
 ایرانشیلات، مجله منابع طبیعی 
 1401، زمستان 4شماره  ،75دوره 

  583-597صفحات 
 

 ( CyHV-3) تشخیص سریع کوی هرپس ویروس

 PCRو مقایسه با ( LAMP) به روش تکثیر همدما به واسطه حلقه

 5، مجتبی علیشاهی4، علیرضا میرواقفی4، حمید فرحمند3، محمدرضا تابنده*2امیررضا عابد علم دوست ،1میثم باورصاد

 ، کرج، ایرانتهرانگروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه دانشجوی دکتری .1

 ، کرج، ایرانتهرانگروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه  استادیار.2

 ، اهواز، ایرانگروه علوم پایه، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهوازاستادیار .3

 استاد گروه شیلات، دانشکده منابع طبیعی، دانشگاه تهران، کرج، ایران .4

 ، اهواز، ایرانگروه علوم درمانگاهی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران اهواز استاد .5

 25/05/1401تاریخ پذیرش:  14/04/1401تاریخ ارسال: 

 چکیده
ویروس نوظهور به شدت مسری و با حدت بالا است که سبب ایجاد ، یک (KHV)ویروس یا کوی هرپس (CyHV-3)کپورماهیان  3هرپس ویروس نوع 

یک تکنیک مولکولی مبتنی بر تکثیر بسیار اختصاصی  LAMPشود. روش تلفات سنگین و ناگهانی در ماهی کپور معمولی و کوی و هیبریدهای آنها می

ی انسان هاپاتوژنهای اخیر به منظور تشخیص باشد که در سالمیت قیماسید نوکلئیک اجرام پاتوژن در شرایط همدما و بدون نیاز به تجهیزات گران

ویروس در مزارع مشکوک به آلودگی و پایش دایمی مزارع پرورش و حیوانات توسعه یافته است. با توجه به اهمیت تشخیص سریع بیماری کوی هرپس

. در این مطالعه یص سریع این ویروس صورت گرفتای نانوطلا در تشخهبا پروب LAMPکپورماهیان کشور، این مطالعه با هدف ارزیابی روش تلفیقی 

ی هارقتبرای تشخیص  ، تکثیر وLAMPویروس با روش بهینه شده کوی هرپس (TK)اختصاصی، بخشی از ژن تیمیدین کیناز آغازگر  6با استفاده از 

سرعت و آزمایش  مورد بررسی قرار گرفت و، آزمایش اختصاصیت و حساسیت های بافتی کپور معمولیدر نمونه DNAژنومیک و  DNAمختلف 

 صد درصدی و حساسیت تشخیص بر اساس رقت استوک  بودن مقایسه گردید. نتایج بیانگر اختصاصینیز  معمولی PCRحساسیت نسبت به روش 

ویروسی آمیخته شده  DNAفمتوگرم در میکرولیتر برای  2/8معادل  10-7ژنومیک ویروس و  DNAفمتوگرم در میکرولیتر برای  25/1معادل  10-8

. تر بودبرابر دقیق 8000عتر و سه برابر سری یمعمول PCRپیشنهادی در مقایسه با  LAMPد. همچنین بر اساس نتایج حاصله، روش بودر نمونه بافتی 

ی هاآزمایشگاهویروس در و سریع جهت شناسایی مولکولی کوی هرپسدقیق  تواند به عنوان یک ابزار قدرتمند ومی LAMPبا توجه به کارایی بالا، روش 

 تشخیصی با تجهیزات اندک مورد استفاده قرار گیرد.

 .دما، تیمیدین کیناز، تکثیر هم، تشخیص سریعLAMP ،PCRکپورماهیان،  3هرپس ویروس نوع  واژگان کلیدی:
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Abstract 
Koi Herpes Virus (KHV or Cyprinid Herpesvirus 3, CyHV-3) is an etiological agent of an emerging and 

notifiable disease and one of the mostrisky factors affecting common carp and koi worldwide production with 

high mortality rates. Molecular methods have been developed and routinely used for the detection of KHV 

infections. These diagnostic tools are sensitive but still have some drawbacks: they require expensive and 

bulky apparatus, a large sample volume, and long sample preparation/detection times. Therefore, it is desirable 

to develop simpler, faster, cheaper and more portable detection methods. Loop-mediated isothermal 

amplification (LAMP) technique is a novel and next-generation tool which can amplify nucleic acids with high 

specificity, sensitivity and rapidity under isothermal conditions. In this study, a fragment of the CyHV-3 TK 

gene was amplified at 65°C in the presence of Bst DNA polymerase and a set of six specially designed primer 

mixture. The reliability, sensitivity and specificity of this assay for rapid detection of CyHV-3 was investigated 

and compared to conventional PCR. LAMP assay was successfully developed with the detection of KHV- 

generated product, and showed 100% specificity and sensitivity of 1.25 fg/µL, that is comparable to the most 

sensitive method reported to date. The assay was 8000 fold more sensitive and three times faster than 

conventional PCR. The LAMP assay described in this study revealed a highly sensitive, rapid and reliable 

diagnostic protocol for detection of CyHV-3. 

