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  1397مادید  تاررخ پذراش:                                                    1397یردربهشت تاررخ دررافت: 

 چکیده
دنیا  پرورشی ماهیان دریایی ودر  با گسترش جهانیهای ویروسی   یکی از مهمترین بیماری ،نکروز عصبی ویروسیبیماری 

ردیابی و وهش پژهدف از این گونه حساس ماهی به این بیماری شناسایی شده است.  70بیش از تا به امروز  و شود  محسوب می
در طول فصل  .بوداز بافت مغز کفال ماهیان دریای خزر  Nested RT-PCRویروس مذکور با استفاده از روش سریع شناسایی 

از بیماری علائم مزمن  با گرم 250تا   50در محدوده وزنی  (Liza aurataقطعه کفال طلایی ) 40تعداد  1395در سال صید 
با استفاده از روش ترانس  ،ویروس RNA و پس از جداسازی بافت مغز و استخراج ندسواحل دریای خزر جمع آوری شد

با استفاده از و  Nested RT-PCRبا روش  سپس ژنوم ویروس صورت گرفت. RNAاز روی  cDNAکریپتاز معکوس، سنتز 
پس از بهینه سازی  شد.و توالی یابی طی دو مرحله، قطعه مورد نظر تکثیر  NF2/NR3 و F2/R3دو جفت آغازگر اختصاصی 

های   ( در هیچ یک از نمونهRT-PCRمرحله ی اول ) PCR، در ی کنترل مثبت  با استفاده از نمونه PCRواکنش  ،شرایط
نمونه کفال  40مورد از  20( در  Nested RT-PCR) PCRاما در دور دوم  .مشکوک کفال ماهیان باند مورد نظر مشاهده نشد

مناسب  یروشتواند به عنوان   می Nested RT-PCRرسد که   بنظر می براساس نتایج مشاهده شد. bp 300 واضحباند  یک ماهیان
آلوده و به برای شناسایی ماهیان حامل مناسب و کاربردی و همچنین یک روش آلودگی سطوح پایین سریع برای تشخیص 

 ،دریای خزراد که ویروس مورد نظر در کفال ماهیان همچنین نتایج حاصل از توالی یابی نشان د در نظر گرفته شود. ظاهر سالم
  باشد. می RGNNVیپ متعلق به ژنوت

 
 یابی  ، توالیNested RT-PCR، کفال نکروز عصبی ویروسی، ماهی :کلیدیلغات 

 

 نویسنده مسئول*
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 مقدمه
یا بیماری مغزی و 1(VNNویروسی )نکروز عصبی 

های   ارییکی از مهمترین بیم 2(VERای ویروسی ) شبکیه
 پرورشیماهیان دریایی و در  با گسترش جهانیویروسی 

 جنس بتانوداویروس ازویروس این . است
(Betanodavirus و خانواده نوداویریده )
(Nodaviridae )باشد  می(Thiéry et al., 2011 .)

 25 ها فاقد پوشش، کروی، با اندازه تقریباً بتانوداویروس
ای )با  تک رشته RNAنانومتر و دارای دو مولکول 
 هستند ’3در انتهای  Aقطبیت( مثبت بدون دم پلی 

(Mori et al., 1992).  ژنوتیپ  4 دارایاین ویروس
3

SJNNV ،4 TPNNV ،5
BFNNV 6و RGNNV است 

(Nishizawa et al., 1997 به لحاظ اختصاصی بودن .)
)دمای رشد  RGNNVرسد که ژنوتیپ  میزبان بنظر می

ماهیان گرمابی و  مختص( گراد  انتیس درجه 25-30بهینه: 
 درجه 15-20بهینه: رشد )دمای  BFNNVژنوتیپ 

 Grotmol etهای سردآبی باشد ) گونه مختص( گراد  سانتی

al., 1999 Tanaka et al., 1998; .) ،با بروز بیماری
ماهیان بیمار طیف وسیعی از اختلالات عصبی را نشان 

، تغییر رنگ کاهش اشتها علائمی همچونکه دهند  می
(، شنای نامتعادل )شنای و نیز رنگ پریدگی )تیرگی

 و چرخشی(، بیرون زدگی چشم، تورم شدید کیسه شنا
از علائم شاخص این  ،شنا در وضعیت  خوابیده بر پشت

شناسی  مهمترین ضایعه آسیب .باشد میبیماری ویروسی 
مشاهده شده در این بیماری بروز واکوئولاسیون و نیز 

های عصبی در بافت عصبی مرکزی و شبکیه   ولنکروز سل
 ,Azad et al., 2005; Fukuda and Nguyen) است

1996.) 

