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Introduction 

The growing global population and increasing demand for healthy protein have made aquaculture, 

particularly shrimp farming, a crucial solution. However, rapid industry expansion has led to disease 

outbreaks like White Spot Syndrome Virus (WSSV), causing $20 billion in Asian losses over two decades 

(Davies, 2016). Global farmed shrimp production surged from 50,000 tons (1975) to 4.5 million tons 

(2018) (FAO, 2018), with Iran's production reaching 60,000 tons in 2022 and targeting 150,000 tons. 

Intensive farming practices (up to 1.5 million PLs/0.8 ha) and excessive feeding (20-25% unused protein) 

exacerbate disease risks. WSSV already affects 10-14% of Iranian farms (Madani, 2021), causing annual 

losses of 5,000 tons (~$17 million) - potentially doubling by 2023. This study evaluates WSSV 

transmission through contaminated imported feed using real-time PCR, comparing results with nested 

PCR, histopathology, and control groups to address this critical biosecurity gap. 
Methodology 

This experimental study evaluated the potential transmission of White Spot Syndrome Virus (WSSV) 

through imported shrimp feeds using four test groups: one control group fed WSSV-free feed (RT-PCR 

negative) and three treatment groups fed RT-PCR positive commercial feeds (MPZ, MEF, and Flak). Each 

group consisted of 90 PL5 shrimp (30 per replicate, 3 replicates) maintained in 150×30×50 cm glass 

aquariums containing 60% sterilized coastal water with continuous aeration. The trial lasted 20 days with 

Copyright: © 2025 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access article distributed 

under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution (CC BY) license (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 

mailto:*bsh443@gmail.com
https://creativecommons.org/license


 Iranian Scientific Fisheries Journal                                                                                                  Vol. 34,  No. 2 

 

four daily feedings, alternate-day siphoning, and 20% water exchange. Survival rates were calculated and 

compared statistically. For molecular analysis, samples from moribund shrimp underwent DNA extraction 

using commercial kits, followed by TaqMan RT-qPCR with specific WSSV primers (50°C for 2 min, 

95°C for 10 min, then 40 cycles of 95°C/15 sec and 60°C/1 min) and nested-PCR using the IQ2000 WSV 

kit. Histopathological examination involved fixing six PLs per group in Davidson's solution, followed by 

standard ethanol-xylene processing, paraffin embedding, 4μm sectioning, and H&E staining. Data were 

analyzed using one-way ANOVA with Tukey's post-hoc test (α=0.05). 

Results 

The experimental feeds for groups 2-4 tested positive for WSSV by RT-PCR at an accredited veterinary 

laboratory, with Ct values consistently above 30, indicating low viral genome loads (Figures 2-4). Survival 

rates after 20 days showed no significant differences (p>0.05) between groups: control (95.55%), MPZ 

(95.55%), MEF (97.77%), and Flak (94.44%) (Figure 5). Although the Flak group had slightly lower 

survival, statistical analysis revealed no significant differences among groups. All shrimp samples tested 

negative for WSSV infection through both RT-PCR (Table 2) and nested-PCR confirmation (Figure 6) 

using the IQ2000 kit. Histopathological examination of hepatopancreas, intestine, muscle and gill tissues 

showed no viral inclusion bodies in any experimental group (Figures 7-10). The study results clearly 

demonstrate that while traces of WSSV genetic material were detected in the imported shrimp feeds, these 

findings do not indicate any actual disease risk. The high Ct values (above 30) from PCR testing show the 

viral material present was minimal and likely non-infectious fragments rather than live virus. Most 

importantly, after 20 days of feeding, comprehensive testing revealed no evidence of WSSV infection in 

any shrimp across all experimental groups. All shrimp samples tested negative through both molecular 

methods (real-time PCR and nested PCR) and histological examination, with no viral inclusion bodies 

found in any tissues. The survival rates across all groups remained consistently high (94.44-97.77%) with 

no statistically significant differences, confirming that the PCR-positive feeds performed just as well as 

the control feed. This strongly suggests that the presence of viral genetic material in these imported feeds 

does not translate to actual disease transmission or negative impacts on shrimp health and survival. The 

consistent negative results across all diagnostic methods provide robust evidence that these feeds do not 

pose a WSSV transmission risk under normal aquaculture conditions. These findings have important 

implications for the shrimp farming industry, indicating that proper PCR testing can effectively distinguish 

between non-infectious viral fragments and genuine disease threats in imported feeds. The findings 

conclusively show that the presence of WSSV genetic material in imported feeds did not lead to actual 

infection or affect shrimp survival under these experimental conditions. 

Discussion and conclusion 

This study aimed to assess the potential pathogenicity of shrimp hatchery feed that tested positive in real-

time PCR for white spot syndrome virus (WSSV). The results confirmed trace amounts of WSSV genetic 

material in imported larval-stage feed (Figures 2-4), though high Ct values indicated low viral genome 

levels, suggesting contamination rather than active infection. The detected genetic material likely 
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originated from natural shrimp-based pigments or antioxidants added during feed production. While some 

researchers claim WSSV is inactivated by heat or freezing, inconsistent global measures (sometimes 

conflicting with OIE standards) have perpetuated uncertainty (Durand et al., 2000). Deadly viruses can 

spread via: 

1. Transport of infected live stocks (Schnurrenberger et al., 1987), 

2. Bird vectors (Garza et al., 1997), 

3. Import/reprocessing of frozen food (Humphrey, 1995). 

Durand et al. (2000) found WSSV survives freezing/cold storage, prompting this study to evaluate 

processing methods beyond freezing. WSSV has been detected in post-larvae (PL) of 

various Penaeus species across different regions (Withyachumnarnkul et al., 2003), with multiple 

potential transmission routes proposed. Vertical transmission was confirmed by Mohan et al. (1997), who 

observed WSSV inclusions in reproductive organs and eggs of P. monodon. Momoyama et al. (1998) 

reported WSSV survival after freezing, while Durand et al. (2000) suggested that block freezing could 

degrade WSSV DNA, attributing viral inactivation to ice crystal damage or repeated freeze-thaw cycles 

during processing. 