Keywords: KHV, CyHV-3, LAMP, PCR, Rapid detection, Isothermal amplification, Thymidine kinase. 
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 مقدمه .1
به  )CyHV-13(کپورماهیان  3هرپس ویروس نوع  که 

سمی، کوی هرپس ویروس  هم خوانده  )2KHV(طور غیر ر

سری و با حدت می شدت م شود، یک ویروس نوظهور به 

بالا است که سبب ایجاد تلفات سنگین و ناگهانی در ماهی 

و  ) et alCostes ,.2008(شوووود می 4و کوی 3کپور معمولی

نهعلاوه بر این  قادرگو ماهی  ندها،  جاد آلودگی در  ای

  کوونوونوودو هوویووبووریوودهووای آنووهووا  6و کوواراس 5طوولایووی

(Sadler et al., 2008 .) تقریبا ازموارد متعددی از بیماری 

های  مام کشوووور نده کپور معمولی و کوی پرورشت ده

و سووبب ایجاد  (Bergmann et al., 2020) گزارش شووده

بالایی یان اقتصوووادی  ماهی کپور  ز به صووونعت پرورش 

هان شووووده اسوووو  ت معمولی و کوی در سوووراسووور ج

(Haenen et al., 2016)  بیماری ناشی از این ویروس، در .

اختصاصی جزو دو بیماری ، )SVC7(کنار ویرمی بهاره کپور 

 جهانی دام بهداشوووت ماهیان گرمابی اسوووت که سوووازمان

(OIE)8، این اسووت. کرده الزامی اعلام  گزارش شوویوع آنها را

مانند بیماری اخیرا در خاورمیانه و کشووورهای مجاور ایران 

و در ایران نیز  (Toffan et al., 2020) یافته عراق گسترش

در برخی مراکز نگهداری و تکثیر پرورش کوی و نیز مزارع 

و شیوع آن به صورت رسمی  پرورش ماهیان گرمابی ردیابی

 ;Rahmati-Holasoo et al., 2016) گردیده اسووت اعلام

Ahmadivand et al., 2020). 

ضووابطه ماهی زنده و حمل و نقل بیالمللی تجارت بین

المللی ماهی کوی به عنوان یک ماهی زینتی داخلی و بین

با ارزش و مهم، از دلایل پخش سووریع جهانی این ویروس 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. ویروس (Radosavljević et al., 2017)شوند شمرده می

قادر به آلوده کردن ماهیان در تمام سنین بوده و خصوصا 

به  مای آب  که د مانی  جه سوووانتی 16-25در ز گراد در

به بروز می فات در  100تا  80رسووود، منجر  درصووود تل

 .(Haenen et al., 2004)شووود های حسوواس میجمعیت

های هرپس ویروسووی، این ویروس مشووابه سووایر آلودگی

ند. می ما باقی ب به صوووورت نهفته  ند در ماهیان آلوده  توا

نجات گیری این بیماری همهبنابراین حتی ماهیانی که از 

یابند، تا آخر عمر خود به عنوان حامل و ناقل ویروس می

 .(Eide et al., 2011)شوند محسوب می

یک ویروس  ماری،  مل بی خانواده  DNAعا دار از 

Alloherpesviridae بوووده (Haramoto et al., 2007; 

Waltzek et al., 2009 ) که با ژنومی به طولkbs 295 ،

خود  نوم در راسووووتووه  ین ژ تر گ بزر  اسووووتدارای 

(Davison, 2010)  ،100-110. نوکلئوکپسید این ویروس 

 پوشووویده شوووده اسوووت 9و با یک غلاف ردنانومتر قطر دا

(Ilouze et al., 2011.) 

علائم کلینیکی بیماری ناشوووی از این ویروس، عموما 

 پریدگی و نکروز شدید آبششی،غیر اختصاصی بوده و رنگ

. با (OIE, 2018)شود از مهمترین این علایم محسوب می

یک روش  عه  مان موثر، توسووو عدم وجود در به  جه  تو

تشخیص حساس، سریع و اختصاصی جهت شناسایی این 

. اسووتویروس و جلوگیری از شوویوع گسووترده آن، حیاتی 

ی تشخیص مختلفی اعم از مستقیم و غیرمستقیم، هاروش

اند که مورد استفاده قرار گرفتهبرای شناسایی این ویروس 

له می به از آن جم جداسوووازیهاروشتوان  ثل  و  10یی م

شووناسووایی ویروس با اسووتفاده از تیره سوولولی حسوواس 

1 Cyprinid herpesvirus-3 
2 Koi Herpesvirus 
3 Cyprinus carpio 
4 Cyprinus carpio koi 
5 Carassius auratus 
6 Carassius carassius 
7 Spring viraemia of carp 
8 World organization for animal health 
9 Envelope 
1 0 Isolation 
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(Hedrick et al., 2000)، های هیسوووتوپاتولوژی، تکنیک

ی سرولوژیک مبتنی بر هاروشهای میکروسکوپی و بررسی

ی پس از مواجهه تشخیص بروز واکنش ایمنی در برابر بیمار

 های تولید شوووده در بادیآنتیماهی با ویروس و سوووطو  

 ;Ronen et al., 2003) ، اشووواره نمود)الایزا( بدن ماهی

Adkison et al., 2005; St-Hilaire et al., 2005) این .