 ان در دنیاماهیاز گونه  70این بیماری در بیش از  تاکنون
ها  مربوط به   که عمده این گزارش است گزارش شده

                                                           
1.  Viral Nervous Necrosis 
2
.  Viral Encephalopathy and Retinopathy 

3.  Striped jack nervous necrosis virus 
4
.  Tiger puffer nervous necrosis virus 

5.  Barfin flounder nervous necrosis virus 
6.  Red-spotted grouper nervous necrosis virus 

 

باشد. این بیماری در  بسیاری از  ماهیان دریایی می
ب شیرین نیز شناسایی شده است های ماهیان آ  گونه

(Munday et al., 2002; Athanassopoulou et al., 

2004; Bigarré et al., 2009 ویروس این بیماری .)
صد درصدی در تلفات  وبه مرگ و میر  ممکن است منجر

خسارات قابل توجهی  موجبلاروها و بچه ماهیان گردد و 
جغرافیایی  در ماهیان بالغ شود. این بیماری پراکندگی

اقیانوسیه، امریکای شمالی، نروژ،  و دردارد ای   گسترده
آسیای شرقی و جنوبی، کشور های حوزه دریای مدیترانه، 

در برخی کشورهای آفریقائی همچون  بریتانیا و اخیراً
گزارش شده است نیزالجزایر، تونس، سنگال و لیبی 

(Crane and Hyatt, 2011; Sahoo and Goodwin, 

صورت صورت افقی و عمودی ه بانتقال بیماری  .(2012
ه تواند برای مدتی طولانی در میزبان ب  و می گیرد  می

و تحت شرایط محیطی  ماندبصورت تحت بالینی باقی 
 Samuelsen etنامساعد باعث مرگ و میر شدید شود )

al., 2006  .) 
های شاخص  تمامی نشانهبا  در ایران این بیماری اولین بار

از کفال ماهیان  1382در بهمن ماه سال نی خود بالی
( دریای خزر شناسائی و گزارش Liza auratusطلایی )

(. متاسفانه هر ساله Zorriehzahra et al., 2005شد )
کفال ماهیان دریای خزر  شاهد تلفات و کاهش صید

میلیون تن در  6446بطوریکه صید ماهی کفال از  هستید،
کاهش  2009تن در سال  میلیون 2780به  2002سال 

آمار رسمی سازمان (. Nazari et al., 2014یافته است )
سال اخیر  شیلات ایران نشان داده است که در پنج

تن در  3000 هیچگاه میزان صید سالانه کفال ماهیان از
)سالنامه آماری شیلات ایران،  سال فراتر نرفته است

زنگ  تواند  می کفال ماهیانو میر مرگ  ،در واقع .(1395
 رود  می احتمال .باشدخطری برای زیست بوم حساس خزر 

 ی آنها  میزبان وسیع دامنه به با توجه مذکور ویروس که
 شرایط با سازگاری از پس( و شور شیرین آب ماهیان)

 کننده تهدید عامل عنوان یکه تواند ب  می فیزیولوزیک
استخوانی و ماهیان  ماهیان برای سایر ذخایراساسی 

 ،شود محسوب خزر دریای جنوبی حوزه در اویاریخ
در طرح جامع موسسه که در مطالعات تکمیلی بطوریکه 
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در  1385-89های  طی سالتحقیقات علوم شیلاتی کشور 
بیماریزائی ویروس  ،سه استان شمالی کشور صورت گرفت

 Husoشده از کفال ماهیان بر بچه ماهیان خاویاری ) جدا

hoso ) سید )به اثبات ر نیزZorriehzahra et al., 

2013 .) 
و تشخیص سریع ردیابی های پایش و مراقبت، در برنامه

بسیار ضروری می  Tویروس قبل از ظهور علائم بالینی
باشد اقدامات مدیریتی بهداشتی و درمانی لازم برای 

و  انجام پذیرد بسرعت تواندجلوگیری از شیوع بیماری می
های مختلفی برای روش .گسترش آن جلوگیری نماید از

میکروسکوپی، های روشتشخیص بتانوداویروس مانند 
می و روش کشت سلول در دسترسسرولوژیک  مولکولی،

که در این میان  دارندمعایب و مزایایی  یککه هر  باشند
 ,PCR (RT-PCR, Nested RT-PCRروش مولکولی 

