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WSSV和 IHHNV二重实时荧光 PCR检测方法的建立
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摘要:根据基因库中对虾白斑综合症病毒 W SSV ( AF369029 )和传染性皮下及造血器官坏死病毒 IHHNV

(AF218226)基因序列, 设计了W SSV和 IHHNV的两对特异性引物和两条用不同荧光基团标记的 TaqMan探针。对

反应条件和试剂浓度进行优化,建立了能够同时检测WSSV和 IHHNV的二重实时荧光 PCR方法。该方法特异性

好, 对WSSV和 IHHNV的检测敏感性分别达到 2和 20个模板拷贝数;此外抗干扰能力强,对W SSV和 IHHNV不同

模板浓度进行组合, 仍可有效地同时检测这二个病毒。对保存的 30份经常规 PCR检测仅为 WSSV或 IHHNV阳性

的样品进行二重实时荧光 PCR检测, 结果都为阳性,其中 1份为W SSV和 IHHNV混合感染。本研究建立的二重实

时荧光 PCR方法用于W SSV和 IHHNV的检测具有特异、敏感、快速、定量等优点。
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对虾白斑综合征病毒 (WSSV)、传染性皮下及

造血器官坏死病毒 ( IHHNV)是当前严重危害对虾

养殖业的两种病毒。WSSV主要引起对虾甲壳内侧

白斑病变,自 1990年开始在亚洲地区养殖对虾中不

断爆发流行, 死亡率高达 100%
[ 1]
。 IHHNV可引起

红额角对虾急性感染并呈现高死亡率 ( 90% ), 还可

以引起南美白对虾出现慢性 /矮小残缺综合症 0,导

致患病对虾生长缓慢, 表皮畸形
[ 2 ]
。感染了W SSV

和 IHHNV的对虾可终身带毒, 通过垂直传播把病毒

传给下一代和水平传播传给其他种群。近年来随着

对虾种苗和水产品国际贸易交流增多, 对虾养殖中

WSSV和 IHHNV混合感染常有发生, 不但给它们之

间的鉴别诊断和有效防治增加困难, 也给对虾养殖

业造成了严重的经济损失
[ 3]
。

实时荧光 PCR将 PCR与荧光检测方法相结

合,具有操作简便、结果直观、敏感性高、特异性强、

重复性好等优点,已成为动物病原检测的重要方法。

目前, 国内还没有应用实时荧光 PCR同时检测对虾

WSSV和 IHHNV的研究报道。为了提高检测准确

性和检测效率,缩短检测周期, 本研究采用了二重实

时荧光 PCR技术, 建立同时检测对虾W SSV和 IH2

HNV的二重实时荧光 PCR技术, 现将结果报告如

下。

1 材料与方法

111 主要仪器与试剂  Lightcycler 210荧光定量

PCR仪 (Roche)。荧光定量 PCR试剂盒 Prem ix Ex

Taq
TM
购自 TaKaR a公司 (大连 )。质粒小量提取试

剂盒购自北京 BioDev公司。

112 质粒与阳性病料  pMD2WSSV 和 pMD2IHH2

NV阳性重组质粒由本室构建保存
[ 3]
。WSSV、IHH2

NV、对虾桃拉病毒 ( TSV)、溶血弧菌和链球菌, 均由

本实验室保存
[ 4, 5]

, 参照文献 [ 3 ]的方法进行 DNA

抽提。

113 标准阳性模板的制备  参照质粒提取试剂盒

说明,提取 pMD2WSSV和 pMD2IHHNV质粒,经紫外

分光光度计测定 D260值, 确定质粒 DNA的浓度,

将两个质粒 DNA混合稀释成终浓度都为 1 @10
10
拷

贝 /LL,并 10倍系统稀释成 1 @10) 1 @10
10
拷贝 /

LL等 10个稀释度, - 20e 保存备用。
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114 荧光定量 PCR方法的建立