Contradictory findings exist: Hasson et al. (2006) and Sritunyalucksana et al. (2010) noted WSSV 

viability in frozen shrimp. However, Aranguren Caro et al. (2020) demonstrated that boiling WSSV-

infected shrimp for 1–30 minutes eliminated infectivity, despite qPCR detecting viral DNA (with no 

significant Ct differences). Nested PCR and histopathology confirmed the loss of infectious WSSV in 

boiled samples, with no pathological lesions observed—aligning with this study’s results (Figures 7–10), 

which suggest heat-treated feed poses no infection risk to broodstock. Experimental WSSV infection via 

feeding contaminated shrimp tissue has been demonstrated (Chou et al., 1998; Hameed et al., 2002; 

Momoyama et al., 1998). However, wild shrimp/crabs of unknown WSSV status are still used as feed in 

some systems (Corsin et al., 2001). Few studies evaluate feeding practices' impact on WSD outbreaks. 

While MPEDA/NACA found no link (Corsin et al., 2005), Vietnam associated higher feed amounts with 

WSD incidence—possibly due to water quality or stocking density (Corsin et al., 2001). Contrary to this 

study’s conclusion (no transmission via feed), Maeda et al. (1998) suggested commercial feed could 

influence WSSV positivity. Similarly, Corsin et al. (2001) linked specific feed brands to WSSV presence 

in harvested shrimp, though without disease correlation. In India, 43% of ponds used WSSV-positive feed, 

with some brands showing higher contamination—likely due to raw materials or milder processing 

(Corsin et al., 2002). However, no direct feed-WSD relationship was found, implying low-quality feed 

may weaken immunity, exacerbating natural infections. Pongmaneerat et al. (2001) observed no WSSV in 

hemolymph after feeding WSSV-positive feed, despite oral transmission being highly effective (Soto and 

Lotz, 2001). This study concludes that hatchery feed cannot transmit WSSV to post-larvae; real-time PCR 

likely detects non-infective viral fragments from raw materials. 
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 چکیده

پروران، تجار و مردم قرار گرفته  دلیل ارزش غذایی بالا، مورد استقبال آبزیه پروری ب پرورش میگو به عنوان یکی از ارکان آبزی
با  ،های اولیه تولید غذا از خارج از کشور ت میگو در ایران، به دلیل عدم دسترسی کافی نهادهتوسعه صنعهای اخیر  است. طی سال

های اولیه  در بررسی .عمده غذاهای تکثیر میگو وارداتی استهای اخیر نشان داده است که  مشکل جدی مواجه شده است. بررسی
مشخص گردیده است که برخی از  ،بوده( Real time PCR) مراز کمیپلیای  واکنش زنجیرههای  کارشناسان که مبتنی بر آزمایش

رخی دیگر از کارشناسان معتقدند که وجود قطعاتی از ب .غذاهای وارداتی مراکز تکثیر میگو آلوده به ویروس لکه سفید میگو هستند
بر اساس همین ابهام که آیا  بنابراین، .دمربوطه مثبت گردای پلیمراز  واکنش زنجیرههای  گردد تا آزمایش ژنوم ویروس موجب می

که این غذا کانونی برای ایجاد و  وجود ویروس فعال باشد و این دال برتواند  می ،غذاای پلیمراز  واکنش زنجیرهمثبت بودن آزمایش 
تکرار با  3ر در گروه تیما 3گروه تحقیقاتی شامل یک گروه کنترل و  4تحقیقی تدوین گردید که مشتمل بر  ،انتقال ویروس گردد

با غذای عاری  شاهدگروه بوده است.  50×30×150 یا شهیش یها ومیقطعه در هر تکرار( در آکوار 30قطعه میگو در هر گروه ) 90
ی هابا غذا 4و  3، 2 های ترتیب گروه مثبت به  Real timeبا نتایج های بعدی  و گروه (منفی Real time) لکه سفیدویروس از 

در میگوها نمونه روز از غذادهی، ردیابی ویروس لکه سفید در  20پس از گذشت . نددتغذیه ش Flakو  MPZ،MEF  تجاری
منفی گردید. نتایج این تحقیق نشان در نهایت از نظر هیستوپاتولوژی ای( و  آشیانه PCR) Real time  ،Nested-PCRهای  آزمون

 ارداتی مراکز تکثیر محتمل نیست.انتقال عفونت لکه سفید میگو از طریق غذاهای پلت و ،داد
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 مقدمه

و برای پروتئین سالم بالا رفتن تقاضا  جمعیت، شیاافز
تا است  دهیموجب گرد ییایدر ریمحدود بودن ذخا

 ازیمورد ن نیپروتئ نیراه تأم نیتر همبه عنوان م یپرور یآبز
 یادیروبه رشد جهان با هدف کاهش فشار تلاش ص تیجمع
 یدر کشورها ژهیو به نانینش درآمد ساحل شیو افزا اهایاز در
 عی. گسترش و توسعه سرردیگ رارمورد توجه ق ،درآمد کم
 دیتول یبرا یالملل نیب  و یداخل یو رشد تقاضا یپرور یآبز
توان  شیبا افزا گویپرورش م دیتشد یرا برا یطیشرا گو،یم

خطر  وعیش ن،یکرده است. بنابرا جادیا رهیو تراکم ذخ دیتول
و گسترش آنها  گویم دیلکه سف یماریها از جمله ب  یماریب

کرده  دایکشورها توسعه پ یایغرافدرون مرزها و خارج از ج
 یاز ضرر اقتصاد یبزرگسهم  گویم دیلکه سف یماریاست. ب

