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  )مقاله کوتاه(

   بیماری سپتی سمی هموراژیک ویروسی  احتمالبررسی
 (Viral Haemorrhagic Septicaemia) VHS  در تعدادی از مراکز 

  هیستو پاتولوژیکیتکثیر و پرورش ماهیان قزل آلای ایران با روش
  )PCR(لیوملکزمایش آو

  3مژگان بنده پوردکتر  ،2دکتر بهرام کاظمی  ،*1دکتر عادل حقیقی خیابانیان اصل

  

  چکیده
عیت آلودگی مراکز تکثیر و پرورش قزل آلای رنگین کمان          وضبه منظور بررسی    

 (VHS)به ویروس عامل بیماری سپتی سمی هموراژیک ویروسی       ) ایران(کشور  
. کـشور نمونـه گیـری بعمـل آمـد         از تعدادی مراکز تکثیر و پرورش قـزل آلای          

، قلـب، روده و     حـال، کبـد، آبـشش     یه، ط های کل  های اخذ شده شامل بافت     نمونه
های هدف یـاد شـده بـرای       پانکراس بوده که پس از کالبدگشایی ماهیان از بافت        

برداری گردید که پـس       و پاتولوژی نمونه   PCR) یملکول(هر دو روش آزمایشی     
 مرکـز مـورد مطالعـه بـه         100های   از مقایسه نتایج حاصله از مجموعه کل نمونه       

بت و بقیه منفی بود و در روش پاتولوژی نیز از مجموع             مورد مث  PCR 10روش  
 مـورد نمونـه دارای علایـم تیپیـک          15 مرکز مورد مطالعه تعـداد       100کل نمونه   
نتایج ایـن   . یک تشخیص داده شد   ون بوده و بقیه فاقد علایم پاتوگنوم      یپاتولوژیک

 و   در برخی از مراکز تکثیر     VHSمطالعه حاکی از پراکنش ویروس عامل بیماری        
ای ایـن بررسـی      مزارع پرورش قزل آلای کشور بوده و با توجه به نتایج مقایـسه            

ناپذیر  و کنترل و پیشگیری بیماری اجتناب    لزوم سیاست گذاری نظارت بهداشتی      
با توجه به محاسن و اختصاصات ویـژه هـر کـدام            در نهایت نتیجه اینکه،      .است

ای ایـن دو تکنیـک       ایسههای تشخیصی در این بررسی و مطالعه مق        یک از روش  
 بسیار مناسبی برای ادامۀ مطالعـات   هدف (VHS)تشخیصی در بیماری ویروسی     

و جداسازی ویروس عامـل بیمـاری و تعیـین          ) بیماریزایی(بر روی پاتوژنیسیتی    
  .باشد درجه حدّت آن برای اولین بار در ایران می

دو  آر پـی سـی   ، پـاتولوژی ،سپتی سمی هموراژیـک ویروسـی   :کلیدیگان واژ
   ایران، قزل آلای رنگین کمان،ای مرحله

  
  مقدمه

طبق مطالعات صورت گرفته بیماری سپتی سمی هموراژیک 
  رورش ـزارع پـده مـ یکی از مشکلات عم(VHS)روسی ـوی
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The study on probable of the viral haemorrhagic 
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To investigate of the contamination of rainbow trout 
propagation and breeding centers in Iran to viral 
haemorrhagic septicemia (VHS tissue samples from liver, 
kidney, spleen, bronchia, heart, intestine, and pancreas of 
affected rainbow trout were taken and prepared for both 
molecular and pathological techniques. Comparison of 
results showed 15 out of 100 examined samples with the 
pathology method and 10 out of 100 examined samples 
with the PCR are positive and the remains are negative 
with no pathognomonic signs. The obtained results shows 
that some rainbow trout hatcheries are contaminated in 
different regions of country, therefore, a definition of 
prevention, control program and eradication criteria is 
essential to protect the unaffected areas in the country. The 
results of this study revealed the high morbidity of VHS 
virus in some centers of rainbow trout propagation and 
breeding in the country. In concluding two diagnostic 
methods, of this study are very useful for virus isolation 
and it is reported for the first time in Iran.        
Keywords: Viral haemorrhagic septicemia, Pathology, 
Nested-PCR, Rainbow trout, Iran   
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های اخیر مواردی   در سال.)3(باشد قزل آلا در اروپا می
ن نیز مشاهده ای در مزارع پرورشی ایرمشکوک به این بیمار