زحمت بوده و معمولا فقط در بر و پرزمان، عموما هاروش

فاز مرگ و میر،  مان  ند و در مؤثر ز یه هسوووت حل اول مرا

شته و سبتا زیادی بعد  بیماری قابلیت کاربردی ندا زمان ن

به تشوووخیص عامل بیماری  زا هسوووتند از آلودگی، قادر 

(El-Matbouli et al., 2007) عموماً هاروش. همچنین این 

باشوووند برای شوووناسوووایی ماهیان ناقل، نامناسوووب می

(Monaghan et al., 2014) ،تا ی هاروش. در این راسووو

مولکولی به دلیل سووادگی و سوورعت و دقت بالا، جایگزین 

. از شوووندمی محسوووب هاپاتوژنقدرتمندی در تشووخیص 

هووای مبتنی بر تکثیر ، تکنیووکهوواروشترین این مؤثر

ترین ابزارها در که از با ارزش اسوووت 1اسووویدهای نوکلئیک

گروهی از  شوند.های علوم زیستی محسوب میتمام زمینه

ساس تکثیر ژن هدف عمل میاین تکنیک کنند که ها، بر ا

 های ی مبتنی بر اسوووتفاده از هرخههاروشخود شوووامل 

یط همهوواروشدمووایی و  کثیر در شووورا ت ینوودی   دمووا

(Bergmann et al., 2020). ،ی هوواآزموون از گوروه اول

 DNAجهت شووناسووایی  qPCRو  PCR ،nPCRمختلف 

 ;Gray et al., 2002)اند کوی هرپس ویروس طراحی شده

Gilad et al., 2004; Bercovier et al., 2005 ) با وجود که

سبتا بالا سب و کارایی ن ستگی آنها به  ،سرعت و دقت منا واب

قیمت ترموسووایکلر و مواد مصوورفی پرهزینه و دسووتگاه گران

بر جهت گیر و هزینهی وقتهاروشهمچنین نیاز به استفاده از 

 ،(Wong et al., 2017) آشکارسازی و تشخیص محصولات

امکانات و دورافتاده و شووورایط کاربرد آنها را در مناطق کم

کند. میدانی )مانند سووور مزرعه(، با محدودیت مواجه می

سال شکلات، در  های اخیر روش تکثیر برای غلبه بر این م

 
 

 
1 Nucleic acid amplification-based method 

ابداع و توسوووعه یافته  (LAMP)دما به واسوووطه حلقه هم

(Notomi et al., 2000)  یت سووونتز عال که مبتنی بر ف

سازی رشته جایگزینبا استفاده از خاصیت  DNAخودکار 

دما تحت شرایط هم Bst DNA Polymeraseتوسط آنزیم 

(°C 60-65 گراددرجه سوووانتی )و منجر به تولید  اسوووت

یادی از  قادیر ز مان  DNAم مدت ز  30-60هدف طی 

ستفاده . با توجه به ا(Mori et al., 2001)شود دقیقه می

غازگر  6تا  4از  یه مختلف  8تا  6که در مجموع آ ناح

DNA دهند، این روش یک را مورد شوووناسوووایی قرار می

صیت بالا  فناوری صا سیت و اخت سا سیار انتخابی و با ح ب

دما، علاوه بر ی تکثیر همهاروشدر بین  شود.محسوب می

ناوری یب ، LAMP ف نیز  (RPA)از تکثیر پلیمراز نوترک

 اسووتفاده شووده اسووت CyHV-3برای شووناسووایی ویروس 

(Prescott et al., 2016) که همانند LAMP برای تولید ،

 کنوودمراز اسوووتفوواده میپلی DNAمحصوووول از آنزیم 

(Bai et al., 2022 .) یابی روش عه، ارز طال هدف از این م

LAMP شده به عنوان  به عنوان یک روش مولکولی بهینه 

جهت شوووناسوووایی  )POCT2(ابزار آزمایش نقطه مراقبت 

بر و بدون نیاز به مواد و تجهیزات هزینه CyHV-3ویروس 

سه بین مزایا و معایب این روش با  ست PCRمقای که در  ا

نهایت منجر به ارائه یک روش تشوووخیصوووی دقیق و قابل 

کانات جهت شناسایی سریع امی کمهاآزمایشگاهانجام در 

 گردد.و زودهنگام این ویروس می

 

 هاروشمواد و  .2

 نمونه کنترل مثبت .2.1
ویروس، ژنومی کوی هرپس DNAدر این پژوهش از 

شگاه تهران، به  شکی دان شکده دامپز شده در دان ستخراج  ا

 عنوان نمونه کنترل مثبت استفاده گردید.

 آغازگرها انتخاب ژن هدف و طراحی .2.2

2 Point-of-c

are testing 
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ناز  یدین کی باز  651به طول  (TK)ژن تیم فت  ج

شانگر ( به عنوان AJ535112)شماره دسترسی بانک ژن  ن

سایی کوی هرپس ویروس  شنا صی برای  صا ژنتیکی اخت

فت.  هدف قرار گر جام واکنش مورد  هت ان ، LAMPج

افزار نرماختصاصی با استفاده از آغازگر ای از شش مجموعه

Primer Explorer  خه یک توالی  5نسووو هت تکثیر  ج

به فرد  بازی از ژن  212منحصووور  ، طراحی و TKجفت 

اختصاصی آغازگر نیز از دو   PCRساخته شد. برای واکنش

کوی هرپس ویروس جهت تولید  TKبر اسوواس توالی ژن 

 (.1جفت بازی استفاده گردید )جدول  410محصول 

 PCR و LAMPطراحی شده جهت انجام واکنش آغازگرهای و مشخصات توالی  -1جدول 

 (′3–′5)توالی  طول آغازگر

F3 16 ACAGCGGCGCGACCTA 

B3 18 CGCCGTCACCTGCTTGAA 

FIP 37 CCACGGCGTCGTATTCCTCC 

AGCCATCTCCGCGGGTT 

BIP 41 CTACGAGGGAGTCGTGCAGCT 
GGGGCTGCTGCATAAAGTCC 

LF 20 CGCTGCATCACCTCGTACAG 

LB 20 CGCGGGCAAGTACGTGATCG 

PCR-TKR 20 ATCTTGCACTTCATGCACAC 

PCR-TKF 20 GCTATGCTGGAACTGGTCAT 

 