طی دو دهه  گویکه صنعت پرورش م بوده یدلار اردیلیم 20
 90. (Davies, 2016) متحمل شده است ایآساخیر در 

 ن،یقرار دارد و چ ایدر آسی جهان یپرور یآبز دیتولدرصد 
آن  دکنندگانیتول نیتر و بنگلادش مهم تنامیو ،یهند، اندونز

در شرق و جنوب  ژهیو در جهان به گویپرورش مد. هستن
 نیلات یکایآمر یبعد در کشورها یها  و در سال ایآسشرق 

 یگویم یجهان دیتول زانیکه م طوری به افتهی یادیتوسعه ز
 5/4از  شیبه ب 1975تن در سال  50000از  یپرورش

.  (FAO, 2018) است دهیرس 2018تن در سال  ونیلیم
 انیآبز یها یماریب ،یپرور یهای اصلی در آبز از چالش یکی

دلار خسارت  ها ونیلیرد آمدن منه موجب وااست که سالا
از موضوعات مهم در  یکیدهندگان شده و  به پرورش یمال

در  انیتوسعه آبز یها نهیاز زم یکیاست.  یپرور یتوسعه آبز
دهه  سهاز  شیکه ب هست گویپرورش م ایجهان و قاره آس

 دهیگرد کشور انیصنعت آبز ییموجب شکوفا ران،یسابقه در ا
به  بیقر 1401در کشور در سال  گویم دیتول نزایاست. م

هزار تن  150تا  یکه روند رو به رشداست هزار تن بوده  60
 کی صرفاً دیتول شیافزا نیدهد. ا یم دیدر برنامه هفتم را نو

 شیافزا نقشسطح نبوده و  افزایش از یو ناش یافق شیافزا
که  طوری هب بوده است ریچشمگ ریاخ یها تراکم در سال

لارو میگو در  سازی پست های غیر رسمی ذخیره رشگزا
 8/0لارو در  میلیون پست 5/1تا  یاستخرهای پرورشی را گاه

درصد  20-25که قریب به  جائی از آناند.  نمودههکتار ذکر 

شود، پس  ماده پروتئینی موجود در غذای میگو مصرف نمی
، باعث افزایش یابدهر چه میزان غذادهی در یک استخر 

ستخر گردیده بر میزان ماده پروتئینی ی بیشتر در اغذاده
 Iber and) گردد افزوده می ،مصرف نشده و مدفوع در استخر

Kasan, 2021 .)میزان ذخیره سازی، منجر به  شیافزا نیا
فید خواهد شد که بیماری لکه س یمهلک یها یماریبروز ب
کشورها  یمنفی بر تجارت و اقتصاد مل ریکه تاثمیگو 

اکوادور و سایر کشورها در شرق آسیا گذاشته در  خصوص هب
لارو در  تکثیر واحد مرکز ۳5در کشور بیش از است. 
های بوشهر و هرمزگان فعال هستند و دو مرکز نیز در  استان

استان سیستان و بلوچستان و در شهرستان چابهار فعالیت 
های خوزستان و گلستان نیز در سال  کنند. استان می

گزارش ها حاکی از آن  .ل نداشتندثیر فعاواحد تک 1۳99
در میزان درگیری مزارع با بیماری لکه سفید میگو است که 

 ,Madani) درصد کل مزارع کشور بوده است 10-14حدود 

هزار تن از تولیدات میگوی  5 ب حدود. با این احتسا(2021
از مدار تولید کشور به دلیل بیماری  عمدتاً کشور سالانه

. این آمار میلیارد تومان است 500معادل  که شود خارج می
و مقدار خسارت وارده  است 1400مربوط به سال پرورشی 

 بیش از دو 1402به صنعت پرورش میگوی ایران در سال 
 نشده(. منتشر های گردد )گزارش برابر این مقدار برآورد می

تعیین امکان بروز عفونت در  ،هدف از انجام این تحقیق
د ه شده با غذاهای آلوده به ویروس لکه سفیمیگوهای تغذی

ای  واکنش زنجیرهروش مولکولی  باشناسایی شده  ،میگو
حاصله در گروه  یها افتهیو مقایسه نتایج با  پلیمراز کمی

ای  واکنش زنجیره کنترل و مقایسه با نتایج حاصل از روش
 های و آزمایش (Nested-PCRای ) پلیمراز آشیانه

 بوده است. 1شناسی بافتی آسیب
 

 مواد و روش کار

 طراحی تحقیق
یک  شاملگروه تحقیقاتی  چهارمشتمل بر  حاضر،تحقیق 

تکرار است که در  ۳گروه تیمار هر کدام با  ۳گروه کنترل و 
قطعه در  ۳0) 5قطعه پست لارو میگوی  90هر گروه تعداد 

 50*۳0*150 یا شهیش یها ومیهر تکرار( در آکوار
                                                            
1 Histopathology 
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 ویروس گروه کنترل با غذای عاری از گردیدند.سازی  ذخیره
ترتیب  های بعدی به و گروه( منفی Real timeلکه سفید )

مثبت(،  Real timeمثبت ) MPZ با غذای تجاری 2گروه 
مثبت( و  Real timeمثبت ) MEF با غذای تجاری ۳گروه 
مثبت(  Real timeمثبت ) Flak با غذای تجاری 4گروه 

روز از غذاهای  20مدت ه میگوها ب.  شوند تغذیه می
تغذیه و بر مبنای راهنمای درج شده بر جعبه غذا شده  تعریف

. این سه نوع غذا، سه نوع غذای وارداتی میگوهای نمودند
 طیصورت قاچاق ه مرحله لاروی هستند که عمدتاً ب

وارد کشور شدند و به  1۳99-1400پرورشی  های سال
ذاها پیش از مصرف مرحله لاروی میگوها رسیدند. این غ