  .)4(شده است
ــاری  ــتلا    VHSبیم ــرواری را مب ــان پ ــط ماهی ــولاً فق  معم

قزل آلای رنگین کمان نسبت به این بیماری        . )10و3(کند می
ای نسبت به    بسیار حساس است در حالی که قزل آلای قهوه        

 در آزادماهیــان VHSاخیــراً بیمـاری   .باشـد  آن مقـاومتر مــی 
  اقیانوس آرام و نیز در مزارع دریایی پرورش ماهی        پرورشی  

 سـانتی  5ماهیان مبتلا عموماً بیش از  .نیز گزارش شده است
متر طول دارند و مهمترین نشانۀ آن تلفات سنگین است کـه            

. )10و6(باشـد  معمولاً بـا خـونریزی در پوسـت همـراه مـی           
ماهیان بسیار حساس به شدت تیره می شوند و بـه سـرعت             

هـای   آبشش این ماهیان رنگ پریـده اسـت و لکّـه          . دمیرن می
ممکن اسـت در اطـراف      . دهد خونریزی قرمزی را نشان می    

در کالبدگـشایی   . شـود  هایی مشاهده مـی    چشم نیز خونریزی  
های بدن، روی غـدد      های بزرگ خون در چربی     معمولاً لخته 

کبـد بـسیار رنـگ      . شـود  ها دیده می   تناسلی و درون ماهیچه   
تـر و بـه    شود و کلیه نـازک  دودی زرد رنگ می پریده و تا ح   

از تلفـات اولیـه در یـک        پـس   . آیـد  رنگ قرمز روشن درمی   
 بیمـاری    گیری که نشان دهندۀ حالت حاد بیماری است،        همه

 تلفـات کـاهش      در ایـن حالـت،    . آیـد  به شکل مزمن درمـی    
ــری   مــی ــاهی پــس از گذشــت مــدت طــولانی ت ــد و م یاب
کل، ماهی کاملاً تیره به نظـر       در این ش  ). 12 و 11،  1(میرد می
این ماهیان  . دهد ها را نشان می    رسد و بیرون زدگی چشم     می

کـه   به واسطه خونریزی شدید داخلی بسیار کم خون هستند        
. ها و کبد به خوبی مشخص است این حالت بویژه در آبشش 

کیسه شنا و کلیه ممکن است بزرگ شـده یـا تمـام محوطـه        
هـا حالـت ادم بـه        ایـن مـاهی   شکمی از مایعات پُر شود در       

های  ی، نشانه گیر با پایان گرفتن همه    .گردد خوبی مشاهده می  
، )فاز تأخیری  ().11و2 (شود عصبی در ماهیان مبتلا آغاز می     

. وار دارند  خورند و حرکات معلق    ماهیان مبتلا پیچ و تاب می     

هـای داخلـی آزادماهیـان       وجود خونریزی در سرتاسر انـدام     
 VHSبــرای امکــان وجــود بیمــاری همیــشه زنــگ خطــری 

شیوع بیماری زمانی رخ می دهد که درجۀ حرارت         . باشد می
 C   ْ 14 تـا    C ْ 4(تـرین سـطح خـود قـرار دارد           آب در پایین  
 دریایی  اعتقاد بر این است که استفاده از ماهیان       ) سانتی گراد 

های غذایی تر و تازه سـبب انتقـال          آلوده به بیماری در جیره    
 و ایـن ماهیـان نبایـد مـورد اسـتفاده قـرار               گردد بیماری می 

اهی اوقات وجود بیماری در بچه ماهیـان انگـشت           گ .گیرند
 ولی عفونـت معمـولاً در        قد در تابستان گزارش شده است،     

 درجه سانتی گـراد حالـت مخفـی و نهفتـه            8دمای بالاتر از    
در این حالت، وقتی دمای آب پایین بیفتـد یـا ماهیـان             . دارد

بیماری دوبـاره   . اشی از دستکاری قرار گیرند    تحت استرس ن  
  .)10(شود گیر می همه

  
  مواد و روش کار

در . مـی باشـد   % 10بهترین پایدارکننده بافتی فرمالین سـالین     
گیری بافتی احتیاج    ها، قبل از قالب    مرحله آماده نمودن بافت   

