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در تشخيص  Multiplex-PCRمقايسه دو روش هيستوپاتولوژي و 

مزارع پرورشي  در تعدادي از( Yersinia ruckeri) بيماري يرسينيوز

 آلاي كشور ماهيان قزل
 3يبهرام كاظم ،2ي، محمدرضا روزبهان 1*اصل انيابانيخ يقيعادل حق

 

 دهيچک

 (Enteric red mouth disease) يا دهان قرمز روده يماريعامل ب يا راکرينيرسي

و  يپرور يبه صنعت آبز يان است که سالانه موجب خسارات هنگفتيآبز

 يع و اقدام موثر براي، سريص قطعيتشخ .گردد يجهان م وران يا در يکشاورز

ع يار سريآلا بس وع شان در مراکز پرورش قزليوز که شينيرسيمانند  ييها يماريب

سه دو روش يق مقاين تحقيدف از اه. تبرخوردار اس يا ژهيت وياست، از اهم

بيماري يرسينوز يا ص يدر تشخ  Multiplex- PCR هيستوپاتولوژي و يصيتشخ

 .ران استيآلا در ا قزل يدر ماه  (ERM)اي بيماري دهان قرمز روده

 مورد استفاده در هر واکنش PCR  ،DNAبر  يشات مبتنين مطالعه در آزمايدر ا

PCR  محصول استخراج و  يماريمشکوک به ب يآلا قزل يها يز بافت ماها

، از يش پاتولوژيدر پا. ديردگ ت ياده از ژل الکتروفورز روئ، با استفPCRواکنش

 سالين% 01ن يکس شده در محلول فرماليفمرگ ا در حال يزنده  يها يبافت ماه

له  يت و بوسيتثب نيپاراف يها ها در قالب نمونهسپس . استفاده شده است

 يدهاياسلا .متر برش داده شدنديليم 5-7به ضخامت  تال يجيد يها تومکرويم

قرار  يسرو مورد بر هشد يزيآم رنگ ئوزينن ـ اهماتوکسيليله يآماده شده بوس

   .گرفتند

 يسم يل  سپتياز قب باليني مشخصنمونه مشکوک که علائم  01ق ين تحقيدر ا

و مقعد از خود در اطراف دهان  يسطح يزيو وخونر يداخل يها حاد در بافت

بر طبق نتايج ش قرار گرفتند که ياد شده مورد ازماي يها کيدادند، با تکن يبروز م

هاي منفي تنها قطعه مربوط به ژن ميزبان  به عنوان  آزمايشات مولکولي، در نمونه

که خود اين مسئله صحت انجام آزمايش ت، تکثير شده اس PCRکنترل واکنش 

 هاي ژني ميزبان و هاي مثبت، توالي در مقابل در نمونه نمايد، مولکولي را تاييد مي

اند که بيان کننده تشخيص  همچنين پاتوژن يرسينيا هر دو آمپلي فاي و تکثير شده

در  PCRنمونه مورد آزمايش به روش  01از مجموع . باشد عامل پاتوژن مي

مورد، منفي گزارش شد در مقابل در آزمايشات  01مورد مثبت و  0مجموع 

شناسي  مورد مثبت و داراي علايم آسيب 5هاي مذکور  يستوپاتولوژي از نمونهه

گونه علايم  مورد، منفي و بدون هيچ 05 تيپيک و مشخص بيماري يرسينيوز و

 .ه بيماري گزارش شدبمنتسب 
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 مقدمه
بدون  يها يو از باکتر يگرم منف يلي، کوکوباسيا راکرينيرسي

باشد که اغلب تاژکدار  يمEnterobacteriaceae  اسپور خانواده
 (04و03(هستند

در مزارع  يائيباکتر يهاماريب ن،يو مرگبارتر نيتر عيازشا يکي
ا ي سينوزيرسي يماريب( انيآزاد ماه)آلا  قزل يپرورش ماه

ن بار ياول يماريب نيا .است (ERM)يدهان قرمز روده ا يماريب
 آلا قزل يپرورش ماه ک کارگاهياز  و 0851در دهه 

