیشٚػی ٔٛسد سبییذ  یٕبسیث
 ثبؿذ.  ( ٔیOIE) ٚاٌیشداْ
ٞبی ػفٛ٘ی دس ا٘ؼبٖ،  ٞبی اخیش دس ؿٙبػبیی ثیٕبسی دیـشفز

ٌیبٜ ٚ ٌٛ٘ٝ ٞبی وـبٚسصی ثشذسیح دس ٔذیشیز ثٟذاؿشی 
 ،ٔثبَ ثشایٞبی ٟٔٓ آثضیبٖ ٔٛسد اػشفبدٜ لشاس ٌشفز.  ٌٛ٘ٝ

دس ٔغبِؼبر ثیبٖ طٖ ٚ  Real-time PCRاػشفبدٜ اص سٚؽ 
ٞبی ٚیشٚػی دس ٔبٞیبٖ ٚ ػخز دٛػشبٖ سا  ؿٙبػبیی ثیٕبسی

-Real(. سٚؽ Bowers et al., 2008سٛاٖ ػٙٛاٖ ٕ٘ٛد ) ٔی

time PCR  َاثذاع ؿذ ) 1992دس ػبHiguchi et al., 

وبسثشدی خٟز ٔغبِؼبر ثیبٖ  یثضاساػٙٛاٖ   ؼشػز ثٝ( ٚ ث1993
 ;Bustin, 2000) ثىبس ثشدٜ ؿذ طٖ ٚ ػذغ سـخیق ثیٕبسی

Niesters, 2000; Mackay et al., 2002) . ،ػبدٌی
حؼبػیز، دأٙٝ ٚػیغ سـخیلی، سىشاس دزیشی ٚ ثبصدٜ ثبلا 

ٔٛسد سٛخٝ دس  یسٚؿ Real-time PCRػجت ؿذٜ وٝ سٚؽ 
ٞبی  ؿٙبػبیی ٚیشٚع دس ٘ظش ٌشفشٝ ؿٛد. دس حبَ حبضش، سً٘
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 Real-time PCR فّٛسػٙز ٔشؼذدی خٟز سـخیق ٔحلَٛ
دس دػششع لشاس داسد. ایٗ ٔٛاد ؿبُٔ سً٘ ػبیجش ٌشیٗ ٔشلُ 

ٞبی خغی ٘ـب٘ذاس  غیشاخشلبكی، اِیٍٛدشٚة DNAؿٛ٘ذٜ ثٝ 
ٞبی  ، ٚ ثیىٖٛ’5-ٞبی ٘ٛوّئبص ؿذٜ ثب فّٛسػٙز، اِیٍٛ دشٚة

ٞبی  (. دس ثیٗ سMackay et al., 2002ً٘ثبؿذ ) ِٔٛىِٛی ٔی
ثبؿذ ٚ  سشی ٔی ٚ وٓ ٞضیٙٝ فّٛسػٙز، ػبیجشٌشیٗ سٚؽ ػبدٜ

. ٕٞچٙیٗ ٘ذاسدٞبی ٘ـب٘ذاس  ٘یبص ثٝ عشاحی اِیٍٛدشٚة
ثشسػی ٕ٘ٛداس ٘مغٝ  ثباخشلبكی ثٛدٖ ٔحلَٛ سىثیش ؿذٜ ٘یض 

 Ririe andٔحلَٛ سىثیش ؿذٜ لبثُ سـخیق اػز ) 1رٚة

Rasmussen, 1997  دس ٔغبِؼبر ٔشؼذدی اص سٚؽ .)Real-

time PCR یٗثب اػشفبدٜ اص ػبیجشٌش-I  ثشای سـخیق
 ,Dhar et al., 2002) ثیٕبسیٟبی ٚیشٚػی اػشفبدٜ ؿذٜ اػز

2008; Ørpetveit et al., 2010) ٞبی اسائٝ  ثغٛسیىٝ سٚؽ
لبثّیز اػشفبدٜ ثٝ ػٙٛاٖ اثضاس وبسثشدی دس ٔذیشیز داسای ؿذٜ 

 Knuselثبؿذ ) ٞبی سدبسی ٔی ٞبی ٚیشٚػی دس ٞچشی ثیٕبسی

et al., 2007; Eissler et al., 2011 .) 
ٞبی  ٞبی سـخیق ثیٕبسی سٚؽ ػبیشدس ایٗ سحمیك ٕٞضٔبٖ ثب 