به آبگیری و سپس شفاف شدن دارد ، بطوریکه در یکـسری            
تا الکل مطلق انجـام      % 70ت تزایدی از  الکل اتیلیک با درجا   

حـداکثر  (ای باقی بمانند     ها بایستی به اندازه    گیرد و نمونه   می
که برای اشباع شدن کامل لازم است و نگهداری         ) دو ساعت 

ها با درجه بـالا سـبب چروکیـدگی و           طولانی مدت در الکل   
شــود و مراحــل فــوق توســط دســتگاه   ســختی بافــت مــی

گیـرد و ایـن       گردش بافت انجـام مـی      اتوتکنیکون یا دستگاه  
دســتگاه شــامل بــشرهای الکــل اتیلیــک و ســبدهای فلــزی 

و قبل از شروع کار دستگاه، تنظیم زمان کار دستگاه  باشد می
 سـاعت   24 تا   20گیرد و معمولا بین    توسط کاربر صورت می   

در مرحله اشباع بـافتی بـه       . شود ها در آن قرار داده می      نمونه
ای اسـت کـه نمونـه        مل بافـت بـا مـاده      معنی اشباع شدن کا   

گیری شود و در عمل خارج سـاختن         بایست در آن قالب    می
  نـا پارافیـو جایگزینی آن ب) زیللـگ(ده ـاف کننـل شفـعام
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 درجــه 60 تــا 55بهتــرین دمــای پــارافین بــین . باشــد مــی
بعد از آماده شـدن نمونـه هـا بهتـر اسـت             . گراد است  سانتی

خچال نگهداری شـوند و بعـد        ساعت در داخل ی    24بمدت  
 میکرون انجام شده و     6-5برش بافتی با میکروتوم به اندازه       

مقـاطع  )  درجه45بن ماری   (پس از قرار دادن در حمام گرم        
روش اسـتاندارد    .شـود  بریده شده بر روی لام قرار داده مـی        

آمیـزی هماتوکـسیلین،     هـا، روش رنـگ     آمیزی لام  برای رنگ 
هایت چسباندن لامل بـر روی لام یـا         و در ن  . باشد ائوزین می 

 .گیرد عمل مونته کردن توسط چسب کانادا بالزام صورت می        
آمیـزی هماتوکـسیلین، ائـوزین هـسته         معمولا در پایان رنگ   

سلولها به رنگ آبی و سیتوپلاسـم آنهـا بـه رنـگ قرمـز یـا                 
 ).9(باشد صورتی قابل مشاهده می

  
Nested- PCR  

ه بـه آزمایـشگاه مرکـز       از نمونه بافت مشکوک ارسـال شـد       
تحقیقات بیولوژی سلولی مولکولی شهید بهـشتی اسـتخراج         

DNA     ویروس عامل بیماری VHS      که از گروه ویروس تک 
به روش  باشد   ای غیرسیگمانته خانواده رابدوویریده می     رشته

 µg 1 100u باRT-PCRابتدا واکنش  .فنل کلروفرم انجام شد

, RNA  آنزیمmMULV، 0.1mM  dNTP ،10pmol پرایمر  
 cDNA درجــه انجــام و 42در دمـای  RT-PCR  بـافر 1Xو 

ی ـررس ــ تکثیـر و مـورد ب      Nested-PCRحاصل در واکنش    
 ـر دو مرحله    ه در   PCRواکنش   .)8(تفرار گر ق  بـافر   1Xا  ب

PCR، 0.1mM  dNTP ،1.5mM Mgcl2 ،  µg 1 DNA ،
20pmol  1 پرایمر اختـصاصی ژن وunit  آنـزیم Taq DNA 

polymerase     میکرولیتری انجام گرفت   30در واکنش نهایی . 
 درجـه در    annealing 63 سیکل با دمای     30 در   PCRبرنامه  
PCR    درجه در    56 اول و PCR   در نهایت   . دوم انجام گرفت 

 درصد در دسـتگاه     2پس از الکتروفورز بر روی ژل آگاروز        
فای   مربوط به آمپلیDNAژل داکیومنتیشن، حرکت باندهای   