Real-time PCR) و حساسیت ، سرعت با توجه به دقت
این روش . را بخود معطوف نموده استمحققین نظر  ،آن

   برای تعیین گونه نیزهای اخیر برای تشخیص و   در سال
 ,.Shetty et al)ها استفاده شده است   بتانوداویروس

همواره به  Nested -PCRروش بین،  در این (.2012
ساده، سریع و قابل اعتماد جهت تایید  یعنوان روش

شکل تغییر  ،شود. این روش  بکار گرفته می PCRمحصول 
 استفاده با مرحله دو در که معمول است PCRاز  ای یافته

 و اول مراحل در بترتیب که و داخلی خارجی آغازگرهای از
 واقع،شود. در  می انجام شوند، وارد می واکنش دوم

 برای الگو  DNAواکنش اول به عنوان PCRمحصولات 

 نتیجه و گیرد یم قرار هدف مورد آغازگر داخلی جفت یک

بود  خواهد کوچکتر های اندازه با تولید محصولاتی کار
(McPherson & Simon, 2006 .)،این روش نسبت  لذا

و ( Southern blot) های ساترن بلات  به روش
و  استهیبریداسیون و ایمنوهیستوشیمی بسیار آسانتر 

  (.Thiery et al., 1999شود )  سریعتر انجام می
دیابی و شناسایی ویروس مذکور با هدف از این مطالعه ر

از در تعدادی  Nested RT-PCRاستفاده از روش 
کفال ماهیان دریای  مشکوکهای جمع آوری شده و   نمونه
بوده و بررسی آن به عنوان یک روش تشخیص سریع خزر 
  .است

 مواد و روش کار
 جمع آوری نمونه

ل قطعه کفا 40تعداد ، 1395 سال دردر طول فصل صید 
 50-250در محدوده وزنی بیماری یی با علائم مزمن طلا

استان گرم از سواحل جویبار، فریدونکنار و سرخرود 
یخ به مجاورت و بلافاصله در  آوری گردیدند  جمعمازندران 

دانشگاه کده علوم دامی وشیلات آزمایشگاه فیزیولوژی دانش
بعد از  .منتقل شدندمنابع طبیعی و کشاورزی ساری 

و در  استریل  کاملاً در شرایط یع بافت مغزجداسازی سر
گراد تا   سانتی   درجه 70دمای منفی فریزر با ، در زیر هود

 ذخیره شدند.  نجام آزمایشزمان ا
علائم  مزمن  ،صید شدنددر این زمان  اکثر ماهیانی که

بدنی  اغلب آنها دارایدادند،  بیماری را از خود نشان می
و بودند سرهای بزرگ  لاغر و دوکی شکل با ،کشیده

های بدن شل و فاقد استحکام  عضلات و بافتهمچنین 
های داخلی همچون کبد  . در کالبدگشائی بافتندلازم بود

و کلیه و طحال بیرنگ و رنگ پریده و آثار کم خونی شدید 
نیز اغلب مبتلا قابل مشاهده بود. خون ماهیان  ها بافتدر 

 در آنها آشکار بود. شدید کم خونیصورتی رنگ بود و آثار 
 

 RNAاستخراج 

های نگهداری شده در فریزر  از نمونه RNAاستخراج 
 -RNX  با استفاده از محلول گراد  درجه سانتی 70منفی 

Plus و ساخت ( ایران )شرکت سیناکلونcDNA  با کیت
 AccuPower CycleScript PreMix with dN6سنتز 

ورالعمل با دستمطابق کره جنوبی(  BIONEER)شرکت 
کمیت و کیفیت . سازنده کیت انجام گرفت های شرکت
RNA و  اسپکتوفتومتری روشترتیب با استخراج شده ب

در روش  درصد بررسی شد. 1الکتروفورز بر ژل آگارز 
اسپکتوفتومتری میزان خلوص و میزان آلودگی به ترکیبات 

بررسی نسبت میزان جذب در  بابترتیب  RNAپروتئینی 
نانومتر  280های   نانومتر به طول موج 260طول موج 

 ( تعیین شد.230/260نانومتر ) 230( و 280/260)
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 طراحی و سنتز آغازگر

 عمومی مندرج دردر این پژوهش از دو جفت آغازگر 
توالی و که  (OIE, 2013) گردیداستفاده  OIEپروتکل

در  استفاده در این مطالعهمورد آغازگرهای مشخصات 

 T4ناحیه بر اساس  این آغازگرها است.شده  ارائه 1جدول 
و گردید ویروس نکروز عصبی طراحی  پوشش ژن پروتئین

شرکت از طریق شرکت ژن فن آوران به جهت ساخت 
 ارسال شدند. (Copenhagen) دانمارک کوپنهاژن

 
توالی آغازگرهای مورد استفاده در  این تحقیق:1جدول   

Table 1: Primer Sequences used in the study.  