ه یق بانجام آزمایش مورد آزمون قرار گرفتند. طراحی تحق
 شده است. داده نشان 1صورت شماتیک در شکل 

 
 

 
 : طراحی تحقیق برای گروههای تیمار و شاهد1شکل 

Figure 1: Research design for treatment and control groups 

 
ا آب ها بلارو درصد ظرفیت مخازن نگهداری پست 60حدود 

و هوادهی کامل انجام شد.  هگردیدشده پر  ساحلی ضد عفونی
و یک روز در  ندبار میگوها مورد تغذیه قرار گرفت 4روزانه 

 ها ومیآکوار ،مانده و مدفوع کف اقیبمیان برای خروج غذاهای 
. در طول دوره % آب تعویض شد20و حدود  ندسیفون شد

لفات میگوها ثبت تحقیق و بر اساس برنامه تنظیم شده، ت
 ذیلبر اساس فرمول روز تلفات میگوها  20گردید. پس از 

 مورد محاسبه قرار گرفت:

 
SR مانی،  = درصد زندهS تعداد میگوهای زنده مانده در =

 = تعداد اولیه میگوهاTطول دوره تحقیق، 
از هر گروه برای انجام  ها نمونهبخشی از  ،پس از بیست روز

-Real timeای پلیمراز ) یرهش زنجواکن مولکولیآزمایش 

PCR )  اختصاص یافت و گروه بعدی برای انجام آزمایش

ها از بین  بدیهی است نمونهتهیه گردید.  شناسی بافتی آسیب
پای شنای شدند. برداری  نمونه فعال تر یا کم بدحالمیگوهای 

 های منظور انجام آزمایشه بشش آنها بآ میگوها و یک طرف

% اتانول قرار 95حاوی  کدگذاری شده یها هدر لول مولکولی
از  شناسی بافتی های آسیب و برای انجام آزمایش شد داده

 .گردیدمحلول دیویدسون استفاده 
 

 مولکولیآزمایش 
ای  واکنش زنجیرهبرای تائید علت تلفات اقدام به آزمایش 

شده یا  میگوهای تلف  نمونهاز  (،Real time-PCRپلیمراز )
با قرار برداری  نمونه ،. برای انجام این کارردیدتر گ فعال کم

در دستور کار قرار داشت. % 70در الکل میگوی کامل دادن 
لارو ها با الکل  گیری نسبت به ضد عفونی پست قبل از نمونه

ردیابی ویروس بیماری لکه سفید در % اقدام شد. 90
 Realای پلیمراز ) واکنش زنجیره میگوهای تیمار به روش
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time-PCR )  ستخراج ماده ژنتیکیبرای ا. شدانجام DNA 

های ستونی تجاری موجود در بازار  استفاده از کیت ،ویروس
 .(Durand et al., 2000صورت گرفت )

با  و OIEسازمان  PCRطبق پروتکل  DNA استخراج
و بر اساس پروتکل شرکت سازنده  یتجار تیاستفاده از ک

ه روش . برای سنجش ب(IQ200)گردید انجام 

TaqMan Real-Time PCR  و بر اساس پروتکل مربوطه
و   TaqMan Universal PCR Master Mix استفاده از

قطعه پرایمر  1در جدول  انجام شد. ،شده نهیبافر به ءاجزا
 Real-Timeویروس لکه سفید مورد استفاده در سنجش 

PCR .ارائه شده است 

 

 TaqMan Real-Time PCRنجش پرایمر مورد استفاده در س ه: قطع1جدول 
Table 1:The primer fragment used in TaqMan Real-Time PCR assay 

Virus Upstream primers Downstream primers TaqMan orobes 

WSSV 

5′-

TGGTCCCGTCCTCATCTCAG-

3′WSS1011F 

5′-

GCTGCCTTGCCGGAAATTA-

3′WSS1079R 

5′-AGCCATGAA-

GAATGCCGTCTATCACACA-3′ 

 
 شداضافه  DNA نانوگرم 10-50نمونه  کمین منظور یهبه 

از  کرومولاریم ۳/0 یحاو یتریکرولیم 25تا مخلوط واکنش 
 لیتشک TaqMan پروب کرومولاریم 15/0و  پرایمرهر 

گراد به  یدرجه سانت 50 کلیس کی PCR لیپروفا .گردید
 AmpErase uracil-N-glycosylase قهیدق 2مدت 

(UNG)  یبرا قهیدق 10به مدت  گراد یانته سدرج 95 و 
درجه  95 سیکل با 40، به دنبال آن AmpliTaq یساز فعال
به مدت  گراد یدرجه سانت 60 و هیثان 15به مدت  گراد یسانت

 نییتع یبرا. (Jang et al., 2009)ریزی شد  برنامه قهیدق 1
ها  ، نمونهجیاستخرا DNA یها از نمونه WSSV یتعداد کپ

 تحت واکنش شده قیرق دیپلاسم DNA تاندارددر کنار اس

PCR   ستمیافزار همراه با س . پس از واکنش، نرمگرفتقرار 

PCR به طور خودکار مقدار Ct هر نمونه یرا برا PCR 

 .نمود نییتع
نیز در تبع برای سنجش میگوهای  Nested-PCRروش 
لارو  پست ۳-5. های مختلف مورد استفاده قرار گرفت گروه

 Nested-PCR سنجش برایو شده  هر گروه جدا میگو از
به درصد  70اتانول  یاپندورف حاو یها کرولولهیدر م
 تیو با استفاده از کمولکولی منتقل گردیدند  شگاهیآزما
و بر شده انجام  DNAاستخراج  IQ2000 WSV یتجار

آزمایش مولکولی انجام  IQ2000 یتجاراساس پروتکل کیت 
 (.Kakoolaki et al., 2011گردید )

 
 

