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 :مقدمه 

 149ماده  1قانون سازمان دامپزشکی کشور و اجراي بند ج و تبصره  5و ماده  3درراستاي اجراي بند الف و ب ماده      
و به منظور صـیانت از میگوهـاي پرورشـی    ) 1390-1394(قانون برنامه پنج ساله پنجم توسعه جمهوري اسلامی ایران 

برنامه مراقبت از بیماریهـاي میگـو    (OIE)لیست شده سازمان بهداشت جهانی دام  کشور در برابر بیماریهاي خطرناك
  .در سطح مراکز تکثیر و مزارع پرورش میگو کشور بازنگري و از تاریخ ابلاغ لازم الاجرا می باشد 

  

  :ف یتعار

ورت می پذیرد که شامل مجموعه اقداماتی که در ارتباط با یک بیماري و یا عامل آن بطور اعم ص: بررسی بیماري  – 1
... ) تشخیص نوع بیماري، تعیین درصد شیوع بیماري یا بیماریها ، شناسایی جغرافیائی کانونهـاي بیمـاري ، وقـوع و    : ( 

  .می باشد 

وقوع تعداد جدید رخداد بیماري در خلال دوره مشخصی از زمان ، در یک جمعیـت آبـزي   :   (Incidence)بروز  – 2
  .معین

آلوده شده نسبت به تعداد کل آبزیان یک جمعیت هدف ، در یـک زمـان   آبزي تعداد کل :  (Prevalance)شیوع – 3

  .مشخص 

یک سري بررسیهاي مداوم و سیستماتیک بر روي یک جمعیـت آبـزي هـدف بـه     :   (Surveillance)مراقبت  – 4
در .ریهایی براي آزمایش کردن نیز باشد که ممکن است نیازمند نمونه بردا منظور ردیابی وقوع بیماري با اهداف کنترلی ،

  .این برنامه داده ها را تجزیه تحلیل کرده و سپس براي آنها تصمیم می گیریم

، بـه  )هـدف (برنامه هاي مداوم و سیستماتیک بـر روي جمعیـت آبـزي مشـخص     :  (Monitoring)مانیتورینگ  -5
توزیع جغرافیائی بیماري موجود است ، که ممکن اسـت   منظور ردیابی تغییرات شیوع یک بیماري موجود و یا تغییرات در

جمع آوري و تجزیه و تحلیـل اطلاعـات بـه منظـور ردیـابی      ( نیازمند نمونه برداري هائی براي آزمایش کردن نیز باشد 

  ) .تغییرات درجه شیوع و شدت عفونت ضروري است 
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  ) :غیر فعال (یا)Passiveیا (Generalمراقبت عام  – 6
در یک جمعیت را اعمال می نماید ، به نحوي که تغییرات غیر منتظـره  )بومی( وسته بر روي بیماري  آندمیک نظارتی پی

و یا غیر پیش بینی بتواند مورد شناسایی قرار گیرد که شامل تمام اقدامات و فعالیت هـاي تحقیقـی و بررسـی بیمـاري     

  .ا عنوان مراقبت اجمالی نیز خوانده می شود این نوع از مراقبت ب. است که ممکن است در کشور اعمال گردد 

( عبارت است از جمع آوري اطلاعـات در بـاره یـک بیمـاري خـاص      )  :  فعال(یا  (Targeted)مراقبت هدفمند  – 7
و ) به منظـور اقـدامات کنترلـی   ( بتواند اندازه گیري شود ) هدف (به نحوي که سطح آن در جمعیت مشخص ) اگزوتیک

  .خاص مورد نظر بطور قابل اعتمادي ثابت شود  یاعدم حضور بیماري

به سلسله اقدامات مدیریتی که در جهت جلوگیري از ورود عامل بیمـاریزا بـه   :   )Biosecurity( امنیت زیستی  – 8
و جلوگیري از گسترش بیماري در استخرهاي مزارع آلوده به اسـتخرها و مـزارع همجـوار اتخـاذ     ) میگو( جمعیت هدف 

  .گردد 

گروهی از آبزیان در یک مرکز آبزي پروري که از یک گونه یکسـان بـوده واز یـک جمعیـت مولـد      :    (Lot)بهر  – 9
در مراکز تکثیر هرتانک یک بهر و در مزارع پرورش هر مزرعه یک بهر در ( پدید آمده و داراي منبع آبی مشترك باشند 

          ).نظر گرفته شده است 

                                                        

  :بیماري هاي تحت پوشش مراقبت در کشور

)  (Notifiableاخطار کردنی  OIEدر این طرح بیماري هاي میگو که با توجه به اعلام سازمان بین المللی 

و اولویت دار می باشند با اجراي یک برنامه مدون تحت بررسی و مراقبت قرار می گیرند تا در صورت بروز 

 .شانه هایی از بیماري هاي مذکور اقدامات لازم جهت کنترل آنها صورت پذیردن

در استانها و مناطقی که میگوي مولد پرورشی تولید می نمایند لازم است کلیه بیماري هاي اخطـار کردنـی    - 1

- :(بیماري هاي مذکور شـامل .میگو برا ساس دستور العمل تولید مولد پرورشی در مورد مولدین تست شوند

TSD-WSD-YHD-IHHNV-IMNV-MBV-BP-HPV-NHP (می باشند. 