'5 -'3توالی  اندازه محصول )جفت باز(  پرایمر)آغازگر( ژن هدف 

420 CGT-GTC-AGT-CAT-GTG-TCG-CT RNA2 F2: External Forward 
CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA R3: External Reverse 

294 GTT-CCC-TGT-ACA-ACG-ATT-CC RNA2 NF2: Internal Forward 
GGA-TTT-GAC-GGG-GCT-GCT-CA NR3: Internal Reverse 

 

 کنترل

در هر مرحله از  PCRبرای اطمینان از صحت واکنش 
نمونه کنترل مثبت و منفی استفاده شد. نمونه واکنش از 

 یا  RNAکنترل منفی حاوی تمام مواد واکنش بجز نمونه 

cDNA  ن به جای آ)که در بودTEMPLE  ب عاری آاز
یا  RNAهمچنین از . ه شد( از آنزیم نوکلئاز استفاد

cDNA های استخراج شده از لارو(Epinephelus 

coioides ) به  مبتلا به بیماری، گروپر نارنجی خالدار
 یا RNA  های نمونه عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

cDNA مهندسِی   دپارتمان بیوتکنولوژی کالج از
Rajalakshmi   دریافت و مورد استفاده کشور هندوستان

 اکثر که ییآنجا از ،توضیح است شایان قرار گرفت.
 در زمان انجام این پژوهش دارای ماهیان کفال های نمونه
 نمودن روش Set up به نیاز ،بیماری بودند مزمن علائم

PCR متاسفانه و بود RNA  حدت با ماهیان کفال 
 cDNA کشور نیز داخل در و نشد یافت بالا زایی بیماری

مطالعات  در ،رس نبود. از سوی دیگرمورد نظر در دست
به  متعلق خزر دریای کفال سوش که شد مشخص قبلی

 هامور نمونه همچنین و باشد می RGNNV ژنوتیپ
 کنترل نمونه همچنین .بودند سویه همان از نیز ماهیان
 توالی تعیین مجدداً اطمینان بیشتر، جهت مذکور مثبت

 .آن محرز گردید  RGNNV شدند و ژنوتیپ
 

 

 (Nested RT-PCRای ) آشیانه PCRآزمایش 

ای با استفاده از جفت آغازگرهای  آشیانه PCRآزمون 
به  NF2/NR3 داخلیو جفت آغازگرهای  /R3 F2بیرونی 

 (.Thiery et al., 1999شد )ای انجام  صورت دو مرحله
 

  ای دو مرحله Nested RT -PCR شرایط آزمون

های آغازگراز  PCR (RT-PCR)برای انجام مرحله اول 
سازی واکنش  جهت بهینه .استفاده شد /R3 F2بیرونی 

 وپارامترهایی که مورد ارزیابی قرار گرفتند، دمای اتصال 
و محصول  cDNA و غلظت نهایی غازگرهاآغلظت نهایی 

PCR  میکرولیتر، شامل  20بودند. واکنش با حجم نهایی
)سیناکلون  Master mix PCR 2Xمیکرولیتر 5/12

 ،پیشین و پسینآغازگر از هر  میکرولیتر 3/0-1، (ایران
میکرولیتر  4-1لیتر آب عاری از نوکلئاز و  مایکرو 5/4

cDNA  .انجام شدPCR  دقیقه  3تحت شرایط دمایی
 35گراد،   درجه سانتی 94واسرشت شدن اولیه در دمای 

به  گراد  سانتی درجه 94چرخه واسرشت شدن در دمای 
، 1/57، 55دمای مختلف،  4در ثانیه، اتصال  45مدت 

به  گراد  سانتی درجه 72دمای گسترش در ،  7/61، 2/59
 72و در نهایت گسترش نهایی در دمای  ثانیه 45مدت 

 ,Moody and Craneدقیقه انجام شد ) 7درجه به مدت 

سپس از محصول دور اول به عنوان الگویی برای  (.2014
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  ذیلبه قرار نیز  دور دوم استفاده شد. مواد و شرایط دوم
 :بود
)سیناکلون  Master mix PCR 2Xمیکرولیتر 5/12