 Real-Time PCRآلای سٍ٘یٗ وٕبٖ، اص سٚؽ  ٚیشٚػی دس لضَ
ٞبی  ٞبی ٚیشٚػی دس ٕ٘ٛ٘ٝ ثبفز ا٘ذاْ ثٝ ٔٙظٛس ثشسػی ثیٕبسی

آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ ٔضاسع ٔخشّف دشٚسؿی اػشفبدٜ  داخّی لضَ
 VHSسـخیق ثیٕبسی ٚیشٚػی ٌشدیذ. ٘شبیح سحمیك ثٝ ٔٙظٛس 

آلای  ٞبی آصٔبیـی )ٔشؼّك ثٝ ٔضاسع دشٚسؿی لضَ دس ٕ٘ٛ٘ٝ
، VHSٞبی ٔثجز ثیٕبسی ٚیشٚػی  سٍ٘یٗ وٕبٖ( ثٝ ٕٞشاٜ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞبی ٔضاسع  ٞبی آصٔبیـی دس ثشخی اص ٕ٘ٛ٘ٝ ٘ـبٖ داد وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ
 ٞبی ٔٙشخت داسای ثیٕبسی ٔزوٛس ثٛد٘ذ. ٘شبیح حبكُ اص آصٔبیؾ

ٚ  BIOZOLػشفبدٜ اص ٔٛاد ؿیٕیبیی اص خّٕٝ ٔحَّٛ ٔشؼذد ثب ا
وُ،  RNAٚیشٚػی ٚ  RNAٞبی اػشخشاج  ٕٞچٙیٗ ویز

٘ـبٖ داد وٝ سٚؽ اػشخشاج ثب اػشفبدٜ اص ٔٛاسد آصٔبیـی سبثیش 
چٙذا٘ی دس ٘شیدٝ آصٔبیؾ ٘ذاسد ثّىٝ ٔٛاد ٔلشفی یب ویز ٔٛسد 

 ، ثReal-Time PCRٝٞبی ا٘دبْ ؿذٜ ثب  اػشفبدٜ دس ثشسػی
سٛا٘ذ ٘مؾ  سخّیق ؿذٜ ٚیشٚع ٔی RNAدِیُ حؼبع ثٛدٖ 

ٔٛثشی دس سـخیق ٚ ؿٙبػبیی ٚیشٚع داؿشٝ ثبؿذ. ٕٞچٙیٗ 
ٞبی  سخّیق ؿذٜ اص ثبفز RNAدس ٔٛاسد آصٔبیـی ثب اػشفبدٜ اص 

ٞذف ٚ ٕٞچٙیٗ ٔحیظ وـز ػِّٛی، ٘شبیح یىؼب٘ی ثذػز 
ٛسد ٞبی ٔثجز ٚیشٚع ٔ آٔذ. ٘شبیح ثذػز آٔذٜ ٕٞضٔبٖ ثب ٕ٘ٛ٘ٝ

ٔمبیؼٝ لشاس ٌشفشٙذ. ٘شبیح ثذػز آٔذٜ دس ایٗ سحمیك ثب ٘شبیح 
( ٔجٙی ثش وبسثشد سٚؽ 2006ٚ ٕٞىبساٖ ) Chicoٌضاسؽ 

                                                           
1
 Melt curve 

Real-time PCR  دس دس سـخیق ثیٕبسی ٚیشٚػیVHS  دس
ٚ  Pierce. دس ٔغبِؼٝ ٔغبثمز داؿزآلای سٍ٘یٗ وٕبٖ  لضَ

دس صٔیٙٝ سـخیق ٚ ؿٙبػبیی ثیٕبسی  (2013)ٕٞىبساٖ 
ثب اػشفبدٜ اص  Great Lakesدس ٔبٞیبٖ دس  VHSٚیشٚع 

ٞبی عشاحی ؿذٜ ثش اػبع ٔٙغمٝ حفبظز ؿذٜ دس ٕٞٝ آغبصٌش
كٛسر اخشلبكی أىب٘ذزیش ٝ ث VHSٞب، ؿٙبػبیی ٚیشٚع  ػٛیٝ

ٞبی طٖ سفش٘غ، سـخیق آغبصٌشٌشدیذ. دس ایٗ سٚؽ اػشفبدٜ اص 
فشاٞٓ ٞبی ٚیشٚع سا  ٔٙبػت ٚ ٘یض ٘شٔبَ ػبصی وٕیز ِٔٛىَٛ

 cDNAآٚسد وٝ ثب ٘شبیح دظٚٞؾ حبضش ٔجٙی ثش ثشسػی ویفیز 
ٞبی سفش٘غ  طٖ آغبصٌشٞبی آصٔبیـی ثب اػشفبدٜ اص  ٞبی ٕ٘ٛ٘ٝ