 DNAاستخراج  .2.3
ستخراج به منظور آماده ، یک DNAسازی نمونه جهت ا

گرم بافت کلیه ماهی کپور معمولی سوووالم جداسوووازی و با 

ستفاده از  شد. ا سیاب  نیتروژن مایع و هاون، به طور کامل آ

و  PCRبا توجه به اختلاف حجم نهایی در واکنش  سوووپس

LAMP، 50 میکرولیتر  50گرم از بافت پودر شووده با میلی

کوی  DNAی سوووریالی ده برابری از هارقتاز هر کدام از 

میکرولیتر از این  5/62و  PCRویروس برای آزمون هرپس

به صورت جداگانه مخلوط و به  LAMPمون برای آز هارقت

یتر بووافر  100همراه  یتر  5و  Prelysisمیکرول میکرول

لیتری ورتکس میلی 5/1در یک میکروتیوب  Aریبونوکلئاز 

گراد درجه سووانتی 37دقیقه در دمای  15شووده و به مدت 

بووه  Kمیکرولیتر پروتئینوواز  30انکوبووه گردیوود. سوووپس 

سوواعت در دمای  2به مدت میکروتیوب اضووافه و مخلوط و 

با استفاده  DNAگراد انکوبه شد. استخراج درجه سانتی 55

)شرکت از کیت تجاری و مطابق دستورالعمل سازنده کیت 

در  DNAصورت گرفت و تخلیص نهایی ( ، ایرانسیناکلون

 -20انجام شوووده و در دمای  Dilutionمیکرولیتر بافر  50

 گراد نگهداری گردید.درجه سانتی

 PCRو  LAMPواکنش سازی بهینه .2.4
ترین باند در ترین و اختصوواصوویجهت حصووول واضوو 

بهینه گردید. بدین آغازگرها ، دمای اتصوووال PCRواکنش 

، 42منظور، شیب دمایی دستگاه ترموسایکلر برای دماهای 

سانتی 64و  62، 60، 46، 44 شد و پس درجه  گراد تنظیم 

از انجام الکتروفورز روی ژل آگارز یک درصووود، بهترین دما 

ید. همچنین  خاب گرد ی اصووولی واکنش هاشووواخصانت

LAMP  4شووامل غلظتMgSO غلظت ،DNA  الگو و مدت

زمان انجام واکنش، برای به دسووت آوردن مقادیر بهینه این 

لظت سوووازی غ، مورد آزمایش قرار گرفتند. برای بهینهعامل

سووولفات منیزیوم سووه واکنش تکثیر با سووه غلظت مختلف 

MgSO4  سووازی بهینه(، برای مولارمیلی 8و  6، 4)شووامل

DNA  سوووه واکنش تکثیر با دو غلظت مختلف الگوDNA 

مل  نه )شوووا ( و جهت نانوگرم در واکنش 100و  50 نمو

های سووازی زمان واکنش، هفت واکنش تکثیر با زمانبهینه

دقیقه با  60و  55، 50، 45، 40، 35، 30متفاوت شوووامل 



 1401زمستان  ،4، شماره 75ران، دوره یا یعیلات، مجله منابع طبیش 588

 

فت.  جام گر مل واکنش ان گه داشوووتن سوووایر عوا بت ن ثا

توسووط الکتروفورز روی ژل آگارز  هاواکنشمحصووولات این 

یک درصووود مورد ارزیابی قرار گرفت و با توجه به شووودت 

 باندهای ایجاد شده، مقادیر بهینه مشاهده و ثبت گردید.

 PCRو  LAMPواکنش ورالعمل دست .2.5
 10میکرولیتر حوواوی  20مخلوط واکنش بووا حجم 

 5/1معووادل  2MgCl)غلظووت  1میکرولیتر مسوووترمیکس

های ، مولار(میلی غازگر ظت  TK-Fو  TK-Rآ  250با غل

به نانوگرم در واکنش  100با غلظت الگو  DNAو نانومولار 

کل  ید.  PCRعنوان پروت فاده گرد عه اسوووت طال در این م

ساس  LAMPواکنش  شده دستورالعمل بر ا بهینه معرفی 

 ( طراحی گردید:2000و همکاران ) Notomiتوسط 

آغازگرهای ی حاو تریکرولیم 25 حجم با واکنش مخلوط

F3 و B3 آغازگرهای ی هاغلظت و میکرومولار 2/0 غلظت با

FIP و BIP ها غلظت با آغازگرهای   مولار، میکرو 6/1یی ن

LF و LB مولار، مخلوط میکرو 4/0یی نها غلظت با dNTP 

ظت با با  ،1x بافر مولار،یلیم 4/1 غل فات منیزیوم   سوووول

و  Bst 2.0 DNA polymerase میآنز مولار،یلیم 6 غلظت

سازی مخلوط آماده .شد تهیه DNAنمونه  تریل کرویم 5/1

سپس  45 مدت به هانمونه واکنش، روی یخ انجام گرفت و 

 دتم به نهایتا و انکوبه گرادیسانت درجه 65ی دما در قهیدق

ی سوووازفعال ریغ گرادیسوووانت درجه 80ی دما در قهیدق 5

 .شد انجام میآنز

 LAMPارزیابی اختصاصیت روش  .2.6
نسووبت به  LAMPجهت بررسووی اختصوواصوویت روش 

ژنومیووک ویروس  DNAویروس، از نمونووه کوی هرپس

CyHV-3  بووه عنوان کنترل مثبووت و از نمونووهDNA 

شده ویروس ستخراج  و همچنین  CEVو  CyHV-1های ا

DNA  شش و کلیه قدامی سالم آب شده از بافت  ستخراج  ا

ماهی کپور معمولی و نمونه بلانک )حاوی آب دیونیزه( به 

 
 

 

 

 

 عنوان کنترل منفی استفاده گردید.