(Onchorhynchus mikiss) دره  واقع درکا يداهو امريا در
 .(04و03و7و5)هگرمن گزارش شد

 يزيهمراه با خونر يسم يموجب سپتممکن است،  يمارين بيا
 ينياز نظر بال. گرددزبانان حساس خود يدر م يداخلو  يسطح
 ،يزيخونر بادو طرفه همراه  يفتالماگزوچون  يعلائم
جه تجمع ي، تورم روده در نتچشم و اطراف مقعد يها يزيخونر

همراه با  (04و03و7و3(يعموم يها يسم يعات در آن، سپتيما
ره ياه و تيس که مثل بادکنک شنا ييها اندام در يزيخونر التهاب،

 همراه باکدر  يعات چرکيروده متورم و مملو از ما ،شده
به  ماريان بيدر ماه هي، کلطحال يها اندام يبزرگو  يزيخونر

 .هستند يماريب يکيپاتولوژ باليني و  يها عنوان شاخصه
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ص عامل يدر تشخ PCRک ياز کاربرد تکن يصور مختلف

و ن يس توسط محققيوزينيرسي يماريمولد ب ييايباکتر

 (00و7و6و0و0(شنهاد شده استيپ ياريدانشمندان بس

 هاي روشن يتر جيرا و نياز سودمندتر يکيگر يد ياز سو

نکه يضمن ا (00(.است شناسي آسيبس، روش يوزينيرسيش يپا

 توان ياست که م تشخيصي  يها ن روشياز بهتر اين روش

و انطباق آنها  سهيمقا PCR کيتکن نتايج آنرا با نتايج حاصل از

 .نمود را مطالعه
 

 كار مواد و روش

 0317لغايت مهر ماه  0316مهر ماه  يق در بازه زمانين تحقيا

مورد  يها ه نمونهيکل. رفته استيران صورت پذياـ  در تهران

 لا که علائمٱ قزل انيماه يها تيش از جمعين آزمايدر ا يبررس

ـ  هاي مازندران از استان اند هرا از خود بروز داد يماريب اوليه

ي برنامه کنترل ها نمونهدر قالب )جاده هراز و گلستان

ه ب يسازمان دامپزشکهماهنگي با که است،شده  تهيه (بهداشتي

 ينگهدار ل وـحم اي خ وـار يـاي در کنـه هـونـنمورت ـص

 PCRمولکولي  شاتيآزمات ـجه دـدرص 01ک يليالکل ات در

 دـدرص 01ن ـيلرماـدر ف يدارـنگه ل وـحمن ـو همچني

شگاه منتقل يزماآبه  يستوپاتولوژيشات هيجهت آزما سالين

 .ندا هشد

 

  
ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به همراه آلا قزلمعاينه باليني ماهيان ـ 0نگاره 

 تيرگي رنگ بدن

 
ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به همراه آلا قزلمعاينه باليني ماهيان ـ 0نگاره 

 و پتشي روي مخاط زبان زخم

 

 
ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به  آلا قزلمعاينه باليني ماهيان ـ 3نگاره 

 اگزوفتالميا و خونريزي شديد جلديهمراه 

 

 PCR آزمايشات مبتني بر

  استخراجDNA 

DNA  مورد استفاده در واکنشPCR بافت روده  ييانتها 3/0، از

(25-50mg) بر اساس و  يماريمشکوک به ب يها يماه

 ,Roche Companyيکمپان DNAت  استخراج يک  دستورالعمل

USA) )استخراج شد. 

 مر و واكنشيپرا PCR 

  نادرست  يـج منفـيذ نتاـاز اخ يرـيوگـور جلـه منظـب

 يبر توال يمر  مبتني،  از دو جفت پرا PCRک يدر تکن

و   Yersinia ruckeri يباکتر  16S rRNA يها ژن
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Oncorhynchus mykiss 18 يدر ماهS rRNA  کيدر 