اص  ٔغبثمز داؿز. ٕٞچٙیٗ ثش اػبع دػشٛساِؼُٕ ٔٙشـشٜ
-Realای  ( اػشفبدٜ اص سٚؽ یه ٔشح2016ّٝ) OIE ػبصٔبٖ

time PCR  سا خٟز ؿٙبػبیی ٚیشٚعVHS  ٕ٘ٛدٜ دیـٟٙبد
ٞبی سه  اػز وٝ ٘شبیح سحمیمبر حبضش وبسایی اػشفبدٜ ویز

 سا سبییذ ٕ٘ٛد.  ای ٔشحّٝ
ٞبی عشاحی ؿذٜ خٟز آغبصٌش٘شبیح ٔغبِؼٝ حبضش ٘ـبٖ داد وٝ 

لبثّیز سـخیق ایٗ داسای ، IHNسـخیق ثیٕبسی ٚیشٚػی 
ثبؿٙذ. ثش اػبع اعلاػبر  ٞبی ٔثجز ثیٕبسی ٔی ٚیشٚع دس ٕ٘ٛ٘ٝ

-Realسػذ وٝ سٚؽ  یٗ دظٚٞؾ، ثٙظش ٔیثذػز آٔذٜ دس ا

time PCR ّٝیثب اػشفبدٜ اص ػبیجشٌشیٗ، سٚؿ ای سه ٔشح 
دس لضَ  IHNػشیغ ٚ وبسثشدی خٟز سـخیق ثیٕبسی ٚیشٚػی 

اػشفبدٜ  OIE (2016)آلای سٍ٘یٗ وٕبٖ ثبؿذ. دس دػشٛساِؼُٕ 
ػٙٛاٖ ٝ اػشب٘ذاسد ث PCRٚ  2ثشداس ٔؼىٛع اص سٚؽ سىثیش ٘ؼخٝ

ٔشؼبلت وـز ثبفز دیـٟٙبد ؿذٜ اػز. ٔغبِؼبر  سٚؽ سىٕیّی
ػٙٛاٖ سٚؽ ٝ سا ث Real-time PCRٔشؼذدی اػشفبدٜ اص سٚؽ 

ا٘ذ. ٘شبیح سحمیمبر ا٘دبْ ؿذٜ  سـخیلی ػشیغ دیـٟٙبد ٕ٘ٛدٜ
Dhar  ٖٞبی عشاحی آغبصٌش٘ـبٖ داد وٝ  (2008)ٚ ٕٞىبسا

ثب اػشفبدٜ  IHNدس ٚیشٚع  N  ٚGٞبی  ؿذٜ ثش اػبع سٛاِی طٖ
لبثّیز ؿٙبػبیی ایٗ ٚیشٚع داسای سٚؽ ػبیجشٌشیٗ،  اص

ٞبی  (. دس ٔغبِؼٝ حبضش اص ثبفزDhar et al., 2008ثبؿٙذ) ٔی
ٞبی داخّی اص خّٕٝ وّیٝ، عحبَ، آثـؾ ٚ ٔبیؼبر سٙبػّی  ا٘ذاْ

وُ ٚ سـخیق ٚ ؿٙبػبیی ٚیشٚع دس  RNAخٟز اػشخشاج 
بٖ آلای سٍ٘یٗ وٕ ٞبی آصٔبیـی دس ٔضاسع ٔٙشخت لضَ ٕ٘ٛ٘ٝ

اػشفبدٜ ٌشدیذ. ٘شبیح ٘ـبٖ داد سٚؽ اػشخشاج ٚ ٘ٛع ثبفز داسای 
ثبؿذ. حبَ آ٘ىٝ  صا ٔی سبثیش یىؼب٘ی دس سـخیق ٚیشٚع ثیٕبسی

ٚیشٚع ثب  سـخیقاخشلاف دس ٘شبیح ثذػز آٔذٜ ثٝ سٚؽ 
دس  . ثؼشٍی داسد  Real-Time PCRاػشفبدٜ اص سٚؽ 

                                                           
2
 Reverse Transcriptase 
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ٔضاسع دشٚسؿی ٔشثٛط ثٝ ٞبی   ٞبی ا٘دبْ ؿذٜ ثش ٕ٘ٛ٘ٝ  ثشسػی
ٞبی ٔخشّف آصٔبیـٍبٞی، ٕ٘ٛ٘ٝ  سٚؽاػشفبدٜ اص ٔٙشخت ٚ 