 ،NF2/NR3میکرولیتر ازآغازگرهای داخلی  3/0-1ایران(، 
از میکرولیتر  4-1کرولیتر آب عاری از نوکلئاز و می 5/4

 2/0دور اول در یک میکروتیوپ  PCRمحصول 
 25( )حجم نهایی Eppendorfمیکرولیتری اپندروف )

 ذیلآنگاه دور دوم مطابق با برنامه لیتر( ریخته شد. میکرو
 94دقیقه واسرشت شدن اولیه در دمای  5انجام شد: 

 94چرخه واسرشت شدن در دمای  30گراد،   درجه سانتی
دمای  4ثانیه، اتصال در  40گراد به مدت   درجه سانتی

گسترش در گراد   درجه سانتی 55، 54، 52، 50مختلف 
ثانیه و در نهایت  40گراد به مدت   نتیدرجه سا 72دمای 

گراد برای مرحله گسترش   سانتیدرجه  72در دقیقه  5
 (.Moody and Crane, 2014) نهایی

 

 الکتروفورز

درصد حاوی  5/1بر ژل آگارز  PCRهای حاصل از  نمونه
الکتروفورز گردید. رنگ آمیزی ژل نیز به  TBE (1x)بافر 

فت. جهت قرار دادن کمک اتیدیوم بروماید انجام گر
ل از بافر ژهای  به درون چاهک PCRهای حاصل از  نمونه
با پایان یافتن زمان و استفاده شد  X 6گذاری  نمونه

 Bio-Rad)شرکت   Gel Docالکتروفورز ژل به دستگاه 
بنفش باندها مشاهده  منتقل شد و با اشعه ماوراءمریکا( آ

  .گردید

 
 جهت توالی یابی PCRتهیه محصول 

 50در حجم  PCRبرای این قسمت واکنش های 
بیشتری از محصول  میکرولیتر تهیه شد تا حجم نهایی

PCR  بدست آید. این محصولات پس از بررسی و تایید با
  سازی نهایی استفاده گردید. الکتروفورز جهت خالص

 
 PCRخالص سازی محصول 
به کمک  PCRاز محصول  DNAخالص سازی مستقیم 

شرکت ) AccuPrep Gel Purification kitکیت 

Bioneer انجام شد و جهت توالی یابی( کره جنوبیکشور 
 ارسال گردید. کره جنوبی Macrogenبه شرکت  نیز
 
 

 نتایج
استخراج شده از بافت  RNAبرای اطمینان از کیفیت 

 درصد برده 1روی ژل آگارز  RNAمیکرولیتر از  5مغز، 
که در یهمانطور مشاهده شد. Gel docو در دستگاه  شد

 S 18 و S28 باندهای ریبوزومی شود،  مشاهده می 1شکل 
وجود این باندها که بدون  ،در واقع  بودند. تشخیصقابل 

 ،تخریب و شکستگی و به صورت سالم و یکپارچه هستند
 .باشد میاستخراج شده  RNAحاکی از بالا بودن کیفیت 

 RNAبیانگر کیفیت خوب  نیزنتایج اسپکتوفتومتری 
 RNAمشخصات  2. در جدول بوداستخراج شده 

  .شده استارائه استخراجی 
 
 
 
 
 
 
 
 

های مغز ماهی  استخراج شده از نمونه RNA: کیفیت 1شکل 

ریبوزومی  RNAزیر واحد   2% ؛ 1ژل آگارز  برکفال طلایی 

(18S  28وS  که شاخص کیفیت )RNA   مشاهدهبخوبی 

 شود. می
Figure 1: The qualification of RNA extraction of 

golden grey mullet brains on 1% agarose gel; 2 

subunits of ribosomal RNA (18S and 28S) are 

completely observed. 
 

استخراج شده از  RNA: نتایج اسپکتوفتومتری 2جدول 

 های مغز ماهی کفال طلایی نمونه
Table 2: spectrophotometric results from RNA 

extraction of golden grey mullet brains. 
نسبت طول موج 

نانومتر 230/260  

نسبت طول موج 

نانومتر 280/260  

 RNAغلظت 

 )نانوگرم/میکرولیتر(

62/2  8/1  748  
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برای تشخیص  PCRاز آنجایی که بهینه سازی واکنش 
میزان کم ژنوم ویروس در نمونه های بالینی بسیار حائز 

و  cDNAهای مختلف  ر این مطالعه رقت، دتاهمیت اس
بررسی شد. همچنین با کمک  PCRمحصولات مرحله اول 

تعیین  PCRترین دما برای هر دور   مناسب ،شیب دمایی
 cDNAوهش، غلظت بهینه ژشد. در نتایج حاصل از این پ

میکرولیتر بود و دمای بهینه برای دور  PCR 2و محصول 
گراد   درجه سانتی 50و  55بترتیب  PCRاول و دوم 
با  PCRسازی شرایط واکنش  پس از بهینه بدست آمد.