 شناسی بافتی آسیبآزمایش 
لارو  پست 6 ،شناسی از هر گروه های آسیب لامتهیه  برای

آمیزی هماتوکسیلین و  کامل برای تهیه مقطع بافتی با رنگ
لاروها به  پست(. Lightner, 1996) دیاستفاده گردائوزین 

ساعت  12-24کننده به مدت  فیکس لطور مستقیم در محلو
 درصد منتقل 50-70ل سپس آنها را به الک نگهداری شده و

مل آبگیری از شدند. عو در محیط آزمایشگاه نگهداری  شده
های پائین  ها به آرامی با گذاشتن آنها در الکل با غلظت بافت

. بعد از شددرصد انجام  100و سپس رسیدن به غلظت 
آبگیری بافت را با یک ماده حل کننده الکل مثل زایلین 

ها خارج شود و عمل نفوذ  تا الکل از بافتشستشو داده 
به طور  سپس شود. پارافین در بافت به طور کامل انجام

. آورده شدندهای پارافینی در  ها به صورت قالب کامل بافت
صورت میکرون  4ها به ضخامت  عملیات برش از این بافت

آمیزی هماتوکسیلین و  روش رنگبه آمیزی  رنگگرفت و 
 Lightner, 1996; Kakoolaki et)ید انجام گرد ائوزین

al., 2011). 
 

 ها وتحلیل آماری داده روش تجزیه
روش  مانی مشاهده شده، از ی زندهها دادهمنظور تحلیل ه ب

تحلیل واریانس یکطرفه و روش تعقیبی توکی نسبت به 
ها اقدام  مانی هر یک از گروه مقایسه میانگین درصدهای زنده

در نظر  05/0ها در سطح  گروهاختلاف کمی، بین  .گردید
 گرفته شد.
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 نتایج

 نتایج آزمون غذاها
نشان داده شده  4 یال 2شماره  تصاویرکه در  یطور همان

 2ی کدهاهای تحقیق با  است، غذاهای مورد آزمایش گروه
 نزد آزمایشگاه معتمد  Real time- PCRبا آزمایش  4الی 

 

شده در گزارش  CTدامپزشکی مثبت گزارش شدند. مقدار 

بوده که نشان از مقدار کم ژنوم  ۳0بالای  ها عمدتاً این آزمون

نتایج میانگین  ی غذای مورد گزارش بوده است.ها نمونهدر 

های مختلف تحت تاثیر  مانی میگوها در گروه درصد زنده

 نشان داده شده است. 5 شکلغذاهای مختلف در 

 

 

 

 
 CT 35با  MZ.F: نتیجه مثبت غذای وارداتی 2شکل 

Figure 2: Positive result of imported food MZ.F with CT 35  
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 CT 37با  Flk: نتیجه مثبت غذای وارداتی 3شکل 

Figure 3: Positive result of imported food Flk with CT 37  

 
 MEF: نتیجه مثبت غذای وارداتی 4شکل 

Figure 4: Positive result of imported food MEF 
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زنده مانی در  ، مقدار5شده در شکل بر اساس نتایج ارائه 
بدون هر گونه  Flakو  MPZ ،MEFهای کنترل،  گروه

، 55/95، 55/95ترتیب  به (p>0.05)دار  اختلاف معنی
گزارش و ثبت گردیده است. نتایج نشان  44/94و  77/97
 ،از همه کمتر است Flakمانی در گروه  مقدار زنده ،دهد می

ها  داری با سایر گروه ختلاف معنیااری هیچ نظر آم ولی از

که مقدار  حاکی از آن استاین نتایج  .(p>0.05)  ندارد
ها با مقدار گروه کنترل اختلاف  مانی در همه گروه زندهدرصد 
که  نظر از این . صرف(p>0.05)  دهد داری نشان نمی معنی

نه، هستند یا  Wispovirusغذاهای مورد نظر حاوی ویروس 
تواند حکایت از آن داشته باشد که غذاهای وارداتی  افته میاین ی

 اند. تلفات میگوها در طول تحقیق نداشته تاثیری بر میزان
 

 
 روز تحقیق 20: درصد زنده مانی میگوها در گروههای مختلف پس از 5شکل 

Figure 5: Percentage of shrimp survival in different groups after 20 days of research 
 

ی میگوی ها نمونه Real time- PCRآزمون خلاصه نتایج 
که از نتایج  یطور شده است. همان ارائه 2تحقیق در جدول 

حکایت از عدم  Real timeآزمایشگاه مشخص است، نتایج 

 باآلودگی به ویروس لکه سفید میگو دارد. این یافته نیز 
  (.6)شکل مورد تائید قرار گرفت  Nested-PCR آزمون

 
 

 های آزمایشی نمونه میگوهای هر یک از گروه واکنش زنجیره ای پلیمراز کمی: خلاصه نتیجه آزمون 2جدول 
Table 2: Summary of the results of the quantitative polymerase chain reaction test of shrimp samples from each experimental group. 

 Control MEF Flak MZF 

Test result - - - - 

 
تحقیق که نشان از روز  20پس از ( 3و  1 ،2) MZF و MEF ،Flakگروه  3در هر  (Litopenaeus vannameiپاسفید )میگوهای : 6شکل 

 (IQ2000)کیت : مارکر Mنمونه کنترل مثبت،  PC :2نمونه آب مقطر،   NC:ی مورد نظر دارد.ها نمونهعدم آلودگی 
Figure 5: Vannamei shrimp (Litopenaeus vannamei) in all 3 groups MEF, Flak and MZF (1, 2 and 3) after 20 days of 

research indicating the absence of contamination of the samples. NC: Distilled water sample; PC: 2 positive control 

samples; M: Marker (IQ2000 kit). 
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 MZFو  MEF ،Flakگروه  ۳در هر  یوانم یگوهایمنمونه 
آمده که نتیجه این آزمون  ۳و  2، 1 یها چاهکترتیب در  به

 قیروز تحق 20پس از عدم آلودگی به ویروس لکه سفید 
بوده است. چاهک چهارم نیز نمونه آب مقطر استریل را 

منفی آورده شده است. دهد که در قالب شاهد  نشان می
ی پنجم و ششم نیز کنترل مثبت کیت مورد ها چاهک

ید مارکر بوده است. این نتایج ؤاستفاده بوده و چاهک هفتم م
 تیمورد نظر دارد )ک یها نمونه یعدم آلودگ حکایت از
IQ2000). 