11411 引物与 Taqm an探针的设计与合成  根据

GenBank中WSSV基因序列 (AF369029)和 IHHNV

基因序列 ( AF218226)中的保守片段, 采用 Primer

Express 210软件, 设计两对特异性引物和两条 Taq2

mam探针, 由 TaKaRa公司合成。

wssv1seq2415: 52GCCAGCCCCGTGAACTG23

wssv1seq2492: 52ACGTCCAACTCCGTTATCATTTC23

Ihhnv( mod ) 53F: 52AGGAGACTCAAACACCT2

TCCATCT23

Ihhnv(mod) 130R: 52TGACTGATTCTGGGTTCT2

TCGA23

Taqm am 探针 序列: W ssv1 seq2439T: 52ROX2

TCAGTGTCTTATCCCAACAAGTCCGA2ECLIPSE23

Ihhnv ( mod ) 78T: 52FAM2CAAAACCTCATCG2

GAAAGTCCTACGCTCTC2TAMRA23

11412 引物、探针以及试剂浓度的筛选  应用质粒

pMD2WSSV和 pMD2IHHNV作为检测样品,将W SSV

和 IHHNV的引物和探针终浓度在 012) 018Lmol/L

之间, 进行不同浓度的配比,筛选出能够同时检测对

虾W SSV和 IHHNV, 且对 Ct值和扩增效率影响不

大的引物和探针配比浓度;在使用的荧光定量 PCR

试剂盒中, 添加不同浓度的 MgCl2、dNTP和 Taq聚

合酶, 筛选出对实验结果较好的添加浓度,建立二重

实时荧光 PCR方法。

11413 二重实时荧光 PCR  扩增反应总体积为

20LL, 其中 Real t ime PCR Prem ix 10LL, 25mmol/L

MgC l2 0125LL, 215mmol/L dNTP 015LL, 5U /LL Taq

聚合酶 01125LL, WSSV上、下游引物及探针终浓度

都为 016Lmol/L, IHHNV上、下游引物及探针终浓

度都为 014Lmol/L,模板 2LL, 余下用灭菌 DEPC水

补足, 均匀混合,置 L ightcycler荧光定量 PCR仪上

进行自动化扩增反应。温度转换率为 20e / s, 在

每个循环的延伸结束时进行荧光信号检测。反应

程序为: 95e 预变性 20 s; 然后按 95e 变性 10s、

60e 退火延伸 30s进行 40个循环,最后于 40e 结

束反应。

115 二重实时荧光 PCR的敏感性试验与标准曲

线的建立  将质粒 pMD2WSSV 和 pMD2IHHNV混

合并 10倍系统稀释成 1 @10) 1 @10
7
拷贝 /LL的

标准品,进行二重荧光定量 PCR, 重复试验 6次,并

与本实验室已建立的普通 PCR
[ 3]
及单重单检的荧

光定量 PCR进行比较。 PCR结束后, 取 PCR反应

液用 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定产物。

116 二重实时荧光 PCR的特异性试验  加入对

虾WSSV的基因组 DNA 作模板, 同时加入针对

WSSV和 IHHNV的引物、探针进行实时荧光 PCR

检测,对仪器中的每个检测孔同时收集 FAM和

ROX两种荧光信号, 确定该方法的引物与探针在

WSSV和 IHHNV之间的特异性。用同样的方法进

行 IHHNV的二重单检特异性试验。利用本研究建

立的二重荧光定量检测方法, 对实验室保存的其他

对虾病毒如链球菌、TSV和溶血弧菌进行检测,进一

步确定对虾WSSV和 IHHNV二重实时荧光 PCR方

法的特异性。

117 重复性试验  用 1 @10
6
拷贝 /LL的 WSSV和

IHHNV混合的阳性样品,分 3个标本同时检测。通

过计算 C t值的标准差 (S )和变异系数 (CV)来验证

荧光定量 PCR的批内重复性。 3d后重复检测保存

于 - 20e 的模板 DNA,来验证模板的稳定性及荧光

定量 PCR的批间重复性。

118 二重实时荧光 PCR的干扰性试验  将对虾

WSSV和 IHHNV标准样品按不同的浓度进行组合

( 10
3
和 10

8
, 10

8
和 10

3
, 10

0
和 10

8
, 10

8
和 10

1
),分别

进行二重实时荧光 PCR和单重实时荧光 PCR检

测, 确定浓度相差较大时WSSV和 IHHNV之间的检

测是否存在相互干扰现象。

119 二重实时荧光 PCR检测临床病料  利用建

立的对虾 W SSV和 IHHNV二重实时荧光 PCR方

法, 检测实验室保存的各 15份的 WSSV和 IHHNV

病料 (经常规 PCR检测为单独W SSV或 IHHNV阳