 LAMPارزیابی حساسیت روش  .2.7
سیت واکنش  سا سی میزان ح  و  LAMPبه منظور برر

 DNAی سوووریالی از هارقتطراحی شوووده، آغازگرهای 

تهیووه و  10-10تووا  10-1 ویروس ازژنومی کوی هرپس

حسوواسوویت واکنش بر اسوواس توانایی آن در تشووخیص 

 ، تعیین گردید.DNAکمترین تعداد کپی 

 ارزیابی و آشکارسازی محصولات تکثیر .2.8
و  LAMPبه منظور ارزیابی محصووولات تکثیر واکنش 

PCRدر  ، از روش الکتروفورز روی ژل آگارز یک درصووود

 استفاده گردید. TAEبافر 

 

 نتایج .3

صل از بهینه .3.1 و  PCRسازی پروتکل نتایج حا
LAMP 

در واکنش آغازگرها  2نتایج تعیین دمای بهینه اتصوووال

PCRدر تمام دماهای دهنده این اسووت که اگرهه ، نشووان

مورد آزمایش، باند اختصوواصووی ایجاد شوود، ولی باند ایجاد 

گراد، دارای درجه سووانتی 64و  62، 60شووده در دماهای 

شتری  سایر دماهاشدت بی سبت به  شکل ن (. با 1ست )

شده در این دماها  شکیل  شدت باندهای ت توجه به اینکه 

 62فرق هندانی با هم نداشووتند، در این پژوهش از دمای 

 استفاده گردید. PCRگراد برای پروتکل درجه سانتی

صوص واکنش  ساس نتیجه ارزیابی ، LAMPدر خ بر ا

های مورد آزمایش ی انجام شووده، در تمام غلظتهاواکنش

صی  DNAو مقدار  )2Mg+(یون منیزیوم  صا الگو، باند اخت

ند، غلظت بهینه برای ایجاد شوود، ولی با توجه به شوودت با

MgSO4  نه یب  DNAو نمو  50 ومولار میلی 4به ترت

الف(. همچنین  2نانوگرم در واکنش تعیین گردید )شووکل 

1 0.08 Units/µL Taq DNA Polymerase in reaction 

buffer, 1.5 mM MgCl2, 4 mM dATP, 0.4 mM dCTP, 0.4 

mM dGTP, 0.4 mM dTTP 
2 Annealing 
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سوووازی مدت زمان واکنش، بیانگر نتایج حاصووول از بهینه

نه  مان بهی ند قوی 45ز با جاد  قه بر اسووواس ای تر در دقی

های زمانالکتروفورز روی ژل آگارز بود، هر هند در تمام 

مایش )از  تا  30مورد آز قه  قه( برای  60دقی ، LAMPدقی

ب(. 2باند اختصاصی ایجاد شد )شکل 

 

 Annealingنتایج حاصل از تعیین دمای بهینه  تصویر-1شکل

 

  
 )ب( )الف(

 MgSO4 2 mM, DNA 100 :1نمونه ) DNAو  MgSO4)الف( غلظت  LAMPسازی ی بهینههاواکنشالکتروفورز روی ژل آگارز محصول  -2شکل 

ng/RX ،2: MgSO4 4 mM, DNA 100 ng/RX ،3: MgSO4 6 mM, DNA 100 ng/RX ،4: MgSO4 2 mM, DNA 50 ng/RX ،5: MgSO4 4 mM, DNA 50 

ng/RX ،6: MgSO4 6 mM, DNA 50 ng/RX ب( زمان واکنش( .)LAMP 

 

 LAMP ارزیابی اختصاصیت روشنتایج حاصل از  .2.3
صیت تکنیک  صا سی میزان اخت و  LAMPبه منظور برر

هدف، واکنش  نه LAMPژن  های کنترل منفی و برای نمو

شرایط بهینه در دمای  سانتی 65کنترل مثبت با  گراد درجه 

شکل  45به مدت  شد. مطابق  ، تکثیر تنها در 3دقیقه انجام 

هدف ویروس  فت و در CyHV-3ژن  سوووایر  صوووورت گر

DNA سی کنترل منفی، نمونه کنترل منفی حاوی های ویرو

حاوی  نه کنترل منفی  نک( و نمو  DNAآب دیونیزه )بلا
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 د.شژنومیک ماهی کپور معمولی، هیچ گونه باندی دیده ن

 

 جهت تعیین اختصاصیت LAMPواکنش تصویر  -3شکل 

 

 LAMPنتایج حاصل از ارزیابی حساسیت روش  .3.3
ی هارقتبا اسووتفاده از  LAMPنتایج ارزیابی محصووولات 

تهیه شوووده روی الکتروفورز روی ژل  ده برابری سوووریالی

 10-8 استوک آگارز، بیانگر مشاهده باند اختصاصی تا رقت

شان ست که ن شخیص معادل ا  25/1دهنده کمترین حد ت

 (.4)شکل  استدر میکرولیتر  DNAفمتوگرم 

 

 LAMPالگو توسط  DNAنتایج حاصل از الکتروفورز ژل آگارز محصولات تکثیر شده رقت سریالی ده برابری تصویر - 4شکل

 

 PCRنتایج حاصل از ارزیابی حساسیت روش  .4.3

 PCRبا  LAMPبه منظور مقایسوووه حسووواسووویت روش 

ی سووریالی تهیه شووده، با اسووتفاده از دو هارقتمتعارف، 

اختصاصی تکثیر شدند که نتایج ارزیابی محصولات آغازگر 

شکیل باند  ستفاده از الکتروفورز روی ژل آگارز، بیانگر ت با ا

سجفت 410 و در نتیجه کمترین  10-4توک بازی تا رقت ا

در  DNAپیکوگرم  10معووادل  PCRحوود تشوووخیص 

 (.5)شکل  استمیکرولیتر 
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 PCRالگو توسط  DNAنتایج حاصل از الکتروفورز ژل آگارز محصولات تکثیر شده رقت سریالی ده برابری  تصویر -5شکل 