های مختلف میگوهای  شناسی مرضی بافتنتایج آزمون بافت 
است.  نشان داده شده 10ی ال 7 های مورد مطالعه در شکل

بشش آ، عضله و شناسی گروه کنترل در کبد، روده نتایج بافت
د نشان یهای ویروس لکه سف گونه اثری از گنجیدگی هیچ
نیز حکایت  MEF(. این موضوع برای گروه 7دهد )شکل  نمی

های کبد، عضله و آبشش دارد  گنجیدگی در بافت فقداناز 
های کبد، روده و عضله  افت(. در گروه فلاک نیز ب8)شکل 

های ویروسی در  که نشانی از گنجیدگیاست نشان داده شده 
نیز  MZF(. در گروه 9شود )شکل  ها مشاهده نمی این بافت

 (.10گنجیدگی در کبد و عضله نمایان است )شکل  فقدان

 
 

 
 

 
ترتیب  : به 2و  1دهند. تصاویر  ها عدم گنچیدگی سلولی را نشان می جهه با غذای وارداتی. کلیه بافتبافت شناسی گروه کنترل بدون موا: نتایج 7شکل 

ترتیب  : به5و  4، 3(،  تصاویر 40و  10ترتیب  ائوزین با بزرگنمایی به-آمیزی هماتوکسیلین بافت های هپاتوپانکراس و بخش بینابینی هپاتوپانکراس )رنگ

 ( 10و  10، 100ترتیب  ائوزین با بزرگنمایی به-کسیلینشش )رنگ آمیزی هماتوهای روده، عضله و آب بافت
Figure 7: Histological results of the control group without exposure to imported food. All tissues show lack of cellular 

aggregation. Photographs 1 and 2: Hepatopancreas and hepatopancreas interstitial tissues, respectively (hematoxylin-

eosin staining at magnifications of 10 and 40, respectively); Photographs 3, 4 and 5: Intestinal, muscle and gill tissues, 

respectively (hematoxylin-eosin staining at magnifications of 100, 10 and 10, respectively) 
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تصاویر دهند.  ها عدم گنچیدگی سلولی را نشان می کلیه بافت .MEF: نتایج بافت شناسی میگوهای تغذیه شده با غذای وارداتی  8شکل 

 آبشش: 3تصویر  (،10و  4ترتیب  ائوزین با بزرگنمایی به-رنگ آمیزی هماتوکسیلین) های هپاتوپانکراس و عضله ترتیب بافت : به2و  1

 (100ائوزین با بزرگنمایی -یلینسکرنگ آمیزی هماتو)
Figure 8: Histological results of shrimp fed with imported MEF diet. All tissues show lack of cellular aggregation. 

Photos 1 and 2: Hepatopancreas and muscle tissues, respectively (hematoxylin-eosin staining at magnifications of 4 

and 10, respectively); Photo 3: Gills (hematoxylin-eosin staining at magnification of 100 .(  

 

 
 

تصاویر .. کلیه بافت ها عدم گنچیدگی سلولی را نشان می دهند. FLk: نتایج بافت شناسی میگوهای تغذیه شده با غذای وارداتی  9شکل 

عضله : 3تصویر (؛ 40و  10ترتیب  ائوزین با بزرگنمایی  به-آمیزی هماتوکسیلین رنگ)ترتیب بافت های هپاتوپانکراس و روده  به: 2و  1

 (40ائوزین با بزرگنمایی -کسیلینآمیزی هماتو رنگ)
Figure 9: Histological results of shrimp fed with imported Flk. food. All tissues show lack of cellular aggregation. 

Photos 1 and 2: Hepatopancreatic and intestinal tissues, respectively (hematoxylin-eosin staining at 10 and 40  

agnifications, respectively); Photo 3: Muscle (hematoxylin-eosin staining at 40 magnification) 
 

 
و  1دهند. تصاویر  میها عدم گنچیدگی سلولی را نشان  . بافتMZFمیگوهای تغذیه شده با غذای وارداتی  : نتایج بافت شناسی  10شکل 

ائوزین با -آمیزی هماتوکسیلین دهد.( ) رنگ ترتیب بافت های هپاتوپانکراس و عضله )بخش بالائی عکس هپاتوپانکراس را نشان می : به 2

 (10و  10ترتیب  بزرگنمایی به
Figure 10: Histological results of shrimp fed imported MZF food. The tissues show lack of cellular compaction. 