性 )的 DNA, 检测经常规 PCR检测为单一感染的病

料是否存在混合感染,评价其临床实用性。

2 结  果

211 pMD2IHHNV质粒 DNA浓度的测定

提取的质粒 DNA经核酸蛋白仪测定, pMD2

WSSV质量浓度为 30136Lg /mL, 可换算为 117 @

10
10
拷贝 /LL; pMD2IHHNV质量浓度为 4915Lg /mL,

可换算为 3 @10
10
拷贝 /LL。

212 引物、探针浓度

不同的引物和探针终浓度配比试验结果显示,

不同的引物和探针终浓度对试验结果影响比较大,

WSSV上、下游引物及探针终浓度分别为 016Lmol/

L, IHHNV 上、下游引物及探针终浓度分别为

014Lmol/L,对质粒标准品的检测可获得较小的 Ct

值, 但获得的曲线并不表现典型的 S状
[ 6]
。在 20LL

的反应体 系中添 加 25mmol/L MgCl2 0125LL,
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215mmol/L dNTP 015LL, 5U /LL Taq 聚 合 酶

01125LL,可使检测获得较高的扩增效率, 实时扩增

曲线光滑,呈典型的 S状。

213 二重实时荧光 PCR的标准曲线及灵敏度

以 10倍系列稀释的W SSV和 IHHNV质粒混合

液 ( 1 @10
7
) 1 @10

0
拷贝 /LL)为模板进行扩增,扩

增效率分别为 96125%和 9717%, 标准误差分别为

010254和 010879。荧光定量 PCR的敏感性结果

(图 1、图 2和表 1 )。从图中的荧光曲线可见, 对

WSSV的检测 1 @10
0
拷贝 /LL仍有荧光曲线, 对

IHHNV的检测 1 @10
1
拷贝 /LL仍有荧光曲线, 表

明该检测方法对WSSV的灵敏度为 2拷贝,对 IHH2

NV的灵敏度为 20拷贝, 比常规 PCR敏感性高

100) 1000倍,重复检测的结果一致。图中低浓度

检测时,其荧光曲线梯度间隔并不明显, 但其 Ct值

与具有良好梯度间隔的单重单检的W SSV或 IHH2

NV荧光定量 PCR Ct值的变异系数并不大, 都在

3%以内。

图 1 IHHNV的敏感性试验

Fig11 Sens itiv ity of the mu ltiplex real2t ime PCR for IHHNV

11107拷贝 /LL; 21106 拷贝 /LL; 31105 拷贝 /LL; 41104 拷贝 /LL;

51103拷贝 /LL; 61102拷贝 /LL; 71101拷贝 /LL; 81100拷贝 / LL;

91空白对照

11107 cop ies /LL; 21106 cop ies /LL; 31105 cop ies /LL; 41104 cop ies /

LL; 51103 cop ies /LL; 61102 cop ies /LL; 71101 copies /LL; 81100

cop ies /LL; 91Negative contro l

214 二重实时荧光 PCR的特异性

在反应体系中, 只加入 WSSV 或 IHHNV的

DNA作为模板, 同时加入针对 WSSV和 IHHNV的

引物、探针进行实时荧光 PCR检测, 结果只得到相

应病毒的特异性荧光曲线, 证实所设计的引物探针

具有特异性。通过对感染对虾的其他病毒如链球

菌、TSV和溶血弧菌的检测 (图 3和图 4), 结果证

实, 该方法特异性强,与其他检测对象无交叉反应。

图 2 WSSV的敏感性试验

F ig12 Sens it ivity of the mu ltip lex real2time PCR forW SSV

11107 拷贝 /LL; 21106 拷贝 /LL; 31105拷贝 /LL; 41104 拷贝 /LL; 51103 拷

贝 /LL; 61102拷贝 /LL; 71101 拷贝 /LL; 81100拷贝 /LL;

91空白对照

11107 cop ies /LL; 21106 cop ies /LL; 31105 cop ies /LL; 41104 cop ies /LL;

51103 cop ies /LL; 61102 cop ies /LL; 71101 cop ies /LL; 81100

cop ies /LL; 91N egat ive con trol

表 1 W SSV 和 IHHNV不同浓度的 Ct值

Tab11 TheCt value of d ifferen t concen trat ion ofW SSV and IHHNV

样品

Samp le

浓度 Concentration ( cop ies /LL )