در استانها و مناطق میگو پروري که میگوي وانامی پرورش میدهند صرفأ سیستم مراقبت در مـورد بیمـاري    - 2

به اجرا در می آید و استانهایی که میگـوي اینـدیکوس پـرورش میدهنـد سیسـتم       TSDو   WSDهاي 

 .به اجرا در می آید YHDو  TSD و WSDمراقبت در مورد بیماري هاي 
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 Spherical Baculovirosis(MBV)و IHHNV و IMNVبقیــــه بیمــــاري هــــاي  - 3

نیز بصورت مـوردي ودر صـورت بـروز     NHPو  HPVو  Tetrahedral Baculovirosis(BP)و
 .علائم بیماري مورد بررسی و آز مایش قرار میگیرند 

ري به عنوان ذخیره سازي منـابع آبـی پـرورش    یا هر گونه دیگ  Semisulcatusدر مناطقی که میگوي  - 4
   .  داده میشوند لازم است از نظر کلیه بیماري هاي اخطار کردنی مورد تست و آز مایش قرار گیرند

  :اهداف طرح

شناسائی مولدین حامل بیماري و حذف آنها از چرخه تولید و تکثیر میگو و جایگزین با گونه هاي سالم و غیر حامل  – 1

  .ژن با همکاري ارگانهاي ذیربط عامل پاتو

  تعیین وضعیت بیماري هاي مورد نظر طرح در مراکز تکثیر میگو – 2
  .تعیین وضعیت بیماریهاي مورد نظر طرح در مزارع پرورش میگو  – 3

  انجام اقدامات فوري براي جلوگیري از انتشار و گسترش یک بیماري واگیر اعم از آندمیک یا اگزوتیک – 4

  .نی وقوع بیماري در مناطق مختلف پیش بی – 5

  .تخمین وضعیت آینده بیماري  – 6

  .تعیین درصد شیوع بیماري  – 7
 .ارزیابی برنامه هاي جاري پیشگیري ، مبارزه و ریشه کنی و ارائه راهکارهاي مناسب  – 8

  ) :حجم و وسعت عملیات( دامنه طرح 

، با درنظر گرفتن شیوع فرضـی  ) تانکها% 100(راکز تکثیر تحت پوشش قرار گرفتن کلیه پست لاروهاي تولیدي م – 1

  % .Confidence) (95براي رسیدن به درجه اطمینان% 2
  .تحت پوشش قرار گرفتن استخر هاي پرورش میگو در مزارع پرورشی بر اساس برنامه طرح – 2

  .هاتحت پوشش قرار گرفتن مولدین پرورشی ، وحشی و وارداتی و نمونه برداري از آن – 3

سیسـتان و بلوچسـتان ، هرمزگـان ، بوشـهر ، خوزسـتان و      ( عملیات فوق در استانهاي میگو پرور سـاحلی کشـور    – 4
  .به اجرا در خواهد آمد ) گلستان
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  :روش آزمایشگاهی در تشخیص بیماري  

بـوده کـه بـا     Nested - PCRروش ،روش آزمایشگاهی مورد استفاده در این طرح جهت ردیابی ویروسـها  - 1
زمایشگاههاي استان هاي تحـت پوشـش طـرح انجـام     آدر دامپزشکی تفاده از کیتهاي مورد تأ یید سازمان اس

  .میشود 

بوشـهر بـه عنـوان    در مرکز تشـخیص بیمـاري هـاي میگـو     ( مثبت PCRآزمایشات تائیدي به شرط وجود   - 2

 )باشد آزمایشگاه رفرانس در این طرح می

را می توان با هم مخلوط کـرد و بعنـوان یـک نمونـه در نظـر       لیمولکونمونه هاي اخذ شده براي آزمایشات   - 3
  گرفت ولی بیشتر از پنج نمونه نبایستی با هم ترکیب شود

بیماري هایی که تاکنون در کشور گزارش نشده است بایستی به تائید آزمایشگاه معتبـر جهـانی برسـد سـپس      - 4
  گزارش شود 

  :روش اجراي طرح 

لـذا عملیـات اجرایـی طـرح بـر روي      . اي انتشار بیماریهاي میگو به شمار می آینـد  از آنجا که مراکز تکثیر از راهه - 

  .مراقبت از مولدین و پست لاروها متمرکز بوده و نهایتاً بصورت محدودتري در مزارع پرورشی اجرا خواهد شد

 ـ    مجتمعبازدید منظم هر هفته یکبار از   -  زوم نمونـه  پرورش میگو به منظور اجراي سیسـتم مراقبـت و در صـورت ل
  ). مزرعه بایستی مورد بررسی و بازدید قرار گیرد  5در هر بازدید حداقل ( برداري از استخرها 

و فـرض   Wedemeyer & Ossianderنمونه هاي برداشتی از مولدین پرورشی و وحشی براسـاس جـدول    - 

  .صورت گرفته Confidence% 95و % 2شیوع 

می باشد و پـس از کنتـرل مسـتندات     معتبر بین المللی ی بهداشتیگواهدر مورد مولدین وارداتی اساس داشتن  

. جمعیت نمونـه بـرداري خواهـد شـد     % 3نسبت به معاینه ظاهر میگوها اقدام و از میگوهاي بی حال و در حال مرگ تا 

د نظر بـه  حاوي مولد میگو اخذ و به منظور آزمایشات مور بسته هايبدیهی است نمونه ها باید بلافاصله پس از بازشدن 
  . آزمایشگاه ارسال گردد

  )9جدول صفحه    (صورت می پذیرد Wedemeye  Ossiander  ،OIEکلیه نمونه برداریها براساس جدول  – 
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  :مراکز تکثیر میگو –الف 

واحد در نظر بگیریم و بـا فـرض    20در صورتی که تعداد تقریبی مراکز تکثیر فعال در استانهاي میگو پرور متوسط 

ماه فعالیـت در طـول    3با فرض انجام . تانک در هر مراکز تکثیر باشد  10دوره تخم ریزي و تعداد تقریبی  3انجام 
کـه بـر   . نمونه مـی باشـد    4000دوره تکثیر میزان کل نمونه برداري از مراکز تکثیر در استانهاي میگو پرور حدود 