 ين توسط روزبهانيش از ايکه پ  Multiplex PCRواکنش 

اطلاعات مربوط به . شداستفاده ارائه شده،  و همکاران

 YER3, YER4 & Onmy) يها به نام يانتخاب  يمرهايپرا

F,Onmy R)     ط واکنش يو شراPCR  شماره  در جدول

 .مده استآ 0
 

 در آزمايشات تشخيصي PCRيمر اختصاصي مربوط به محصول نهايي سکانسينگ پراـ 0جدول 

  
تر و يکرو ليما 01 يياد شده در حجم نهاي يها ک از واکنشيهر 

ش قرار يمورد آزما Corbet Researchکلر يدر دستگاه ترموسا

کومول از يپ DNA ،01 کروگرم از يم/ 0 متشکل از. گرفت

 از مول يليم MgCl2  ،05/1مول  يليم 5/0مرها، يک از پرايهر

رانجام يط زيبا شرا PCRانجام . ه شديها  ته dNTPک از ي هر

 31تعداد  و قهيدق 0مدت ه درجه ب 84ه يون اوليدناتوراس: گرفت

ه، يثان 3مدت ه درجه ب 84ون در يراسوکل متشکل از دناتيس

درجه  70درجه و اکستنشن در  55ه در يثان 31مدت ه نگ بيلينآ

 70قه در حرات يدق 5مدت ه واکنش ب تاًيه و نهايثان 31مدت ه ب

 (01و8(.ددرجه قرار داده ش

 الکتروفورز 

  PCRتر از محصول يکروليم 01پس از اتمام واکنش مقدار   

د يوم برومايديات يحاو% 5/0ژل اگارز  يله الکتروفورز رويبوس

نانومتربا دستگاه ترانس  061با طول موج   UVو تابش نور 

ن يدر ا  )4(.و مشاهده قرار گرفت يمورد بررسناتور يلوميا

و نمونه  شرکت فرمنتاس DNA 100bp يمرحله از مارکر وزن

آزمايشگاه مرکز  اخذ شده از)کنترل مثبت سازمان دامپزشکي 

  .استفاده شد (تشخيص

 يستو پاتولوژيه بررسي

 ستفادهاستاندارد، ا يساز هداز روش آما يستو پاتولوژيه جهت

طحال و  کليه، هاي هدف از جمله کبد، که، بافت يبطور. گرديد

% 01ن يدر محلول فرمال ا در حال مرگ،يزنده  يها يماه روده

له  يو بوست ين تثبيپاراف يها ها در قالب سپس نمونه. کس شديف

. متر برش داده شدنديليم 7-5تال به ضخامت يجيدکروتوم يم

 يزيآم رنگ نائوزيـ  هماتوکسيلين لهيآماده شده بوس يدهاياسلا

   (00) .قرار گرفتند يو مورد بررس هشد

 

 جينتا
  DNAيمحتووب  يکرو تيهر م  ،PCRشاتيآزمادر مجموعه 

و جفت  يماريمشکوک به ب يآلا قزل ياز بافت ماه ياستخراج

  16S rRNA يها ژن يبر توال يشده  مبتن يطراح يمرهايپرا

 آلا قزل يماه 18S rRNAو   Yersinia ruckeri يباکتر

Oncorhynchus mykissنشان دهنده  5و  4شماره  نگاره. است

  %5/0ژل آگارز  يرو Multiplex PCRالکتروفورز محصول 

 bp 705و bp 573 يمثبت باندها يها در نمونهکه  ياست بطور

 Yersinia يباکتر  16S rRNAيها مربوط به ژن  به ترتيب

ruckeri   18وS rRNA آلا قزل يماه Oncorhynchus mykiss 

 18S rRNAمربوط به ژن   bp 705باند  يمنف يها و در نمونه

به عنوان کنترل واکنش  Oncorhynchus mykiss آلا قزل يماه

PCR ،شود در  يهمانطور که مشاهده م. ت استيقابل روئ

زبان به عنوان کنترل يتنها قطعه مربوط به ژن م يمنف يها نمونه

که خود اين مسئله صحت انجام ر شده است ،يتکث PCRواکنش 

 يها در مقابل در نمونه لکولي را تاييد مي نمايد،وآزمايش م
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ر يتکثهر دو آمپلي فاي و  زبان و پاتوژنيم يژن يها يمثبت، توال