سٛا٘ذ ثٝ دِیُ  ٔـبٞذٜ ٍ٘شدیذ. ایٗ أش ٔی IPNٔثجز ثیٕبسی 
ػذْ ثیٕبسی ٚ ٌؼششؽ آٖ دس ثیٗ ٔضاسع ٔٙشخت ثبؿذ یب ایٙىٝ 

داسای ٞبی ٔٛسد اػشفبدٜ، آغبصٌشسٚؽ ٔٛسد اػشفبدٜ اص خّٕٝ 
 ٘جٛد.  IPNشٚع حؼبػیز لاصْ خٟز ؿٙبػبیی ٚی

ٞبی ثبفز ٚ وـز ػِّٛی ثغٛس  دس سحمیك حبضش اص ٕ٘ٛ٘ٝ
اػشفبدٜ ٌشدیذ. ٘شبیح دظٚٞؾ حبضش ٘ـبٖ   ای ٕٞضٔبٖ ٚ ٔمبیؼٝ

 VHS  ٚIHNٞبی ٚیشٚػی  ٞبی ٔثجز ثیٕبسی داد وٝ ٕ٘ٛ٘ٝ
ٞبی ٞذف  ٚ ثبفز ػِّٛی وـزٔحیظ ٞبی  ٕٞضٔبٖ دس ٕ٘ٛ٘ٝ

خٝ ثٝ عٛلا٘ی ثٛدٖ سػذ ثب سٛ . ثٙظش ٔیثٛد٘ذلبثُ سـخیق 
سىٕیّی  ٞبی وـز ػِّٛی ٚ ٘یبص ثٝ آصٔبیؾعٛلا٘ی ٔشاحُ 

خٟز سبییذ آٖ، دس ٔٛاسد غشثبٍِشی ٚ سـخیق ػشیغ 
ثبفز ٚ  وُ RNA اص سٚؽ اػشخشاجٞبی ٚیشٚػی،   ثیٕبسی

ثشٛاٖ  Real-Time PCRای  ٔشؼبلت آٖ آصٔبیؾ یه ٔشحّٝ
یز ثبلای ثٝ دِیُ حؼبػؿبیؼشٝ اػز . ٕٞچٙیٗ ٕ٘ٛداػشفبدٜ 

ٞبی سـخیلی ٚ خٌّٛیشی اص ثشٚص اؿشجبٞبر خجشاٖ ٘بدزیش،  سٚؽ
ٞبی  ثٝ خبی سٚؽ Real-Time PCR  ای اص سٚؽ سه ٔشحّٝ

ؿٛد ٚ سٞیبفز آخش آ٘ىٝ ثب سٛخٝ ثٝ إٞیز ای اػشفبدٜ  دٚ ٔشحّٝ
سٛا٘ذ ثٝ ػٙٛاٖ یه اثضاس  ٔیٌیشؿٙبػی، ایٗ سٚؽ  ٔغبِؼبر ٕٞٝ

 1ٞبی خبٔغ دبیؾ ٚ ٔشالجز بٔٝسـخیلی ػشیغ ٚ ٔغٕئٗ دس ثش٘
ػبصٔبٖ ٞبی اخشائی وـٛس دس خٟز وٙششَ، دیـٍیشی ٚ سیـٝ 

 ٞبی ٚیشٚػی اخغبسوشد٘ی ٔزوٛس ثىبس سٚد.  وٙی ثیٕبسی
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Abstract 

The aim of this study was to identify different virulence pathogens using Real-Time PCR method for 

rapid and accurate detection of common viral diseases including Infectious Hematopoietic Necrosis 

(IHN), Viral Hemorrhagic Septicemia (VHS) and Infectious Pancreatic Necrosis disease (IPN) in 

rainbow trout broodstock have been the main generation of reproductive populations maintained in the 

national plan for production the Specific Pathogen Free (SPF) fish. For this purpose, sampling was 

carried out on selected farms approved by the National Veterinary Organization in the provinces of 

Mazandaran, Kohgiluyeh and Boyerahmad and West Azerbaijan. Sampling of fish was done in 

different age groups and organs and was immediately frozen in liquid nitrogen. RNA extraction and 

Real-Time PCR experiments were performed using primers for the diseases. The results obtained 

using Real-Time PCR testing of healthy and suspected viral fishes showed the presence of VHS and 

IHN viruses in a number of selected farms, while the pathogenic virus IPN not detected. Based on the 

results of this study, it seems that Real-Time PCR can be used as a rapid diagnostic method in 

screening tests for rainbow trout viruses and as a complementary method for virus detection in routine 

tissue culture experiments. 
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