  .در هر استان متفاوت می باشد حسب تعداد مراکز تکثیر فعال در هر استان میزان نمونه برداري 

  .نمونه برداري می بایستی از هر تانک صورت پذیرد  – 1توجه 
دوره تخمریزي هم یک عددفرضی است که احتمـال   3در طول دوره تکثیر همه تانک هافعال نیستند و   - 2توجه 

  .ري کمتر خواهد بود لذا کل نمونه برداري تقریبی بوده و در شرایط عادي نمونه بردا. دارد کمتر باشد 

  .هر هفته یک بار از هر مرکز بایستی باز دید صورت پذیرد متوسطبطور  -3توجه

  :مزارع پرورش میگو :  ب 

استخر  براي    14مزرعه و تعداد تقریبی  222در صورتی که تعداد تقریبی مزارع پرورش میگوي فعال را در کشور حدود 

 1هرمزگان ،  مجتمع 4بوشهر ، مجتمع 8پرورش میگو در کشور   مجتمع 15ه هر مزرعه در نظر بگیریم ، با توجه  ب

در نظر  )استخر 3100استخرها حدود  تعداد کل(گلستان   مجتمع 1سیستان وبلوچستان ،  مجتمع 1خوزستان  ، مجتمع
  :میگیردو نحوه انجام مراقبت به شرح ذیل صورت . گرفته خواهند شد 

ها و مزارع پرورشـی   مجتمع و با فرض بازدید هر هفته یکبار از  آغاز میگردددید از مزارع روز پس از ذخیره سازي باز 20

مزرعه در هر هفتـه   75عملاً از ) 15*5=75بازدید . ( مزرعه مورد بازدید قرار گیرد  5در صورتی که در هر بازدید حداقل 
مرتبـه مشـاهده و بازدیـد در     900شود ، تعـداد   ماه بازدید انجام می 3مرتبه در طول  12بازدید صورت می گیرد و چون 

بدنبال بـروز  (  ماه از مزارع انجام خواهد شد که عنداللزوم در طی بازدید ممکن است نمونه برداري صورت پذیرد 3طول 

بیماري و یا هر علامت غیر طبیعی در میگو و یا هر علت دیگر از جمله وجود تلفات، کاهش رشد ، کاهش مصرف غذا ، 

  . ....... )علائم کلینیکی ، و  وجود

  )مرتبه در ماه بازدید( 4*ماه   12=3 12*75=900مشاهده و بازدیدو درصورت لزوم نمونه برداري 
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  :مولدین  -ج

نمونه برداري از مولدین پرورشی  ، وحشی و  وارداتی  مورد استفاده در مراکز تکثیـر کشـور صـورت مـی پـذیرد و      

  .ز این مولدین متفاوت می باشدنمونه برداري از هرکدام ا

اسـتفاده شـود ضـمن الـزام برداشـتن گـواهی بهداشـتی بـین المللـی           مولدین وارداتیدرصورتی که از  –الف 

(Health Certificate)  و کنترل مستندات مربوطه توسط دامپزشکی مقصد ، نسبت به معاینه ظاهري میگوها
بدیهی است  نمونه ها بایستی  . جمعیت نمونه برداي خواهد شد  %3اقدام و از میگوهاي بی حال و در حال مرگ تا 

بلافاصله پس از باز شدن بسته هاي حاوي مولد ،  میگو ازد اخل بسته ها اخذ و به منظور انجـام آزمایشـات مـورد    
( دات پیش بینی می شود تعداد نمونه برداري در این مولدین با توجه بـه حجـم وار  . نظر به آزمایشگاه منتقل شوند 

  .نمونه باشد  150حدد ) مولد 5000میانگین 

استفاده شود چون سابقه مشخصی داشته و بطور متناوب تحت بررسی و  یمولدین پرورشدر صورتی که از  -ب

- 44/ 25079نمونه برداري در طی دوره براساس دستورالعمل تولید مولدین پرورشی به شماره   .مراقبت می باشند
13/05/88   

پیش بینی می شود حجم نمونـه بـرداري در ایـن مولـدین در صـورتی کـه در هـر اسـتان یـک           ورفته یصورت پذ

از هـر    OIEهزار مولد ، براساس جدول  4و در هر استخر حدود  وجود داشته باشداستخرگلخانه اي پرورش مولد 
  .نمونه اخذ خواهد شد  600نمونه اخذمی شود و لذا حدود  150هزار مولد به بالا  4

اسـتفاده شـود چـون عمـدتاً بطـور مسـتقیم بـه منظـور تخـم ریـزي            مولـدین وحشـی  در صورتی که از  – ج

(Spawning)  به مرکز تکثیر منتقل می شوندلازم است به لحاظ وضعیت سلامتی نامعلونی که دارند در صورتی

  براســـــاس جـــــدول . مشـــــخص صـــــید شـــــده باشـــــند     صـــــید گـــــاه کـــــه از یـــــک  

OIE  نمونه برداري صورت پذیرد.  