107 106 105 104 103 102 101 100

WSSV 22104 25166 28191 31160 32127 33182 35169 36174

IHHNV 24161 28154 31160 32188 33198 35134 36145 > 42

图 3 WSSV的特异性试验

F ig13 The specificity ofW SSV

11WSSV; 21 IHHNV; 31TSV; 41链球菌; 51弧菌; 61阴性

11WSSV; 21 IHHNV; 31TSV; 41Strep tococcu s; 51V ib rio; 61N egat ive

215 重复性试验

用 1 @10
6
拷贝 /LL的WSSV和 IHHNV混合的

阳性样品,分为 3个标本同时检测, Ct值的标准差

(S )分别为 01189和 01323, 变异系数 (CV)分别为

0170%和 1110% , 3d后重复检测保存于 - 20e 的模
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板 DNA(表 2)。结果说明此方法具有良好的准确

性和重复性。

图 4 IHHNV的特异性试验

Fig14 The specificity of IHHNV

11 IHHNV; 21W SSV; 31TSV; 41链球菌; 51弧菌; 61阴性

11 IHHNV; 21W SSV; 31TSV; 41Streptococcus; 51V ibrio; 61Negative

表 2 Rea l2t im e PCR的批间重复性

Tab12 The R eal2time PCR resu lts of 3 repet itious d etect ion s

样品

Samp le

同一模板不同检测时间的 Ct
The Ct valu e of the same samp le in d ifferent t ime

时间 T ime( d) 1 4 7 S CV

WSSV 25134 26184 26123 0153 2103%

IHHNV 27162 27111 28154 0107 2113%

216 二重实时荧光 PCR的干扰性试验

将WSSV或 IHHNV的标准品按不同的浓度进

行组合,发现当一个模板浓度较高而另一个模板浓

度较低时, 所建立的方法依然可以同时检测到

WSSV或 IHHNV,并且与 WSSV单重荧光定量 PCR

比较,检测的 Ct值的变异并不大 (表 3), 对 IHHNV

的检测结果类似。

表 3 不同浓度的 WSSV与 IHHNV的定量 PCR的 Ct值

Tab13 The Ct value of real2t ime PCR for differen t concen trat ions ofW SSV and IHHNV

WSSV和 IHHNV不同浓度组合

D ifferent con centrat ion s ofWSSV and IHHNV( copies /LL)

103 and108 108 and103 100 and108 108 and101

WSSV单重荧光 PCR Ct值

The Ct value ofWSSV real2t ime PCR
33119 18169 35174 19159

多重荧光 PCR Ct值

The Ct value ofmu lt ip lex real2time PCR
33189 19146 36168 19136

CV (% ) 1104 2102 2104 0159

217 二重实时荧光 PCR检测临床病料

对各 15份经普通 PCR检测为单一WSSV阳性

或单一 IHHNV阳性的病料进行荧光定量 PCR。结

果 15份经普通 PCR检测为单一W SSV阳性的病料

检测的拷贝数在 3134 @10
3
) 1182 @10

7
拷贝 /LL

之间, 未见有 WSSV和 IHHNV混合感染, 15份经普

通 PCR检测为单一 IHHNV阳性的病料检测的拷贝

数在 5149 @10
4
) 1116 @10

7
拷贝 /LL之间, 其中一

份为 IHHNV 和 W SSV混合感染, 拷贝数分别为

6178 @10
6
和 3134 @10

3
拷贝 /LL。

3 讨  论

实时荧光定量 PCR技术于 1996年由美国 Ap2

plied Biosystems公司推出,它是一种在 PCR反应体

系中加入荧光基团, 利用荧光信号积累实时检测整

个 PCR进程,最后通过标准曲线对未知模板进行定

量分析的方法。该技术不仅实现了对 DNA模板的

定量, 而且具有灵敏度高、特异性强、准确可靠、能实

现多重反应、自动化程度高、无污染、实时性好等特

点
[ 7]
。在实验室检测中, 当样品量非常大时, 单重

荧光 PCR在成本和时间方面就存在一定的劣势, 迫

切需要一种高通量、低成本、高效率的方法来进行批

量的快速检测。采用多对引物扩增检测多个模板的

多重荧光 PCR, 克服了单重荧光 PCR的不足。但是

建立一个多重荧光 PCR方法比单重的要复杂得多:

第一,对引物的要求更高。需要保证各个引物之间

没有干扰,有相近的退火温度,不会产生非特异性扩

增。第二,对试剂的要求更高。由于多重荧光 PCR

多对引物对试剂的竞争, 进行多重荧光 PCR时, 试

剂反应浓度的合适范围更窄, 需要对试剂浓度的配

比进行更仔细的探索。第三, 需要保证不同探针所

标记的荧光基团间无相互干扰,使用的荧光 PCR仪

有相应的多个检测通道
[ 8]
。

本研究通过进行WSSV和 IHHNV的二重实时

荧光 PCR检测, 筛选出了 WSSV和 IHHNV的最佳

引物和探针的浓度组合, 但获得的曲线并不表现典

型的 S状,通过在反应体系中添加 MgCl2、dNTP和

Taq聚合酶适量, 可使检测获得较高的扩增效率, 实
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时扩增曲线光滑呈典型的 S状, 说明 MgC l2、dNTP