ــورد ــتگاه  شــدن ژن م ــروس توســط دس ــوم وی ــر از ژن  نظ

(Transiluminiotor u.v.)  نـانومتر  320 با طول مـوج (nm) 
  . )5(مشاهده و عکسبرداری گردید

  
  برداری نمونه

 مزرعـه   100 از تعـداد     85 لغایت پاییز سال     83از پاییز سال    
 استان مهم آبـزی پـرور       10پرورش ماهیان سردآبی واقع در      

ای لازم بـرای هـر دو روش        ه ـ کشور نسبت به اخـذ نمونـه      
آزمـــایش تشخیـــصی شـــامل ماهیـــان در حـــال تلفـــات 

(Moribund)           و دارای علایم بالینی تیپیک و یا موارد تلفـات 
بـرای  .  اقـدام گردیـد    مـشخص موردی بدون علایـم بـالینی       

و برای  % 10های پاتولوژی از فیکساتیو فرمالین سالین        نمونه
.  اسـتفاده گردیـد    %20 از فیکـساتیو اتـانول       PCRهای   نمونه
های پاتولوژی طبق روش اسـتاندارد هیـستوتکنیک در          نمونه

 (H&E)آمیـزی   گیـری قـرار گرفتـه و بـا رنـگ           پروسۀ مقطع 
نیـز حـاوی    % 20هـای اتـانول      سـازی گردیـد و نمونـه       آماده
) مولکـولی (های هـدف بـه آزمایـشگاه بیوتکنولـوژی           بافت

رار های هـدف مـورد آزمـایش ق ـ    عمده بافت .ارسال گردید
قلب، آبـشش، روده و        کبد،    گرفته شامل کلیه قدامی، طحال،    

علایـم هیـستوپاتولوژیکی مهـم      . باشد پانکراس و عضله می   
هـای خونـساز مثـل کلیـه، نکـروز و            شامل نکروز در انـدام    

های شدید و عمقـی      تخریب سلولی در پانکراس، خونریزی    
های سروزی کیسه شنا، قلـب و کبـد بـه            در عضلات، بافت  

هـای حفـره     روی اندام ) پتشی(ای   های نقطه  اه خونریزی همر
شکمی و نیز هیپرتروفی کلیه و کیـسه شـنا و ادم شـدید در               

 از جملـه علایـم مهـم کلینیکـی و           ).10(باشد ها می  این اندام 
  هـای شـدید کبـدی،      بالینی هم شامل تورم کلیـه، خـونریزی       

هـا، آمـاس     اگزوفتالمی، پتشی سرتاسری، کم خونی آبـشش      
هـای    خـونریزی   ،)آسـیت (خونی دهانی، ادم ناحیه شـکمی       

ای بر روی بافت چربـی احـشایی، خـونریزی اطـراف             نقطه
 تیرگــی کلــی رنــگ بــدن  وهــای جلــدی هــا، زخــم چــشم

 . )10(باشد می
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  نتایج
  مرکز تکثیر و پرورش ماهی با علایم بـالینی و          100از تعداد   

لوژی وآزمایـشات   در حال تلف شدن نمونه ها از نظـر پـاتو          
 بـا   .)1 و نمـودار   1جدول(مولکولی مورد بررسی قرار گرفتند    

بانـد  %  2 روی آگـاروز     PCRتوجه به الکتروفورز محصول     
566 bp        مربوط به ژن گلیکوپروتئین ویروس  IHN باشد  می 

هـای پارانـشیماتوز     همچنـین در مطالعـات بافـت      ). 2نگاره(
بخـــصوص کلیـــه، توســـط رنـــگ آمیـــزی بـــا تکنیـــک 

ونوپراکــسیداز اســی، ویــروس لوکــالیزه شــده در بافــت  ایم
و در مقطـع    ) 1نگـاره (باشـد    هماتوپوئتیک کلیه مشخص می   

نکـروز شـدید سـلولی بـه همـراه           کی کلیه، ژی   هیستو پاتولو 
مــشاهده ) کاریورکتیــک(تکــه شــده   هــای تکــه  هــسته

هـای   در بررسـی   .))(H&Eآمیـزی    رنـگ ( )4نگـاره (گردد می
یز عمدتا علائم تیپیـک خـونریزی در        بالینی و کالبد گشائی ن    