 

 LAMPنتایج حاصل از ارزیابی حساسیت روش  .5.3

ویروس کوی هرپس DNAمتعارف در شناسایی  PCRو 

 پس از آمیختگی در نمونه بافت سالم کلیه کپور معمولی
ویروسی  DNAی سریالی هارقت PCRنتایج حاصل از 

دهنده کمترین حد ممزوج شوووده با بافت سوووالم، نشوووان

شخیص  ستوک  PCRت  103، معادل 10-3به میزان رقت ا

همچنین الف(.  6باشوود )شووکل پیکوگرم در میکرولیتر می

در شناسایی حداقل  LAMPنتایج ارزیابی حساسیت روش 

ویروسوووی اسوووتخراج شوووده از بافت، بیانگر  DNAرقت 

، معادل 10-7کمترین حد تشخیص به میزان رقت استوک 

 ب(. 6)شکل  استرم در میکرولیتر فمتوگ 2/8

  

 )ب( )الف(

 ویروسی استخراج شده از بافت DNAدر شناسایی حداقل رقت  )ب( LAMP)الف( و  PCRی هاآزموننتایج بررسی حساسیت تصویر -6شکل 

 

 گیری نهاییو نتیجه بحث .4
جهت اتخاذ اقدامات مناسب  CyHV-3تشخیص سریع 

در جلوگیری از انتشووار این بیماری مسووری، امری حیاتی 

ست سیعی از ا ی مبتنی بر تکثیر هاآزمون. هرهند طیف و

سایی زودهنگام این ویروس  شنا سیدهای نوکلئیک برای  ا

نه تههادر نمو یاف عه  بالینی توسووو نایی این ی  ند، ولی توا ا

در برآورده کردن الزاماتی مثل سادگی، حساسیت  هاآزمون

صیت بالا به طور همزمان، همچنان نیاز صا اثبات  به و اخت

شتر دارد ی مولکولی رایج به دلیل هاروش، به طوری که بی

پس از تکثیر ورزی دسووتو  پیچیدهاسووتفاده از تجهیزات 

سیدن به خوانش و  شتر برای ر صرف زمان بی که نیازمند 

، به هنین تمایزی دسوووت هسوووتندیی نتایج ارزیابی نها
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یابند. هدف از انجام این پژوهش، ارزیابی و سووونجش نمی

به عنوان یک روش مولکولی بهینه شده و  LAMPتکنیک 

ویروس و مقایسه آن با سریع جهت شناسایی کوی هرپس

تداول  یدین  د.بو PCRروش م در این پژوهش، ژن تیم

ژنتیکی نشووووانگر بووه عنوان  ORF55یووا  (TK)کینوواز 

ویروس مورد هدف اختصاصی برای شناسایی کوی هرپس

 DNAقرار گرفت که از مهمترین ژنهای دخیل در سووونتز 

مهم موثر در حوودت  عواموولو نیز از  CyHV-3 ویروس

ویروس، بروز علایم کلینیکی و مرگ و میر محسووووب 

 یا تجزیه . نتایج آنالیزها(Fuchs et al., 2011)شوووود می

 TKای، بیانگر این اسوووت که توالی ژن ژنومیک مقایسوووه

کاملا اختصووواصوووی و منحصووور به کوی هرپس ویروس 

(CyHV-3) ست ساس، از بهترین کاندیداها  ا و بر همین ا

هدف برای تشوووخیص این ویروس  خاب ژن  هت انت ج

شووود. نتایج سووایر تحقیقات انجام شووده نیز محسوووب می

که بر اساس ژن رهایی آغازگدهند که استفاده از نشان می

TK شوووند، کارایی بالایی کوی هرپس ویروس طراحی می

یروس بووه روش  ین و یص ا خ  دارنوود LAMPدر تشووو

(Gunimaladevi et al., 2004; Soliman and  

El-Matbouli, 2010) . به طور کلیLAMP دارای پیچیده

های فناوریترین اسوووتراتژی طراحی پرایمر در بین تمام 

یک تکثیر هممبتنی بر  های نوکلئ ید مای اسووو  اسوووتد

(Bechere et al., 2020).  هت آزمون در این پژوهش ج

LAMP اختصاصی طراحی شده ویژه ژن آغازگر  6، ازTK 

آغازگر اصووولی )دو آغازگر  4ویروس، شوووامل کوی هرپس

غازگر داخلی و دو  غازگر خارجی( و همچنین دو آ لوپ آ

شووده در مطالعات طراحی آغازگرهای اسووتفاده شوود که با 

ناحیه متفاوت در توالی  8، آغازگر 6این  .ندقبلی، متفاوت

دهند و بنابراین نه تنها هدف را مورد شووناسووایی قرار می

صیت روش را افزایش می صا دهند، بلکه احتمال ایجاد اخت

قل می حدا به  کاذب را  یا منفی  بت  تایج مث ندن  رسوووان

(Notomi et al., 2000; Nagamine et al., 2002.) 