和 Taq聚合酶的浓度对扩增效率的影响非常重要。

本研究采用具有多个激光通道的 LightCy2

cler210荧光 PCR仪, 在同一反应管内, 由两对 PCR

特异性引物对W SSV和 IHHNV进行扩增检测反应,

同时收集代表W SSV和 IHHNV的荧光信号,从而建

立了能够同时检测 WSSV和 IHHNV的多重实时荧

光 PCR方法,实现了一管二检的目的, 并且 PCR反

应只需要约 30m in的时间, 大大提高了检测速度。

另外, 根据特异性荧光曲线的域值,可以估算样品中

相应病毒的含量。

低浓度检测时,所建立的二重实时荧光 PCR的

荧光曲线梯度间隔并不明显,本试验对试剂及引物

浓度进行优化也未能消除这个现象, 推测其可能原

因是由于两个模板对试剂的竞争而相互影响造成

的。但所建立的二重实时荧光 PCR的 Ct值, 与具

有良好梯度间隔的单重单检的WSSV或 IHHNV荧

光定量 PCR C t值的变异系数并不大 ( 3%以内 ),因

此并不影响对WSSV和 IHHNV的检测。

WSSV和 IHHNV在临床上经常出现混合感

染
[ 3]

,两种病毒的含量可能会相差较大。因此, 本

研究将 WSSV和 IHHNV的模板浓度进行调整、组

合,从而探讨高浓度模板对低浓度模板是否存在干

扰现象。结果发现, 一个模板浓度较高而另一个模

板浓度较低时,所建立的方法依然可以同时检测到

WSSV或 IHHNV, 并且与单重的荧光定量 PCR比

较, Ct值的变异系数并不大, 表明高浓度的模板对

低浓度模板的扩增检测干扰不明显。在对虾的 30

份临床样品的检测中,有一份为WSSV和 IHHNV的

混合感染,而常规 PCR并未能检出, 说明二重实时

荧光 PCR能检测以潜伏感染的形式存在、病毒量很

低的病毒,因此二重实时荧光 PCR方法的建立, 对

于W SSV和 IHHNV的有效防治和培育出具有自主

知识产权的 SPF亲虾群具有很高的实用价值。

参考文献:

[ 1 ]  Le iZ W, H uang J, K ouY T, et al. Review on research ofmolecu2

lar ep idem iology ofwh ite spot syndrome (W SS) in p rawn [ J ].

Journa l of F isherv Sciences of China, 2002, 9( 3 ): 260) 2641 [雷

质文,黄倢,寇运同,等.对虾白斑综合症 (WSS)的分子流行

病学研究进展.中国水产科学, 2002, 9( 3 ): 260) 2641]

[ 2 ]  BellT A, L igh tner D V. IHHN viru s: In fectiv ity and p athogencity

stud ies inP enaeu s stylirostris andP enaeu svannamei[ J]. Aquacu l2

ture, 1984, 38: 185) 194

[ 3 ]  X ie Z X, PangY S, L iu J B, et a l. Stud ies on developmen t of two2

temperatu re mu lt iplex PCR for W SSV and IHHNV [ J ]. Marin e

Science, 2005, 29( 12): 9) 12 [谢芝勋,庞耀珊,刘加波,等.二

温式多重 PCR检测鉴别对虾白斑综合症病毒 (WSSV )和传

染性皮下及造血器官坏死病毒 ( IHHNV)的研究与应用.海洋

科学, 2005, 29( 12 ): 9) 12]

[ 4 ]  PangY S, X ie Z X, X ie Z Q, et al. Developmen t and app lification

of two2temp erature PCR for the detect ion of wh ite spot synd rome

virus in pen aeid shrimp [ J]. Ch in ese Journal of VeterinaryMed i2

cine, 2003, 4: 43) 45 [庞耀珊, 谢芝勋, 谢志勤, 等. 二温式

PCR检测对虾白斑综合征病毒.中国兽医杂志, 2003, 4: 43)

45 ]