  :زمان و نحوه نمونه برداري از مولدین

لازم است کلیه مراکز تکثیر میگو ، تاریخ و تعدادمولدین وارد شده به مرکز را کتبـاً بـه شـبکه دامپزشـکی منطقـه      

هرگونه عواقب و عدم اطلاع رسانی به موقع در این خصوص متوجه صـاحب  . جهت بررسی هاي لازم اعلام نمایند 
  .مرکز تکثیر خواهد شد 



 
 

٨ 
 

با توجه به اینکه استرس تخم ریزي در عرض چند ساعت مقادیر ویروس را به سطح بالایی مـی رسـاند ، کـه بـه     

تشخیص داده شود ، بهتر است از مولدین پس از تخم ریزي نمونه برداري شـده   PCRآسانی می توان با تکنیک 
  .قرنطینه اي معدوم گردند  –ی و در صورت مثبت بودن از نظر بیماري مورد نظر ضمن رعایت اصول بهداشت

  :  (PL)زمان و نحوه نمونه برداري از 

از پست لاروها قبل از ذخیره سازي دراستخرهاي پرورش نمونـه بـرداري صـورت مـی گیـرد و بـا آزمایشـات             

Nested – PCR  بمنظور نمونه بر داري از پست لاروهاي موجود در تانکهاي هچري یـا  . غربالگري می شوند
پست لارو از هر پنج نقطه مختلـف مجموعـاً    1000تقریبا  بچه میگو باشند،  یا بیشتر 000/100که داراي  ينرسر

بچه میگو بایستی برداشت گردد و نمونه ها داخل یک تشت کوچک ریخته شود سپس به آرامـی آب داخـل    5000

نایی خروج از مسـیر چـرخش آب   تشت را به چرخش درآورده و از بچه میگو هاي زنده موجود در وسط تشت که توا
ملاك تعیین حجم نمونه برداشتی در این مرحله ، . وچسبیدن به دیواره تشت را ندارند اقدام به نمونه برداري گردد 

نمونـه  .است  Wedemeyer & Ossianderبراساس جدول  % 95ضریب اطمینان  و% 2درجه شیوع فرضی 

به بالاتر بایستی چشم هاي میگوهاي مـورد آزمـایش را    11هاي  pLجهت . به بعد آغاز می شود  pL5برداري از 
داراي مـواد جلـوگیري کننـده     pL11از پایه قطع و خارج کرد زیرا بررسی ها حاکی است چشم هـاي میگـو بعـداز    

PCR  جهت . می باشدpL10     به پایین تر می توان از نمونه کامل استفاده کرد.  

امل بیماري زا از نمونه هاي اخذ شده از یک جمعیـت آمـاري دلیـل قطعـی     لازم به ذکر است که عدم جداسازي ع
به هر حال در صـورتی کـه مراکـز تکثیـر و مـزارع      . فقدان آن عامل بیماري زا در جمعیت یادشده نمی تواند باشد 

بمانـد بـه   پرورش به طور مرتب مورد بازدید و مطالعه قرار گرفته شوند احتمال اینکه عامل بیمـاري زا از نظـر دور   

  .حداقل خود می رسد 

براي پست لاروهاي هر تانک اجازه فروش ندارد و دسـتورالعمل   PCRهیچ مرکز تکثیر بدون اخذ نتیجه آزمایش 
  .فوق الذکر بایستی براي تک تک تانک هاي در آستانه فروش محصول به دقت اجرا گردد 
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Wedemeyer &Ossiander Table 

  

  برداري با احتمال شیوع حاملینتعداد نمونه   تعداد جمعیت

2%  5%  10%  

50  50  35  20  

100  75  45  23  

250  110  50  25  

500  130  55  26  

1000  140  55  27  

1500  140  55  27  

2000  145  60  27  

4000  145  60  27  

10000  145  60  27  

  30  60  150  یا بیشتر 10000

 .استفاده شود ) بزرگتر(داده شده براي تعداد جمعیت بعدي  در مورد تعداد جمعیت بینابینی از تعداد نمونه هاي  *

  

موارد به شبکه دامپزشکی شهرستان گـزارش  ساعت  24 مدت ظرفغیر عادي لازم است در صورت بروز هر نوع تلفات 

  .صورت پذیردخصوص  این تا اقدامات بعدي درگردد 

  

  :زمان و نحوه نمونه برداري از مزارع پرورشی 

ت از بیماري ها در مزارع پرورشی در صورتی که مشکل بیماري وجود نداشته باشد ، بازدیـد مـنظم هـر    جهت مراقب     
هفته یک بار در طول دوره پرورش از کل مجتمع به منظور مشاهده وجود یا عدم وجـود علائـم بیمـاري و یـا هـر نـوع       

  . تلفات مشکوك به بیماري الزامی است
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  :مراقبت موارد ذیل انجام میشود در مزارع پرورشی جهت اجراي سیستم

  )توسط کارشناس مسئول آبزیان و یا پرورش دهنده( مشاهده  – 1
  .در صورت مشاهده تلفات و موارد مشکوك  PCRنمونه برداري و آزمایش  – 2

  ،مبناي مشاهده ، وجود هر نوع علایم غیر طبیعی در استخرها اعم از مرگ و میر ، تغییـرات ناگهـانی در مصـرف غـذا     

  ...تغییرات رنگ و جمع شدن میگوها در حاشیه استخر و 

  :باز دید -الف

راستاي اجراي طرح بر اسـاس برنامـه زمانبنـدي شـده از مـزارع بازدیـد بعمـل آمـده و فرمهـاي مربوطـه تکمیـل             در

  .میگرددبدیهیست در صورت مشاهده هر نوع مشکل بر اساس بند ب اقدام خواهد شد

و مانیتورینگ جهت نشـان دادن حضـور یـا عـدم حضـور عامـل پـاتوژن و تغییـرات در          اقبتمر طرحلازم به ذکر است 

Prevalence        بیمار می باشد و جهت پیشگیري از بیمـاري نیـاز بـه اجـراي برنامـه هـايBiosecurity )  امنیـت

 –داشـتی  از جمله افزایش اقدامات مدیریتی مناسب جهت کاهش عوامـل اسـترس زا در اسـتخر ، اقـدامات به    ) زیستی
  ..می باشد... قرنطینه اي و 

  

  