استفاده از آغازگرهای لوپ که به آغازگرهای شتاب دهنده 

 
 

هم معروف هسوووتند، باعو کوتاهتر شووودن زمان واکنش 

LAMP  به  60از قه  قه و همچنین افزایش  30دقی دقی

صول گردید.  سیت و میزان تولید مح سا همچنین برای ح

 TKاختصوواصووی بر اسوواس ژن آغازگر ، از دو PCRآزمون 

ستفاده  برای  PCRآغازگرهای مهمترین  .شداین ویروس ا

و  1مراز، پروتئین اصووولی کپسووویدپلی TK ،DNAی هاژن

شش ویروس  صلی پو شده CyHV-3پروتئین ا اند طراحی 

، دارای حسوواسوویت TKمبتنی بر تکثیر ژن  PCRکه متد 

گزارش شووده  PCRی هاآزمونبیشووتری نسووبت به سووایر 

ست  در این پژوهش جهت تولید . (Dixon et al., 2009)ا

بیشووترین میزان محصووول از آمپلیکون موردنظر در تکثیر 

PCR آغازگرها ، دمای اتصال(aT) سازی شد. بهینهaT  فوق

مال، می حت اپتی ید محصوووولات یا ت به تول ند منجر  توا

یر شوووود ث ک ت هش بووازده  ختصوووواصوووی و کووا یرا   غ

(Rychlik et al., 1990) ،ضر ساس نتایج پژوهش حا . بر ا

تا  2 در بازه بین 2Mg+به تغییرات غلظت  LAMPواکنش 

ستمیلی 6 ستفاده  .مولار مقاوم ا اما با ارزیابی واکنش با ا

از الکتروفورز روی ژل آگارز، باندهای ایجاد شده در غلظت 

به طور کلی میلی 4 مولار دارای شووودت بیشوووتری بود. 

اند که غلظت یون منیزیوم، همطالعات متعددی نشوووان داد

نهاصووولی مل در بهی عا سوووازی آزمون ترین و مهمترین 

LAMP  سازی ، نیاز به بهینهآغازگراست که برای هر دسته

 دارد و به شوودت روی حسوواسوویت آزمون اثرگتار اسووت

(Fukuta et al., 2004; Nemeto et al., 2009;  

Guan et al., 2010) یت ته DNA. تثب ای و در دو رشووو

مل  کا ناتوره شووودن  جه جلوگیری از د گام  DNAنتی هن

و کاهش محصول تکثیر و همچنین ایجاد  LAMPواکنش 

تایج گزارش شوووده از اثر  کاذب از دیگر ن بت  تایج مث ن

ندازه یون تظغل بازده واکنش 2Mg+های بیش از ا ند ابر 

(Soliman et al., 2015 .) از سووووی دیگر، مقادیر ناکافی

باعو تشوووکیل گرادیاناین یون می ند  های غلظتی و توا

و همچنین ایجاد نتایج  (Nie, 2005)شووکسووت آزمایش 

شود  ضر، . (Liu et al., 2013)منفی کاذب  در مطالعه حا

1 Major Capsid Protein (MCP) 
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ندهای نردبانی با عد از تشوووکیل  شوووکل روی ژل آگارز ب

نمونه کنترل مثبت )که به  LAMPالکتروفورز محصوووول 

گل یل حضوووور سووواختارهای  بلکلمی و ددل با م ند  مان

اسووت( و  LAMPهای متفاوت در محصووول واکنش اندازه

نه مام نمو ند در ت با هده  های کنترل منفی، عدم مشوووا

دهنده اختصاصیت صد درصدی آزمون طراحی شده نشان

LAMP شخیص کوی هرپس ستویروس در ت . همچنین ا

ویروس، کمترین حد تشخیص این آزمون برای کوی هرپس

ستوک  فمتوگرم در میکرولیتر به  25/1معادل  10-8رقت ا

کیلوجفت  290دسوووت آمد. با توجه به اندازه ژنوم حدود 

با در نظر گرفتن  (Davison, 2010)بازی این ویروس  و 

ای معادل دورشوووته DNAمیانگین جرم هر جفت باز در 

g/mole 660 جه گرم/مول  DNAفمتوگرم  25/1، در نتی

عادل  با م یک ویروسوووی تقری ویریون تخمین زده  4ژنوم

، در آزمون (2004) و همکاران Gunimaladeviشووود. می

LAMP  خود برای تشوووخیص کوی هرپس ویروس بووا

ستفاده از  شده جهت ژن آغازگر  4ا ، کمترین TKطراحی 

گزارش نمودند. در  10-6حد تشوووخیص را رقت اسوووتوک 

که از روش  عه دیگری  طال غازگر  6با  LAMPم برای آ

شناسایی این ویروس استفاده شد، کمترین حد تشخیص 

ویروسی( طی  DNAکپی  6)معادل  10-7را رقت استوک 

. در (Yoshino et al., 2009)دقیقه ثبت کردند  60مدت 

عه متکور،  به جای هاژنمطال مورد هدف  TKی دیگری 

 DNAکپی  30قرار گرفتند. کمترین حد تشخیص معادل 

برای کوی  نیز آغازگریههار  LAMP نیز با اسوووتفاده از

-Soliman and El) هرپس ویروس گزارش شووده اسووت

Matbouli, 2010) تا های کاران ) Cano. ن با 2021و هم  )

 100به عنوان ژن هدف، حد تشوووخیص  ORF43انتخاب 

غازگری شوووش  LAMPکپی را برای آزمون  بت آ خود ث

نابراین ند. ب که در می ،نمود یان نمود  نه ب توان این گو

قادر به شناسایی کمترین  LAMPپژوهش حاضر، تکنیک 

مام  DNAلود  عات بود. در ت ویروس در بین سوووایر مطال

مورد اسوووتفاده محققان،  LAMPمطالعات فوق، تکنیک 

 
 

 

های ماهی ویروسهیچ گونه واکنش متقابلی با سایر هرپس

صل ضوع با نتایج حا از این پژوهش،  ایجاد نکرد که این مو

با توجه به اینکه کلیه مراحل متکور روی مطابقت دارد. 