(، grouper ماهی استفاده از نمونه کنترل مثبت )لارو
های مغز کفال ماهیان   ویروس در نمونه فقدانوجود یا 

 تعیین هامور لارو شایان ذکر است که سویهبررسی گردید. 
 RGNNV ژنوتیپ به متعلق که گردید تایید وشد  توالی

 باشد. می
 20، نکروز عصبی ویروسیمشکوک به  نمونه 40از مجموع 

ویروس بودند. این یافته با تکثیر این %( آلوده به50مورد )

آغازگرهای جفت بازی با استفاده از  300قطعه حدود 
ذکر  شایان (.2اثبات گردید )شکل  NF2/NR3اختصاصی 

 دروم است که در این روش پس از آنکه محصولات دور د
واضح در  نسبتاً bp 300ل آگارز برده شد، یک باند ژ

های کنترل مثبت و کفال ماهیان آلوده قابل مشاهده  نمونه
با که مرحله اول  PCRدر  این در حالیست که بود.

تنها در  ،انجام گرفت F2/R3 آغازگرهای استفاده از 
( یک باند grouper ماهی های کنترل مثبت )لارو نمونه

جفت بازی مشاهده شد، در حالیکه در  420ضعیف 
های کفال ماهیان باند مزبور مشاهده نشد   هیچیک از نمونه

ژن  T4نوکلئوتیدی منطقه  مقایسه توالی (.3)شکل
مده از کفال آپروتئین پوششی بتانوداویروس بدست 

 بتانوداویروس های  یپنوتژماهیان دریای خزر با سایر 
د که این ویروس حداکثر نشان دا NCBIموجود در پایگاه 

تیدی ، با تشابه نوکلئوRGNNVیپ نوتژشباهت را با 
  .درصد دارد 95بالای 

 

 
 

: نشانگر Mدر دور دوم؛   PCR: محصول نهایی واکنش 2شکل 

: کنترل مثبت 2: کنترل منفی، چاهک 1، چاهک 100pbمولکولی 

: نمونه های مغز کفال ماهیان 3(، چاهک grouper)لارو ماهی

 ودهآل

Figure 2: Final amplification of second PCR reaction; 

M: DNA ladder (100bp), Lane 1: Negative control, 

Lane 2: Positive control (grouper larva), Lane 3: 

Infected mullet brains. 

 
 

: نشانگر Mدر دور اول؛   PCR: محصول نهایی واکنش 3شکل 

: نمونه های 2: کنترل منفی، چاهک 1 ، چاهکpb 100مولکولی 

: کنترل مثبت )لارو 3مغز کفال ماهیان آلوده، چاهک 

grouper.) 

Figure 3: Final amplification of first PCR reaction; M: 

DNA ladder (100bp), Lane 1: Negative control, Lane 2: 

Infected mullet brains, Lane 3: Positive control 

(grouper larva). 
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 بحث
 میزان در را رتبه دومین سفید ماهی از پس ماهیان کفال

 خزر، دریای ایرانی سواحل در استخوانی ماهیان صید

 خزر دریای بومی ماهیان این که این وجود با دارند.

 بومی ماهیان به نسبت بالائی صید میزان از ولی ،نیستند

 .(1396ژاد، ن برخوردارند )غنی سیم و سوف کپور، همچون
اخیر شاهد کاهش صید کفال    در چند سال ،با این حال

واملی چون که ع ددر سواحل شمالی کشور هستی ،ماهیان
های   بیماری نکروز عصبی کفال ماهیان، افزایش آلودگی

زیست محیطی، برداشت بیش از حد از ذخایر طی 
دار مهاجم به دریای خزر و  های گذشته، وجود شانه  سال
ات مخرب آن بر اکوسیستم دریای خزر و نیز کاهش تاثیر

سطح آب دریای خزر در کاهش صید و ذخایر کفال 
  (.1391، نژاد )فضلی و غنی باشند ماهیان دخیل می

عنوان یک بیماری ه ب نکروز عصبی ویروسی بیماری
که متاسفانه هر نوظهور در پرورش ماهیان شناخته شده 