  :نمونه بر داري -ب

می توان بطور تصادفی به نمونه برداري از مزارع در هر مجتمع پـرورش   (Stocking)پس از ذخیره سازي  20از روز 

 10حدوداً از هـر اسـتخر   ( در نظر گرفته می شود  Lotهر مزرعه بعنوان یک . میگو اقدام و به آز مایشگاه ارسال نمود 
نمونه هاي برداشتی نبایستی از سینی هاي غذادهی استخر جمع آوري شود بلکه بایسـتی  ) می شود  نمونه برداريمیگو 

  .از استخر برداشت شود  (Cast net)توسط تور پرتابی 

 : (Disease Diagnosis )نمونه برداري در صورت بروز بیماري

که با علایم بالینی همراه باشـد ، میگوهـایی را کـه داراي ضـایعات و جراحـات شـاخص هسـتند         یماري هاییبدر 

از میگوهـایی بایسـتی نمونـه    . بایستی به دقت از بین میگوهاي زنده یا درحال مرگ به عنوان نمونه برداشت نمود 
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حداقل تعـداد لازم نمونـه   . رد نظر باشد برداري شود که نمایانگر ضایعات بیماري یا علائم آن در سطح جمعیت مو

  .قطعه می باشد  10و براي مرحله جوانی و یا بلوغ  50، براي مراحل پست لاروي  100براي مراحل لاروي 
قطعه مولد زنده در حال مـرگ نمونـه    10لازم است از تعداد حداقل . در صورتی که در مولدین تلفاتی مشاهده شود 

  .د برداري و تک تک آزمایش شو

  

  :نحوه برخورد با بیماري در مزارع پر ورش و مراکز تکثیر میگو  

و دلیـل اخطـار    (Notifiable)با توجه به اینکه بسیاري از بیماریهاي میگو ویروسی و اخطارکردنی مـی باشـند   
  :کردنی شدن بیماري به لحاظ 

  واگیري بالا – 1

  سرعت انتشار بالاي بیماري – 2
  .بالاي آنها  میزان تلفات وخسارت – 3

  .عدم امکان درمان آنها در اغلب موارد  – 4

نحـوه تصـمیم گیـري و    .لذا با عنایت به شرایط بروز بیماري در کشور ، سیاست سازمان دامپزشکی فرق می نماید 
برخورد با این بیماریها در مزارع پرورش و مراکز تکثیر میگو براساس دسـتورالعمل هـاي ابلاغـی بایسـتی صـورت      

  .ردپذی
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  1پیوست                                                                                                                              

  نگهداري نمونه ها براي آزمایشات مبتنی بر آنتی بادي یا 

  PCRآزمایشات زنجیره اي پلی مراز 

، بـا قطعـات    Dot-blotو براي آزمایشات  RT-PCR , PCRصی رایج از طریق براي انجام تست هاي تشخی    

DNA  به همـین صـورت   . ، نمونه ها بایستی به نحوي آماده سازي و نگهداري شوند که ژنوم به خوبی محافظت شود
هداري شـود  نمونه هایی که براي آزمایشات مبتنی بر آنتی بادي ارسال می گردد می بایست به نحوي آماده سازي و نگ

  .که محل هاي آنتی ژنیک براي اتصال آنتی بادي ها سالم باقی بماند 

  

  :نوع نمونه 

نمونه هاي انتخاب شده براي آزمایشات تشخیصی مبتنی بر اسید نوکلئیک یا متنی بر آنتی بادي بایستی با نهایت دقت 

تا احتمال خطـر انتقـال   ) ص حمل نمونه در کیسه ها یا بطري هاي پلاستیکی نو مخصو( دستکاري و بسته بندي شود 

، از تانک ها استخرها یا مزارع مختلف اخـذ  ) وحشی یا پرورشی( آلودگی متقاطع در بین نمونه ها که از مولدین متفاوت 

یک برچسب مقـاوم بـه آب کـه    . شده است به حداقل برسد حتماً ظروف یا پلاستیک هاي حمل نمونه بایستی نو باشد 
می باشد می باید بر روي بسته یا جعبه که حاوي یـک سـري    2افی و نوشته شده بوسیله مداد شماره حاوي اطلاعات ک

  .نمونه مشابه می باشد چسبانده شود 

تعدادي از روش هاي مناسب براي نگهداري و انتقال نمونه ها جهت آزمایش مولکولی یـا آزمایشـات وابسـته بـه آنتـی      
  :بادي به شرح ذیل است 

  

  :وجود زنده نمونه م – 1

  : این نمونه ها ممکن است در مزرعه مورد ارزیابی قرار گیرند و یا به آزمایشگاه تشخیصی انتقال داده شوند 
به منظور جلوگیري از مرگ و میر احتمالی درزمان حمل و نقـل ، نمونـه هـا بایسـتی بلافاصـله پـس از جمـع آوري در        

این نکته بخصوص براي میگوهاي بی حال و در حال مـرگ اهمیـت   کوتاهترین زمان ممکن به آزمایشگاه ارسال شوند 

ویژه اي دارد تاآن جایی که امکان پذیر است نمونه ها با حداقل دستکاري و به صـورت دسـت نخـورده بـه آزمایشـگاه      
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یبـی  قبل از ارسال نمونه هاي زنده می بایست با آزمایشگاه تماس گرفته و زمان ارسال نمونـه و زمـان تقر  . ارسال شود

دریافت نمونه ها را اعلام نمایند در این فاصله زمانی آزمایشگاه باید مواد و تکنیک هاي لازم را جهت انجام آزمایشـات  
  .بر روي نمونه هاي زنده آماده نماید 

میگوها می بایست در پلاستیک هاي دولایه حاوي آب دریا به نحوي بسته بندي شوند که فضاي لازم جهت اکسـیژن  