DNA ویروس صورت گرفت، حساسیت ژنومی کوی هرپس

ویروس کوی هرپس DNAبرای شناسایی  LAMPواکنش 

های زیستی که به صورت مصنوعی استخراج شده از نمونه

شده سیت آلوده  سا اند نیز مورد ارزیابی قرار گرفت و با ح

PCR  مقایسه گردید. نتایج بیانگر کاهش حساسیت هر دو

ستوک   2/8معادل )معادل  10-7آزمون به ترتیب به رقت ا

)معووادل  10-3و  LAMP ( برای فمتوگرم در میکرولیتر

بود. به طور کلی  PCR( برای پیکوگرم در میکرولیتر 103

بر روی حساسیت تشخیصی اثرگتار  DNAروش استخراج 

است، به طوری که بازدهی واکنش تکثیر، علاوه بر بازدهی 

استخراج شده  DNAمورد استفاده، به کیفیت آغازگرهای 

در این پژوهش، نتایج حاصوول از برنامه . اسووت وابسووته نیز

کوی  TKجهت تشووخیص ژن معمولی  PCRپیشوونهادی 

پیکوگرم در  10هرپس ویروس، بیانگر میزان حسوواسوویت 

ی هارقتد و در بودقیقه  135میکرولیتر طی مدت زمان 

صولی تکثیر نگردید. بنابراینپایین صل از  ،تر، مح نتایج حا

سایی کوی هرپس ستفاده از روش شنا  LAMPویروس با ا

 8000تر و در این مطالعه، بیانگر تشخیص سه برابر سریع

ساس سبت به برابر ح سیاری در  .بود PCRتر ن مطالعات ب

مورد مقایسه سرعت و حساسیت این دو روش تشخیصی 

سایی  شنا شده هاژنپاتومولکولی جهت  ی مختلف انجام 

 LAMPاست و در تمام این مطالعات، سرعت و دقت روش 

شتر از  سیار بی صل  PCRب ست که نتایج حا شده ا گزارش 

ها مطابقت دارد. به عنوان مثال از این پژوهش، با این یافته

Caipang ( ین روش را 2004و همکوواران بر  10(، ا برا

در شووناسووایی ایریدو ویروس ماهی   PCRحسوواسووتر از 

سی شتر رد سیت بی بریم گزارش کردند. همین میزان حسا

کاران ) Salehتوسوووط  ناسووووایی 2008و هم ( در شووو

ثبت شووده اسووت. حسوواسوویت  1باکتریوم سووالمونینارومرنی

معمولی، در  PCRبرابری این روش نسوووبووت بووه  100

 
1 Renibacterium salmoninarum 
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 در ماهی  Clonorchis sinensisشوووناسوووایی کرم کبد 

)2010., et alCai ( یه گارو باکتری لاکتوکوکوس  در  1و 

 (Tsai et al., 2013)ماهیان تیلاپیا و کفال خاکسوووتری 

 5تا  3نیز بین  PCRگزارش شده است. مدت زمان برنامه 

عت متغیر بود.  کاران ) Bercovierسوووا ( در 2005و هم

کوی  TKپیشنهادی خود جهت شناسایی ژن  PCRروش 

سووواعت و کمترین حد  7/3هرپس ویروس، مدت زمان 

 ویریون( را ثبت نمودند. 30فمتوگرم )معادل  10تشخیص 

و  Giladپیشووونهادی توسوووط  PCRهمچنین در پروتکل 

( جهت شوووناسوووایی این ویروس، زمان 2002همکاران )

شخیص به  شخیص  5ت کپی  410ساعت و کمترین حد ت

( نیز با استفاده از 2002و همکاران ) Grayگزارش گردید. 

سه  PCRروش  شنهادی خود، در زمانی بالغ بر  متعارف پی

شوودند. همچنین این  CyHV-3سوواعت قادر به تشووخیص 

فمتوگرم )معادل  100ا محققان حسوواسوویت روش خود ر

 ( برآورد نمودند.DNAکپی  600

 

 نهایی گیرینتیجه
گیری کرد توان نتیجهمی های حاصووله،با توجه به داده

ئه شووووده در این پژوهش، دارای  LAMPکه روش  ارا

اختصاصیت، حساسیت و کارایی بسیار بالایی در تشخیص 

گام هرپس یان  3ویروس نوع سوووریع و زودهن ماه کپور

(CyHV-3) توانود بوه و می دارد ویروسیوا کوی هرپس

عنوان یک ابزار قدرتمند و دقیق جهت شوووناسوووایی این 

سی در  شگاهآلودگی ویرو شخیص کلینیکی و هاآزمای ی ت

ماریپایش  یان، خصووووصووووا هاژنپاتوو  هابی ی آبز

شگاه شگاهی با تجهیزات اندک و هاآزمای سیار، هاآزمای ی 

با توجه به مخاطرات  همچنین مورد اسوووتفاده قرار گیرد.

شیوع کوی هرپس شی از  شور و عدم وجود نا ویروس در ک

سیون و درمان موثر، سینا ستفاده از تکنیک واک  LAMP ا

یلبه  جام واکنش در شووورایط هم دل نه ان مای بهی ما )د د

گاه ترموسوووایکلر،  به دسوووت یاز  عدم ن یت آنزیم( و  عال ف

از  حسوواسوویت و اختصوواصوویت بالاتر به علت اسووتفاده

شتر، هزینه کلی پایین تر به علت عدم نیاز به پرایمرهای بی

و مواد شووویمیایی پیچیده و نیروی انسوووانی  هادسوووتگاه

تر تر، کوتاهسووازی کمتر و سووادهمتخصووص، مراحل آماده

های بودن زمان انجام فرآیند و کاهش احتمال تکثیر توالی

گزینووه معمولی  PCR، نسوووبووت بووه روش غیر هوودف

 زودهنگام این ویروسجهت شوووناسوووایی تری مناسوووب

 گردد.محسوب می
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