های آب شیرین و   گونه در های میزبان آن تعداد گونه ساله
 Binesh andدر حال افزایش است )شور  نیز آب

Jithendran, 2013; Keawcharoen et al., 2015 .)
پروری ماهیان و   با افزایش تنوع در حوزه آبزیبعلاوه، 

بخصوص  پرورش، به منظورهای زنده   انتقال ارگانیسم
ها و  سویه احتمالاً قفسگسترش پرورش ماهیان در 

با توجه به  آیند.  در آینده بوجود می یهای جدید یپنوتژ
، جلوگیری از ورود   ماهیت بسیار مخرب بتانوداویروس

به غربالگری آزمایش ها از طریق  ویروس به مزارع و هچری
سلامت گله ماهیان و تشخیص سریع منبع  بررسی منظور

و اجتناب  امری ضروری ،ویروس در صورت شیوع بیماری
های مولکولی   روشرسد   بنظر میمیان این در ت. اس ناپذیر

 Rajan, etباشند )مفید برای این منظور  PCRمبتنی بر 

al., 2016.) فناوری از هایی که   روش ،بنابراینPCR 
و  RT-PCR ،Nested-PCRمانند  کنند استفاده می

Real- time PCR سرعت، حساسیت و  به علت
 بیشتر ها  وداویروسبتان برای تشخیص اعتبارشان اخیراً

 Thieryروند )  بکار میو  اند قرار گرفتهمورد توجه محققین 

et al., 1999; Dalla Valle et al., 2000; Gomez et 

al., 2008; Jithendran et al., 2011; Rajan, et al., 

2016) . 
بردن  ، برای افزایش حساسیت و بالاتحقیقدر این  

ام  به بهینه سازی اقد ،Nested RT-PCRاختصاصیت 
PCR شد. پارامترهای مهمی که درNested   برای بهینه

  توان در نظر گرفت، شامل دمای اتصال آغازگر با  سازی می
 DNA های مورد استفاده در هر دو  الگو، تعداد سیکل

 ;Falahi et al., 2011)باشد   غلظت آغازگرها میو ه دور

McPherson & Simon, 2006) . ،واکنش در واقع
 آغازگرای پلیمراز به میزان زیادی به صحت اتصال  جیرهزن

 الگو بستگی دارد. بهترین درجه حرارت برای DNAبر 

 به طورآغازگرها  که دارد قرار ای محدوده در واکنش انجام

اختصاصی جدا  غیر نواحی از و متصل هدف توالی به کامل
مناسب )دمای  Tm، برای رسیدن به دمای لذاباشند. 

به الگوی هدف( از دماهای پایین  آغازگرمناسب اتصال 
درجه  1-2دماهای بالا با فاصله  طرفشروع و به 

بعد از ارزیابی مقدارهای  گراد آزمایش گردید.  سانتی
، 3، 2، 1)مرحله اول  PCR  لو محصو cDNAمتفاوت 

میکرولیتر به عنوان بهترین غلظت مورد  2( مقدار 4
 ار گرفت. گزینش قر

 بکارگیری  و اندازی راه مطالعه این از هدف اینکه به توجه با

 T4قدرتمند برای تشخیص ناحبه  PCRسیستم  یک
 تتوان گف ، میاستماهیان در کفال عصبی ویروس نکروز 

قادر به  ،اندازی شده راه -PCR  Nested RTروشکه 
کفال ماهیان دریای های مزمن  نمونهتشخیص ویروس در 

. باشد میغیر اختصاصی  فاقد هر گونه باند نیزو است خزر 
اول( قادر به تشخیص    مرحله PCR) RT-PCRاما روش 

های مشکوک کفال  ژنوم ویروس در هیچیک از نمونه
بنابراین، با انجام دور دوم تکثیر با استفاده از  .ماهیان نبود
طور ه ( حساسیت تشخیص بداخلی) Nestedاغازگرهای 

 ایش یافت. چشمگیری افز
 Thiery  حساسیت این روش را با ( 1999)و همکاران

مورد مقایسه قرار دادند که نتایج حاصل  RT-PCRروش 
را  Nested RT-PCRآنها حساسیت بالاتر مطالعه از 

بطوریکه این  نشان داد. RT-PCRنسبت به روش 
حداقل   Nested-PCRکه سنجش  محققین تخمین زدند
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 .ای دارد یک مرحله  PCRتری از برابر حساسیت بیش 100
برای ردیابی نکروز عصبی  RT-PCRبعلاوه، شکست روش 