[ 5 ] PangY S, Xie Z X, H e JM. Two2temperatu re reverse transcrip tion

polymerase chain react ion ( RT2PCR ) for the detection of taura

syndrome virus inP enaeu s vannamei [ J].Marin eSciences, 2004,

2: 54) 57[庞耀珊,谢芝勋,何竞铭,等.二温式 RT2PCR检测

对虾 Tau ra综合征病毒的研究.海洋科学, 2004, 2: 54) 57 ]

[ 6 ]  Pal lad ino S, K ay I D, Flexman JP, et a l. Rap id detection of vanA

and vanB genes d irect ly from clin ical sp ecimens and en richment

broths by real2t ime mu lt ip lex PCR assay [ J ]. J Clin M icrobiol,

2003, 41( 6): 2483) 2486

[ 7 ]  ZhangH, L i B, Zhou X, et a l. Progress and appl icat ion of real2

t ime fluorescen t quan titat ive polymerase chain react ion [ J]. P ro2

gress in VeterinaryMed icin e, 2006, 27 ( Supp.l ): 5) 12 [张贺,李

波,周虚,等.实时荧光定量 PCR技术研究进展及应用.动物

医学进展, 2006, 27(增刊 ): 5) 12]

[ 8 ]  T ichopad A, D ilger M, Schwarz G, et a l. Standard ized determ ina2

t ion of real2time PCR efficiency from a s ingle react ion set2up

[ J].N ucleic AcidsRes, 2003, 31 ( 20): 122) 122



1期 谢芝勋等: WSSV和 IHHNV二重实时荧光 PCR检测方法的建立 27   

DEVELOPMENT OF A MULTIPLEX REAL2T IM E PCR ASSAY FOR DETECT ION OF

W SSV AND IHHNV

XIE Zh i2Xun1, XIE Li2Ji1, PANG Yao2Shan1, LU Zhao2Fa2, X IE Zhi2Q in1, SUN Jian2H ua1,

DENG X ian2Wen1, LIU Jia2Bo1 and TANG X iao2Fei1

( 11Guangx i Veterinary Research In stitute, Nanning  530001; 21Guangxi Bureau of F ishery and An imalHusbandry, Nann ing 530022)

Abstract:White spot syndrome virus (WSSV ) and Infect ious hypodermal and haematopoietic necros is virus ( IHHNV) are

respons ible for significant econom ic loss in the shrmi p industry1 In order to smi ultaneously and massively identifyWSSV

and IHHNV, two pairs of prmi ers and two TaqMan probeswere des igned and synthesized according to the conserved gene

sequences ofWSSV ( AF369029) and IHHNV ( AF218226) in GenBank1The reaction parameters such as the concentra2

t ion of two pair of prmi ers, twoTaqMan probes and the react ion buffer were optmi ized to develop amultiplex real2tmi e PCR

assay for the rapid detection ofWSSV and IHHNV1Themultiplex real2tmi e PCR assaywas found to be specific and be able

to detect and d ifferentiateWSSV and IHHNV, and no pos itive resu lts were observed when nucleic ac id from Vibrio, Taura

SyndromeV irus and Streptococcuswere used asmult iplex real2tmi e PCR templates1The developed mult iplex real2tmi e PCR

assaywas compared with that of routine PCR1The sensitiv ity ofmultiplex real2tmi e PCR assaywas 2 and 20 template cop2

ies forWSSV and IHHNV respectively, and its sens itiv ity was 103 and 102 tmi es h igher than that of the rout ine PCR1The

sampleswere exam ined us ing themultiplex real2tmi e PCR repeatedly and the results indicated that themultiplex rea l2tmi e

PCR was reproducible1Different concentrations ofWSSV and IHHNV could be ident ified when mixed together, which mi 2

plied the assay could be applied to clin ical confirmat ion for smi ultaneous infection ofWSSV and IHHNV1Themult iplex re2

al2tmi e PCR results of 30 routine PCR pos itive samples showed that one specific amplified curve was displayed when

shrmi p was infected by only one of these two viral pathogens, whereas two specific amplified curves were displayed when

shrmi p was infected by two viral pathogens1The resu lt ind icated thatmult iplex real2tmi e PCR was able to detect and d iffer2

ent iate the presence of each pathogen in infected clinical shrmi p1Thismultiplex real2tmi e PCR assay is a quick, sens itive,

specific and quantitat ive tool for detect ion ofWSSV and IHHNV, and itw ill be useful for the controlofWSS and IHHN in

shrmi p1

K ey words:WSSV; IHHNV; Mu ltiplex real2tmi e PCR