. درب پلاستیک ها بوسیله نوارهاي پلاسـتیکی یـا حلقـه هـاي پلاسـتیکی محکـم شـود        . ز وجود داشته باشد مورد نیا
تعداد کمـی یـخ را مـی تـوان بـراي خنـک       . پلاستیک هاي حاوي نمونه هاي میگو داخل یک یونولیت قرار می گیرند 

. و نقـل طـولانی اسـت اهمیـت دارد     این موضوع بخصوص وقتی زمان حمل . کردن آب در کنار پلاستیک ها قرار داد 

  . سپس درب یونولیت ها به نحو دقیق بسته شده و یونولیت ها را می توان درون یک کارتن مقوایی قرار داد
  :بر روي کارتن ها برچسب ذیل نصب گردد 

  ». درجه نگهداري شود  4 - 15در دماي بین  –حاوي میگوي زنده « 

  :در صورت حمل با هواپیما عبارت 

  .جهت بردن بسته تماس گرفته شود  021-88962303در فرودگاه نگهداري شده و با شماره تماس « 

  به نحو مناسب و واضحی اسم و تلفن فرد مسئول دریافت نمونه ها ذکر شود. 

      تا جایی که امکان پذیر است حمل نمونه هاي زنده در روزهاي اول هفته صورت گیرد چـون ممکـن اسـت بـه
 .ه برخورد نماید تعطیلات آخر هفت

    بلافاصله پس از ارسال نمونه ها فرد مسئول دریافت نمونه ها در مقصد را از زمان ارسال نمونه مطلـع نماییـد .
شما پرواز وشماره بارنامه شماره خودروي حمـل کننـده و یـا شـماره      (ضمناً نام و مشخصات وسیله حمل کننده 

 .را حتماً اطلاع رسانی کنید ) قطار

 یی که بعضی از خطوط پروازي داراي مقررات سخت گیرانه اي جهت حمـل آب دریـا یـا نمونـه هـاي      از آن جا

مرضی می باشند لازم است قبل از ارسـال نمونـه قـوانین و دسـتورالعمل هـاي خطـوط پـروازي را مطالعـه و         

 .)د در ایران حتماً بایستی با حراست فرودگاه هماهنگی شو. ( هماهنگی هاي لازم را بعمل آورید 
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  :نمونه همولنف  –2

. نمونه همولنف براي انجام آزمایشات مولکولی و روش هاي تشخیص مبتنی بر آنتی بادي مناسب مـی باشـد         

و یا از طریـق قطـع کـردن زوائـد     ) سینوس شکمی در پنائیده (نمونه ها بوسیله نیدل و سرنگ از قلب ، از هموسل 
  .انتهایی بدن بدست می آید 

  .بدون کشتن میگو می توان استفاده کرد  (Non-destructive)ق براي گرفتن همولنف به روش طری 3از 

میگو را به کمک الکل ضدعفونی کرده و قسمت کـوچکی از آن را   (Antennae)شاخک بلند :  روش اول  – 1
  .مونه برداري کرد با پدیدار شدن قطره اي از همولنف بر نوك شاخک بریده شده می توان از آن ن. جدا می کنیم 

استریل پس از ضدعفونی سطح ) ترجیحاً سرنگ انسولین( به کمک یک سرنگ و سوزن مناسب :  روش دوم  – 2
بایددقت . نمونه همولنف می توان گرفت ) شکل زیر ( مورد نظر با الکل از سینوس شکمی و بالاي پاهاي حرکتی 

  .ي باشد که سلامت میگو به مخاطره بیفتد شود که میزان همولنف برداشتی نبایستی به اندازه ا

استریل پس از ضدعفونی سطح ) ترجیحاً سرنگ انسولین( به کمک یک سرنگ و سوزن مناسب  :روش سوم  – 3

باید دقت شود که میزان همولنف برداشتی .  نمونه همولنف می توان گرفت ) شکل زیر ( مورد نظر با الکل از قلب 
روش قبلی ، این روش توصـیه نمـی    2نسبت به . د که سلامت میگو را به مخاطره بیفتد نبایستی به اندازه اي باش

اقدامات فوق می تواند در آزمایشگاه هاي مجاز یا با استفاده از امکانـات اداره کـل دامپزشـکی جهـت مراکـز      .شود 
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 .تکثیـــــــــــــــــــــــر ارائـــــــــــــــــــــــه گـــــــــــــــــــــــردد   

  
  :نمونه هاي سرد شده و کنار یخ  – 3

نمونه ها پـس از  . ساعت مناسب است  24ه ها به آزمایشگاه و انجام آزمایشات در کمتر از این روش جهت ارسال نمون  

قرار گرفتن در کیسه هاي پلاستیکی بسته بندي شده و در داخل یونولیت قـرار گرفتـه و دور آنهـا مقـدار مناسـبی یـخ       

  .مرطوب قرارداده و به آزمایشگاه حمل می شوند 
  

  :نمونه هاي فریز شده  – 4

منجمد شـده و دمـاي    -20نه ها به صورت زنده برداشت شده و بلافاصله با استفاده از یخ خشک یا فریزرهاي نمو

و یا پایین تر رسانده می شوند سپس در داخل ظرف حمل نمونه ها قرار گرفتـه و برچسـب زده مـی     -c 20آنها به 
ون یونولیت قـرار داده شـده و پـس از    شود و سپس این ظروف حاوي نمونه در کنار مقدار مناسبی یخ خشک در در

  .بسته بندي به آزمایشگاه ارسال می شود 
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  ) : PCRجهت آزمایش (نمونه هاي نگهداري شده در الکل – 5

ممکـن اسـت جهـت    % 90-95در مناطقی که نگهداري و انتقال نمونه هاي فریز شده داراي مشکلات است الکل 