Photographs 1 and 2: Hepatopancreas and muscle tissues, respectively (the upper part of the photograph shows the 

hepatopancreas) (hematoxylin-eosin staining at magnifications of 10 and 10, respectively) 

 



 ...  برخی غذاهای وارداتی مراکزتأثیر                                                                                               و همکاران کاکولکی

 

۳6 

 بحث

بررسی احتمال قابلیت  ،هدف از انجام این تحقیق
که در  بودهی غذاهای مراکز تکثیر میگویی یزا بیماری
، -PCR (Real timeای پلیمراز ) واکنش زنجیره آزمایش

ی آزمایش شده این ها نمونهمثبت تلقی گردیده بودند. در 
سفید در غذای  های ویروس لکه ای حداقل ژنومتحقیق، ردپ

 CTهر چند که مقدار  ،وارداتی مراحل لاروی تائید گردید
غذاها، عدد بالایی را نشان -PCR  Real timeآزمون 

. استاز مقدار کم ژنوم در تکثیر آزمایش حاکی دهد که  می
آلودگی اولیه مشاهده  ها، آزمایش حاصله ازنتایج با توجه به 

ژنوم بخشی از  مرتبط با حضور غذای میگوها احتمالاً شده در
 گردد. معمولاً و آلودگی تلقی نمیاست ویروس بوده 

ها  اکسیدان کارخانجات غذای آبزیان برای بالابردن میزان آنتی
 ،ها در غذا، از رنگ طبیعی که در میگوهاست یا رنگدانه

 کنند. استفاده می

ند حرارتی یا انجماد از که آیا ویروس طی فرآی در هر حال این
ولی نکته  ،محققین مختلف بیان گردیده از سویرود  بین می

 یمهم آن است که اقدامات پراکنده در سرتاسر دنیا که گاه
نیز همخوانی ندارد، موجب  OIEی سازمان ها چارچوببا 

به ابهامات این موضوع دامن زده شود است که گردیده 
(Durand et al., 2000). 

 ،آن قیوجود دارد که از طر یمختلف یها سمیمکان
 دیجد ییایتوانند به مناطق جغراف میمهلک  یها روسیو

ونقل  شامل حمل ها سمیمکان نیاترین  پیچیدهکنند.  مهاجرت
 ،(Schnurrenberger et al., 1987)زنده آلوده  ریذخا

یا ( Garza et al., 1997به عنوان ناقل ) یپرندگان وسیله به
منجمد  ییمجدد محصولات غذا فرآوری و تبا واردا

(Humphrey, 1995) یک محموله  2007 اکتبردر . هستند
به  یمصرف انسان صادراتی که برای یا منجمدتازه  یگویم

 یا رهیواکنش زنج یبا استفاده از فناور ،بودوارد شده  ایاسترال
 روسیو[ گویعمده م یها روسیو ی( براPCR) مرازیپل

در  ](YHVزرد ) کله روسیو و (WSSV) دیسندرم لکه سف
. قرار گرفت یاجبار شیدرصد تحت آزما 5 وعیسطح ش
 و همکاران  Durandانجام شده  های شیاز آزما یا مجموعه

هنوز در  WSSV با این نتیجه روبرو شد که ویروس (2000)
تا که  ییجا ماند. از آن یزنده م ،فرآیند سردانجماد و  ندیفرآ

جز  به یفرآور یمارهایت ریدر مورد تأث یگزارش چیهآن زمان 
 گویدر م WSSV ویروس  DNAسرد بر  یانجماد و نگهدار

 مطالعه حاضر انجام شد. ،نداشتوجود 

مختلف  یها از گونه (PL) لاروها تدر پس WSSV وجود
 گزارش شده است ییایو مناطق جغراف داییپن
(Withyachumnarnkul et al., 2003و ) از  یتعداد

  Mohan.گردیدعفونت فرض  ای یآلودگ یاحتمال یرهایمس
کامل  یبررس وروس یو یانتقال عمود (1997و همکاران )

 .P نیمولد یدمثلیتول یها در اندامرا  WSSV عفونت

monodon در  های ویروسی گنجیدگی به همراه حضور
 .دادندها نشان  مثل و تخمدیتول یها اندام

که  ندافتیرد( 1998)و همکاران   Momoyamaهمچنین
حال،  نیانجماد زنده بماند. با ا ندیتواند در فرآ می روسیو

Durand  که ندگزارش داد( 2000) و همکاران DNA  
بلوک از  به روش انجماد ندیتواند با فرآ می WSSVویروس 

 لیممکن است به دل روسیکه و ندکرد شنهادیبرود و پ نیب
 ایش از آن به پوش یناش بیو آس خی ستالیکر لیتشک

تکرار ذوب  ای یساز رهیو ذخ فراوریدر طول  دهاینوکلئوکپس
، عفونت خود را به یابیدر طول بازار مکررشدن و انجماد 

از کارگران  ی. تعداد کمبدهداز دست  هدف یگوهایم
ممکن  WSSV ژهیو به گویم یها روسیکه و دمشاهده کردن

 ,.Hasson et al) منجمد، زنده بمانند یگوهایاست در م

و  Sritunyalucksana یتجرب های شی. آزما (2006
در  دموجو یها روسینشان داد که و( 2010) همکاران

 زنده باشند. ،منجمد ممکن است یگویم
ثابت ( 2020و همکاران )  Aranguren Caro در تحقیق

 یکه در معرض دما WSSVآلوده به  یگوهایکه م شد
ته بودند، قرار گرف قهیدق 1-۳0 یمدت زمان یبراآب جوش 

میگو قابلیت  ،به عبارتی .تشخیص داده نشدند یعفون
 کمی PCRی ها داده .ی خود را از دست داده بودیزا بیماری

(q(quantitative)-PCR،) ر حضوDNA ویروس WSSV 
جوش مختلف در  یها که در زمان ییها را در تمام نمونه

ر د یدار یمعن تو تفاو کند یم دییتا ،اند معرض قرار گرفته
. آنها نکردند افتیمختلف جوش  یها زمان نیدر ب Ct ریمقاد

ای  ای پلیمراز آشیانه آزمایش واکنش زنجیره در ادامه از
(Nested-PCR) مثبت جینتا دییتا یبرا PCR کمی 
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 تشخیصگونه  چیها ه از نمونه کی چیه نمودند که دراستفاده 
 وتحلیل تجزیهارائه نکردند.  WSSVاز  یزیآم تیموفق

Nested-PCR  وPCR یها نمونه بر کمی L.vannamei 
انجام شد  ،شدند یم یکه منجمد نگهدار WSSVآلوده به 