کیسه شنا و چربیهای احشائی در اثـر عفونـت سـپتی سـمی         
  .)3نگاره(باشد خونریزی دهنده ویروسی قابل مشاهده می

  
   نتایج نمونه ها و درصد آلودگی آنها-1جدول 

  PCR  پاتولوژی

ف
ردی

  

  استان

سی
برر

ت 
 تح

اکز
مر

ی   
دارا

ی 
 ها
ونه

نم
لایم

ع
  

ی 
 ها

ونه
 نم
صد

در دا
لایم

ی ع
را

سی  
برر

ت 
 تح

اکز
مر

 

بت
ی مث

 ها
ونه

نم
در   

ی 
ودگ

د آل
رص

د
اکز

 مر
طح

س
  

  %4  1 25  %8  2  25  مازندران  1
  %1/11  1  9  %2/22  2  9  گیلان  2
  %6/16  1  6  %50  3  6  اردبیل  3
  %0  -  8  %0  -  8  لرستان  4
  %50  2  4  %50  2  4  مرکزی  5
  %3/33  2  6  %3/33  2  6  خراسان شمالی  6
  %30  3  10  %30  3  10  کردستان  7
  کهگیلویه  8

  و بویراحمد
12  1  3/8%  12  -  0%   

  %0  -  8  %0  -  8  آذربایجان غربی  9
  %0  -  12  %0  -  12  اصفهان  10

  5/14  10  100  18/20  15  100  میانگین درصد موارد مثبت

  
   مرکز بررسی شده در کشور100 نتایج مثبت و منفی -2جدول                                                                                                      

  نتایج  مثبت  منفی  درصد احتمال بیماری
  پاتولوژی  15  85  15
10  90  10  PCR 

 علایم بالینی   18  82  18

  
  
  مقطع هسیتوپاتولوژیکی کلیه، رنگ آمیزی توسط تکنیک ایمونوپراکسیداز اسی  -1نگاره   
  )فلش.(ر بافت هماتوپوئتیک کلیه استددهنده ویروس لوکالیزه شده که نشان             
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   توزیع آلودگی و مقایسه روشهای تشخیصی-1نمودار                                  2  ستون ،%2 روی آگاروز PCR الکتروفورز محصول -2نگاره 
   مربوط به ژن گلیکوپروتئین ویروس را نشان میدهدPCR محصول

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 با علائم تیپیک خونریزی در کیسه شنا آلودهکالبدگشائی ماهی  -3نگاره 
  دهنده ویروسی سمی خونریزی چربیهای احشائی در اثر بیماری سپتی و 

  

  
  

  
  
  
  
  

  راهولی به همنکروز شدید سل،  کلیهیکیژ   پاتولو مقطع هیستو-4نگاره 
  ))(H&Eرنگ آمیزی (، )رکتیککاریو(های تکه تکه شده  هسته

  بحث
از این مطالعه بیانگر آلـودگی و احتمـالاً بـروز           نتایج حاصل   

 در برخی از مزارع پـرورش قـزل آلای ایـران            VHSبیماری  
 مرکز بررسی شـده بـه       100های   از تعداد کل نمونه   . باشد می

 مـورد دارای علایـم      15پاتولوژیکی، تعـداد    روش تشخیص   
 بــا متــد Nested-PCRتیپیــک تشخیــصی بــوده و بــا روش 
 مـورد   10، تعـداد    VHSطراحی پرایمر اختـصاصی بیمـاری       

با توجه بـه مقایـسه نتـایج مثبـت هـر دو              .مثبت بدست آمد  

مطالعه انجـام گرفتـه عـلاوه بـر ایـن کـه تأییـد تشخیـصی                 
قـوتی  باشند، نقطـۀ   ای نسبت به همدیگر می  بصورت مقایسه 

البتـه در کنـار روش   . باشـد  در امر تشخیص نهـایی نیـز مـی      
تـری همچـون     تشخیص پاتولوژیکی روش دقیق و حـساس      

PCR های بالینی بـا     تواند بسیار ارزشمند باشد و نیز یافته        می
بینی بروز تلفات قابل توجه در برخی از مزارع پرورشی         پیش
 تقویـت   تـر را   های پایین  برداری شده در درجه حرارت     نمونه
 بــرای رســیدن بــه ایــن اهــداف  ابــداع روشــهای .کنــد مــی