در هـر مرحلـه اي از    (میگوهـاي کامـل ،   . ورد استفاده قـرار گیـرد   نگهداري و انتقال بعضی از نمونه هاي خاص م

اندام ها، تیغه هاي آبششی، معـده ، هپـاتو پـانکراس،    .  )نباشد gr 3-2زندگی مشروط به اینکه هر قطعه بیشتر  از 
ی تـوان در  ، کوتیکول قسمت تنه براي نمونه برداري از عضله از میگوهاي بزرگ را م) نظیر  پاهاي شنا (زوائد بدن 

  .بسته بندي و به ازمایشگاه ارسال کرد   PCRنگهداري وسپس براي حمل و آزمایش % 90-95الکل 

بـه منظـور   ) "دیویدسـون  "فیکس کردن با مـاده فیکسـاتیو  ( روش ثابت کردن نمونه ها  -6

  :آزمایشات هیستو پاتولوژي

  :فیکس نمودن نمونه هاي میگو در مرحله لاروي و پست لاروي: الف

  .ابت کردن نمونه ها بایستی با توجه به سن میگو صورت پذیرد ث - 

  .نمونه هاي میگو در سنین لاروي و پست لاروي، بطور مستقیم در ماده فیکس کننده وارد می شود  - 

  بــراي فــیکس کــردن نمونــه هــا نســبت حجمــی نمونــه هــا بــا مــاده فــیکس کننــده مــی بایســتی یــک بــه ده  - 
از این مدت نمونه ها به منظور نگهداري و یا حمل به ظروف شیشه اي و یـا  پس . باشد) ساعت  12-24به مدت ( 

  .منتقل میشوند% 50پلاستیکی محتوي الکل 

وان  -پسـت لاروهـاي بـزرگ   (فیکس کردن نمونه هاي میگو بعداز مرحله پست لاروي: ب  -نوج

  . )میگوي بالغ

بـا سـرنگ داراي     ،) محلول دیویـد سـون  (ندهدرصد حجم بدن میگو ، ماده ثابت کن 10تا  5می بایستی معادل      
  .در داخل محوطه داخلی میگوي زنده تزریق شود ) 27گیج ( سوزن مناسب 

بـین بنـد هـاي    (کناري خط میانی ناحیه سرسینه میگو –محل تزریق ماده فیکس کننده می باید در قسمت بالائی 
در ناحیه تنـه  . معده و ناحیه روده میگو گردد  -به طریقی صورت پذیرد که محلول وارد هپاتوپانکراس ) شکمی4-2

تزریقات می باید در قسمت قدامی کناري و خلفی کناري میگو با تقسیم کردن مناسب مـاده ثابـت کننـده صـورت     

پس از عمل تزریق می باید کلیه علائم حیاتی متوقف و در بافت هاي محل تزریق تغییر رنگ بوجـود آیـد   . پذیرد 

، بایستی بوسیله قیچی شکافی در ناحیـه بـالایی کنـاري    ) دیوید سون(یق محلول ثابت کنندهبلافاصله پس از تزر.
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در ناحیه تنـه ایـن شـکافها را بایـد در دو     . خط میانی ناحیه سر سینه از قسمت عقبی تا ناحیه روستروم ایجاد کرد 

ل وارد شـود و بـه بافتهـاي    باید توجه داشت که شکاف فقط در قسمت پوسته کوتیکو. طرف این ناحیه ایجاد کرد 
گرم می باید پس از ایجاد شکاف در ناحیه کوتیکول ، بوسیله  12در میگوهاي بزرگتر از . زیرین آسیبی وارد نگردد 

بعد از عمل تزریـق ،  . تیغ تیز یا اسکالپل ناحیه سرسینه از تنه جدا گردیده و هر کدام از قطعات مجدداً نصف شوند 

بـا توجـه بـه انـدازه     ( ساعت  72ساعت و حداکثر  24کردن ، می باید نمونه ها حداقل  ایجاد شکاف و قطعه قطعه
محلـول  ( پس از این مدت میزان ماده فیکس کننده . نگهداري شوند ) محلول دیویدسون(در ماده ثابت کننده )میگو

  .کاهش داد  )نسبت یک به دو( برابر حجم نمونه ها  2را می توان تا میزان ) دیوید سون

  

  ):دیوید سون(طرز تهیه محلول فیکساتیو

Ethyl  alcohol- 95%                                          230 ml   
Formaldehyde (technical grade)- 37%            220 ml  

-Glacial acetic acid     115 ml                                         

-Tap water 335 ml                                                          

  

  :توجه

  .استفاده نشودو یا اسیدهاي دیگر % 10به منظور تهیه محلون دیویدسون به هیچ وجه از فرمالین 

  

  :   RNA Laterدر بافت ها با استفاده از  DNAو  RNAنگهداري  – 7

غوطـه ور مـی    RNA laterبرابر حجم محلـول    5در قطر بریده شده و cm5 /0بافت ها به قطعا تی کمتر از   

بافت هاي کوچک نظیـر کلیـه هـا ، جگـر و      )دارد  ml5/2 RNA laterنیاز به  gr5/0مثلاً یک نمونه . ( شوند 
نمونه هارا در این محلول می توان براي یک ماه . طحال را می توان به صورت کامل در این محلول نگهداري کرد

  cبایسـتی در   RNA laterمحلـول  . نگهداري کرد  – c 20و طولانی مدت در   c 25در ، یک هفته  c  4در 
  .نگهداري شود  -20
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  2پیوست                                                                                                                                

  :پیش نیازهاي اجراي طرح   

  )گزارش گیري و گزارش دهی( گزارش رسانی  – 1

  نیروي انسانی – 2

  ابزار و امکانات  – 3

  آموزش  – 4

  قوانین و مقررات – 5

  .وشها دستورالعمل ها و ر – 6
  

  