ها با استفاده از روش  در تمام نمونه WSSVکه  یحال در
qPCR ی از حضورا نشانه چیشد، ه ییشناسا WSSV  با
PCR  امدیدست ن هب یا مرحلهدو (Aranguren Caro et 

al., 2020) . 
 یها نمونهانجام شده بر  شناسی بافتی آسیبمایش در آز

 که حرارتی ندیده بودند با کنترل مثبت مواجهه داده شده
های  دارای ویروس زنده(، گنجیدگی بافت چرخ شده)

 یها و بافت یکولیکوت ومیتلیفقط در اپ WSSV ویروسی
مواجهه  یگوهایم یشد. در مقابل، بافت شناس افتیهمبند 

، 5، ۳، 1جوشانده شده در ولی  ،مثبت WSSVبا بافت  شده
عفونت  کینومونوگوپات یبافت عاتیضا چیه قهیدق ۳0و  10

WSSV این یافته با نتایج تحقیق جاری  .ندرا نشان نداد
غذای حرارت دیده وقتی ، مشابهت داشت که نشان داد کاملاً

به دلیل مراحل  رسد، احتمالاً به تغذیه میگوهای مولد می
 نیستندزا نمودن میگوهای تغذیه شده  بیماری قادر به ،پخت

 (.10الی  7)شکل های 

بافت  هیتغذ قیاز طر یعفونت تجرب یقاتیگروه تحق نیچند
 ,.Chou et al)دادند نشان  WSSVبه را  آلوده یگوهایم

1998; Momoyama et al., 1998; Hameed et al., 

 ،یپرورش یها ستمیاز س ی، در برخاین . با وجود(2002
 هناشناخت تیبا وضع ییها و خرچنگ یوحش یگوهایم

WSSV مطالعات شوند یهنوز به عنوان خوراک استفاده م .
را  WSDبر وقوع  هیتغذ یها وهیش ریوجود دارد که تأث یکم
 چیه MPEDA/NACAکرده باشد. در پروژه  یابیارز
. مشاهده نشد یماریببروز بر خطر  هیتغذ تیریاز مد یریتأث
بالاتر خوراک با  ریمقادکه  مشخص شد تنامیدر وحال،  نیبا ا

(. اگرچه Corsin et al., 2001مرتبط است ) WSDوقوع 
 میزان ریتأث و استخربه  WSSVاز ورود  یاحتمال بالاتر

تراکم  یبرا یاریبه عنوان مع ایآب  تیفیبالا بر ک هیتغذ
 توان رد کرد. را نمی یساز رهیذخ

ان داد امکان انتقال عفونت بر خلاف نتایج این تحقیق که نش
( 1998) و همکاران  Maedaاز طریق غذا وجود ندارد، 

در مثبت شدن نتیجه تواند  می یخوراک تجارکه   دریافتند
مشابه با تحقیق . تاثیرگذار باشد برای بیماری لکه سفید

تواند در  نمی ،، صرف مثبت شدن غذای پلت تجاریحاضر
  Corsin،تنامیدر وباشد،  بروز بیماری لکه سفید میگو موثر

 یبرند تجار کی هیتغذ نیب تیبه اهم( 2005)و همکاران 
برداشت  یگوهایدر م WSSVخاص از خوراک و حضور 

 .(Corsin et al., 2001)پی بردند  ،شده
درصد از  4۳که  مشخص شدهند،  ی درا در مطالعه

 WSSV یخوراک تجاریک برند با  استخرهای پرورشی
 یاز برندها یبرخآنها دریافتند،  .شوند یم هیمثبت تغذ

طور   بهبه سایر خوراک های تجاری، خوراک نسبت 
ثبت داشتند که نشان م WSSV یها نمونه یتوجه قابل

 باتیترک سایر کارخانجات از از شتریب در تولید غذا دهد یم
 تولید یها روشاز  ایکردند  یاستفاده م WSSVآلوده به 

که شانس زنده ماندن  بردند میبهره  یتهاجم-خوراک کمتر
DNA حال،  نی. با اداد یم شیدر خوراک را افزا یروسیو

خوراک و وقوع  WSSV تیوضع نیب یدار یارتباط معن چیه
WSD  مشاهده نشددر این تحقیق (Corsin et al., 

تواند  احتمال بروز بیماری از یک برند تجاری می .(2002
سطح  پائین نگه داشتنناشی از کیفیت پائین غذا و به تبع 

صورت طبیعی با ویروس لکه ه ایمنی میگوهایی باشد که ب
 .اند افتهسفید مواجه ی

 کی (2001و همکاران ) Pongmaneerat ن،یبرا علاوه
 دادند کهانجام را  لکه سفید میگو عفونت یتجرب ییکارآزما

مثبت منجر به  WSSV یگویم غذایبا  هیتغذ، نشان داد
 شود مین گویولنف مدر هم WSSV صیتشخ

(Pongmaneerat et al., 2001)راه  که نی. با توجه به ا
 Soto andاست ) WSSVروش انتقال  نیموثرتر یخوراک

Lotz, 2001ت که از حضوراس ی(، منطق DNA ویروس 
WSSV خوراک بدون  دیاجتناب و تول یدر خوراک تجار
WSSV .توصیه گردد 

این است  ،گردد ل میی این تحقیق حاصها افتهآنچه که از ی
که امکان انتقال ویروس لکه سفید میگو از غذای مراکز 

به پست لاروها وجود ندارد  ،لاروی( تکثیر میگو )غذای پست
 PCRای پلیمراز ) واکنش زنجیرهآنچه در سنجش  و احتمالاً

Real time- )قطعات ژنوم ویروس است  ،کند خودنمایی می
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ه ویروس بوده که پس از که حاصل مواد خام اولیه آلوده ب
مخلوط کردن با سایر مواد غذایی و تولید غذای نهایی میگو 

 مشخص گردیده است. Real timeدر سنجش 
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