دياگرام توزيع آلودگي و مقايسه نتايج روش هاي تشخيصي
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 از  PCRاختصاصی و حساس برای تشخیص بیماری ماننـد         
بـا توجـه بـه اینکـه        ). 7 (ای برخـوردار اسـت     اهمیت ویـژه  

و  یایمونوهیـستوشیم و ی نظیـر الایـزا   یـص خهـای تش  روش
کـاربرد   (VHS)فلورسنت آنتی بادی درخشان برای بیماری       

  های های متقاطع بین ویروس  لحاظ بروز واکنشولی بهدارد 
بروز خطا در  الـ احتم ، VHSاری ـولد بیم ـل م ـا عام ـدیگر ب 

 لذا یـک روش تـشخیص        تفسیر این آزمایش ها وجود دارد،     
ها   جهت مقایسۀ نتایج روش     ،PCRتر مثل    حساس و مطمئن  

و ایجاد آزمایشگاه ویـروس شناسـی جهـت          مورد نیاز است  
ریزایی و جداسازی ویروس عامـل مولـد جهـت          مطالعه بیما 

تأیید قطعـی بیمـاری الزامـی اسـت تـا اولاً ویـروس عامـل            
 درجـه حـدت آن مطالعـه        و ثانیـاً  بیماری جداسازی گردیده    

البته مشخص نمودن مقدار و حدت این آنتـی          .)7 و 4 (شود
ای مثـل طـول دوره       به عوامـل عمـده    ) پاتوژن(ژن ویروسی   

قاومـت ایمنـی بـدن مـاهی، عوامـل       کمون بیماری، مقـدار م    
جانبی استرس زا و عوامل محیطی در ارتباط با فـصل، دمـا،             

رعایـت   .باشـد   و نوسانات استرسی وابسته مـی      pHتغییرات  
 و کنترلی بیمـاری در مراکـز تکثیـر و           یدقیق ضوابط بهداشت  

ــرورش و  ــدیریت  پ ــال م ــا اعم ــز ب ــه  نی ــای قرنطین ای و  ه
 یا دارای رفتارهای غیرعادی     های ناسالم و   سازی ماهی  ایزوله

از نوع سالم در جلـوگیری از شـکل گـرفتن کـانون حـاد و                
ای  البته یکی از دلایل عمده  . شدید بیماری نقش بسزایی دارد    

تواند عدم بـروز بیمـاری و تظـاهرات بـالینی در ایـن         که می 
مراکز را توجیه نماید، کم حدت بودن سویه ویروسی آلـوده           

 ژنوم ویروس عامل بیماری PCR روش با .باشد کننده نیز می
  شناسایی می شود و در صورتی که ویروس در مراحل اولیه

تکثیر باشد و یا حتی اگـر در اثـر ضـایعه سـلولی، تخریـب                
ن وجـود   آ  صورت گرفته باشد، امکـان شناسـایی       سلولی نیز 

البته این امکان نیز وجود دارد که ویـروس هـای بـاقی              دارد
رای تکثیر در اختیار نداشته باشند و       مانده، سلول های سالم ب    

در اثر آنزیم های موجود تخریب شوند و ژنوم آن نیز توسط 

در محیط از بین رفته و       موجود   DNase و   RNaseهای   آنزیم
بطور کلی نتایج  .)7 و4( قابل شناسایی نباشدPCRدر تست 

 و تشخیص پـاتولوژیکی     PCRبدست آمده در هر دو روش       
 مـورد    مراکـز   نمونه 100د و از تعداد     نشبا قابل همخوانی می  

 مورد از آنها علایـم کلینیکـی منتـسب بـه           18 تعداد   ،بررسی
VHS      مـورد نمونـه مثبـت بـا تـشخیص         15 داشته و تعـداد 

 مورد نمونـه مثبـت بـه روش         10علایم پاتولوژیکی و تعداد     
PCR    در مزارع پرورش     بطور کلی  . تشخیص داده شده است

 بیماری ویروسی سپتی    حتمال وجود اایران  آلای  ماهیان قزل   
 و PCRو دو روش داشـته   خـونریزی دهنـده وجـود    سمی

 و بـا یکـدیگر      بـوده پاتولوژی برای تشخیص بیماری مفیـد       
   .)8(همخوانی دارند
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