  ) :گزارش گیري و گزارش دهی( گزارش رسانی  – 1

اجرا ایـن  . وجود یک نظام کارا در گزارش رسانی بیماریها به عنوان جزء اساسی در سیستم مراقبت مورد توجه می باشد 
  :نظام در مورد بیماریهاي میگو شامل زیر می باشد 

  .ي گزارشات روزانه ، هفتگی یا ماهیانه بر حسب نوع بیمار - 

  .که توسط نامه ، تلفن ، فاکس یا پست الکترونیکی اس :  روش گزارش  - 
براي دریافت گزارش بیماریها می توان برحسب نوع سیستم مراقبت از تمامی دستگاههائی که به :  منابع اطلاعاتی  - 

ک هاي دامپزشکی ادارات کل دامپزشکی ، کلینی:  از جمله آنها . نحوي با آبزیان در ارتباط می باشند کمک گرفت 
 ...)پرورش دهندگان ، کارشناسان شیلاتی ، تکثیر کنندگان ، کارشناسان بیمه ، دامپزشکان بخش خصوصی و ( 

 

 :نیروي انسانی – 2

  :پرسنل سیستم مراقبت به دوگروه تقسیم می شوند 

مستقر در سـازمان دامپزشـکی    شامل افراد شاغل در دفتر بهداشت و مبارزه با بیماریهاي آبزیان:  پرسنل مرکزي  ) الف

  .کشور 
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شامل افراد شاغل در ادارات بهداشت و مبارزه با بیماریهاي آبزیان در ادات کل دامپزشکی اسـتانها  :  پرسنل استانی ) ب

  . )و شهرستانها

  

  :ابزار و امکانات  – 3

  ...ابراز ارتباطی شامل فاکس ، تلفن و  - 

  کامپیوتر - 

  .و دفاتر ثبت بیماریها فرمهاي گزارش گیري و گزارش دهی  - 
  ...لباس کار و وسایل نمونه برداري و  خودرو ، - 

  .کیت و لوازم آزمایشگاهی  - 
 

  :آموزش  – 4

سطح علمی و هماهنگی بین طرح مراقبت از بمیاریهاي میگو در استانها ، برنامه آموزشی به شـرح    به منظور ارتقاء
افرادي است که در طرح مراقبت انجام وظیفه می نمایند  که هدف اصلی آن ارتباط بین. ذیل پیش بینی می گردد 

و از نظر تشخیص بیماریها ، ارسال نمونه برخی تکمیل و ارسال فرمها و پی گیري بیماریها بـراي تعیـین شـاخص    

  .هاي اپیدمیولوژیک نقش اسامی در پیشرفت برنامه هاي مراقبت از بیماریهاي میگو خواهد داشت 

  :گروههاي موضوع آموزشی

دامپزشکان شاغل در دفتـر بهداشـت و مبـارزه بـا بیماریهـاي آبزیـان سـازمان دامپزشـکی کشـور ، اسـتانها            – 1

  .وشهرستانها 

  .بازرسی نظارت بر بهداشت عمومی واحدهاي تولیدي خوراك میگو و بسته بندي میگو  – 2
  ) .کلینیک هاي خصوصی. ( دامپزشکان بخش خصوصی که در رابطه با بیماریهاي میگو کار می کنند  – 3

  .دامپزشکان مسئول فنی واحدهاي تولید خوراك میگو و بسته بندي میگو -4

  .کاردان ها و تکنسین هاي دامپزشکی شاغل در واحد  آبزیان  – 5
  .پرورش دهندگان و دیگر دست اندرکاران پرورش ، تکثیر میگو و تولیدکنندگان خوراك میگو  – 6
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  :عناوین دوره هاي آموزشی 

آموزش آن براي تمام افراد دسـت انـدرکار و کارشناسـان در    . نظر به اینکه بناي مراقبت ، دانش اپیدمیولوژي است
  .اولویت خواهد بود 

  .اپیدمیولوژي بیماریهاي آبزیان  – 1

  .آشنائی با روشهاي تشخیص بیماري یا روش هاي مولکولی  – 2

  )کشت باکتریائی ، کشف سلولی( ئی ، قارچی ، ویروسی آشنائی با روش هاي تشخیص بیماریهاي باکتریا – 3

این مرحله می تواند در سرفصل کلاسهاي شـماره  ( روش هاي نمونه برداري و ارسال نمونه براي کارشناسان  – 4

  ).ادغام شود  4و  3و  2

  .اهمیت نمونه برداري و درمان نمونه براي تکنسین ها و کاردان هاي دست اندرکار آبزیان  – 5

  .آشنائی با بیماریهاي ویروسی میگو  – 6

  ...)تک یاخته ها ، انگل هاي خارجی ، انگل هاي داخلی و( آشنائی با بیماریهاي قارچی و انگلی  – 7

  .آشنائی با بیماریهاي باکتریائی میگو  – 8

  .آشنائی با بیماریهاي تغذیه اي و مسمومیت ها  – 9

  .بهداشت مزارع پرورش  – 10

  .مراکز تکثیر  بهداشت – 11

  .مقررات امنیت زیستی در مراکز تکثیر ومزارع پرورش  – 12
ــره  ــت      :  تبص ــوق، لازم اس ــی ف ــاي آموزش ــاوین دوره ه ــردن عن ــدا ک ــق پی ــر تحق ــه بهت ــر چ ــور ه ــه منظ   ب

                          .دوره هاي آموزشی خارجی یا داخلی با توجه به سطوح فراگیران توسط اساتید مجرب به اجرا در آید 

                                                                                           
  
  

    