 Pseudocaranx( در SJNNVویروسی جک راه راه )

dentex  توسطNishizawa   (1996همکاران ) و، 
دو روش  (2016) و همکاران Rajan .گزارش شده است

RT-PCR  وNested RT-PCR  را برای ردیابی نکروز
 Lates calcarifer،Mugilماهیان در ییروسعصبی و

cephalus  وLiza parsia  در که  ندبررسی قرار دادمورد
در دارای علائم بالینی ویروسی  L. calcarifer  این بین

 L. parsiaو  M. cephalusدر حالیکه  ،شرایط حاد بود
صورت مزمن ه بدون هیچگونه علائم بالینی ظاهری و ب

روش  مذکور در مطالعه .بودندری تنها حامل عامل بیما
RT-PCR  ماهیانقادر به تشخیص ویروس در نمونه 
ویروسی با تیتر  سلولیهای  کشتسوپرناتانت مزمن یا 

10پایین )
3
 TCID50/ml )ن( بودRajan et al., 2016.) 
احتمال ردیابی ویروس را  RT-PCRبنابراین، استفاده از 

زا در   بیماری که عوامل هنگامیدر مغز و چشم ماهیان 
در مقابل بنظر  سازد.  پذیر می ، امکانسطوح بالاتر قرار دارند

مناسب برای  یروش Nested RT-PCRرسد که   می
همچنین یک روش و آلودگی تشخیص سطوح پایین 

به  برای نمونه ماهیان وحشی آلوده سریع یتشخیص
 ,.Nishizawa et alروند )  بشمار میویروس عامل بیماری 

1997). 
های  ژنوم جدایه T4در این بررسی با مقایسه توالی ناحیه 

% 95شباهت  NCBIکفال ماهیان دریای خزر در پایگاه 
یپ ژنوت 4 آشکار شد.  از  RGNNVجدایه با گونه 

 RGNNVمربوط به سویه  فراوانی بیشترین بتانوداویروس
باشد   می SJNNVنیز مربوط به سویه  پراکنشو کمترین 

((Nishizawa et al. 1997; Skliris et al. 2001; 

Thiéry et al. 2004. روش  طور کلی،ه بNested RT-

PCR مؤثر یگردید، روش استفاده تحقیق این در که ،
بشمار  ها  بتانوداویروس شناسایی در کاربردی و سریع

 نکروز عصبی ویروسی را بیماری شناسایی امکان که رود  می

ورد. آفراهم می NF2/NR3  و F2/R3 آغازگرجفت  دو با
 تشخیص بالا و نسبتاًحساسیت  روش این مهم مزایای از

ای که این روش  ، بگونهاست کوتاه یزمان مدت در سریع

برای شناسایی سطوح  و مناسب منتخب یتواند روش  می
جهت شناسائی سریع عامل  نیزها و  پایین نوداویروس

ین حاملیا  1آلوده به ظاهر سالمدر مورد ماهیان بیماری 
این گونه ماهیان  در نظر گرفته شود.ئم بیماری بدون علا

 دارندبیشترین نقش را در انتشار بیماری در مناطق جدید 
های   های اپیدمیولوژیک دستگاه و شناسائی آنها در برنامه

بسیار مهم و  2تبمتولی مبارزه با این بیماری، پایش و مراق
 .(Zorriehzahra et al., 2016)  باشد کننده می تعیین
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Abstract  

Viral Nervous Necrosis (VNN) is considered as one of the most important threats for mariculture and 

aquaculture in the world and up to now, it has been affecting more than 70 fish species. This study was 

aimed to detect and identify fish betanodavirus, the causative agent of VNN, using nested RT-PCR 

from brain tissue of Caspian Sea Mullet. Forty samples of subclinical golden grey mullet fish (range: 

50-250 gr) were collected from the coastal areas of Caspian Sea in 2016. The target organ (brain) was 

excised and the reverse transcription (cDNA synthesis) was carried out followed by the RNA 

extraction. In the present study, detecting of the virus was performed with Nested RT-PCR using two 

pairs of primers F2/R3 and NF2/NR3 in two steps. After optimization of PCR, all of the forty 

specimens were negative by the first-step PCR (RT-PCR) while 20 out of 40 grey mullet were positive 

using Nested RT-PCR (second-step PCR) and a strong band of the expected size (300 bp) was clearly 

observed. Therefore, it seems that Nested RT-PCR is a method of choice for rapid detection of the low 

level of infection and in asymptomatic carrier fish. In addition, the result of sequencing revealed that 

the virus belonged to the RGNNV genotype. 
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