در  PCRش به روش ينمونه مورد آزما 01از مجموع  .اند شده

گزارش شد در مقابل  يمنف ،مورد 01مورد مثبت و  0 مجموع

مورد مثبت  5مذکور  يها از نمونه يستوپاتولوژيشات هيدر آزما

همانطور که  (0جدول شماره .)گزارش شد  يمورد، منف 05و

و  يزي، خونرنشان داده شده است 7و6و5ل شماره اشک ادر

در هاي باکتريايي  هاي نکروتيک و هجوم کلني ايجاد کانون

 .(1)قابل مشاهده است کليه و طحالکبد،  هاي بافت
 

  
در .   %5/0روي ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصول  -4ره نگا

تکثير شده از ژن  PCRهاي مثبت هر دو باند مربوط به محصول  نمونه

 .قابل رويت است 100bpماهي و ژن پاتوژن در کنار مارکر 

 
هاي  در نمونه.  %5/0روي ژل آگارز  PCRالکتروفورز محصول -5گاره ن

 100bpاز ژن ماهي در کنار مارکر  تکثير شده PCRمنفي فقط محصول 

 .قابل رويت است

  
به   در بيماري  يرسينيوزيس و نکروز هاي خونريزي کانونـ 6 نگاره

 (H&E, 10x)در کبد همراه کلني باکتريايي 
 
 

  
هاي  در توبول نکروزهيستوپاتولوژي از ضايعات  تصويرـ 7 نگاره

 H&E ,40x) ) در بيماري  يرسينيوز پروکسيمال کليوي 
 

 
 هاي نکروتيک و تجمع  همراه کانون بهدر طحال  کلني باکترياييـ 1 نگاره

 در بيماري  يرسينيوزهموسيدرين به رنگ سبز حنايي متمايل به زرد 

((H&E ,10x 
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 PCRهيستوپاتولوژي وزمايشات آنتايج حاصل از  -0جدول 

 مشکوک يها نمونهتعداد 
در صد 

 يستوپاتولوژيه
 جيتان PCRدرصد 

2   PCR  5 
Histopathology 

 مثبت 10% 25%

18 PCR  15 
Histopathology 

يمنف 90% 75%  

20  PCR 20 

Histopathology 
 جمع 100% 100%

 

 بحث
 ن مهم است کهيا نشان دهنده ق، ين تحقيحاصل از ا جينتا

پرورش  تکثير و  يتوان در استخر ها يوز را مينيرسي عامل

به  مقاومت  يماريشدت بروز ب .افتي ري کشوآلا قزلان يماه

رات ييمرتبط با فصل، تغ يطيزا و مح استرس ي، فاکتورهايماه

بهداشت در خصوص  يسطح آگاه شيافزا. است PHدما و 

ش يو پا ي،  غربالگريستيت زين امنيو قوان يمراکز پرورش

ن اينه ماهيون و قرنطيزولاسيان به منظور ايماه يها تيجمع

در  يينقش به سزا يعير طبيغ يبا رفتار ها انيمار و ماهيب

 در حال حاضر .ران دارديوز در اينيرسيمحدود کردن سرعت 

باشد و به عنوان  يم يپراکنش جهان يداراس يوزينيرسي يماريب

 يماه هد کننديتول يکشورها اکثرک در ياندم يماريب کي

  يآب يها ستگاهيآن در ز يعيزبانان طبير ميو سا يآلا پرورش قزل

 ا يتانيبر يآلا قزل يانجمن ماه آمار برابر. رود يبه شمار م

به صنعت  يمارين بياارزش  سالانه خسارات حاصل از 

کاهش  مربوط به تلفات، يها نهيهز با احتساب آلا قزلپرورش 

ها  کيوتيب يل خوراک، مصرف آنتيب تبديکاهش ضر رشد،

% 01حدود يرقم ،يمارياز بروز ب ير در برداشت ناشيوتاخ

ت يبه اهم باتوجهباشد ين صنعت ميد ايتول ينه هايکل هز

از  و کشور يکشاورز دام وان بخش يصنعت پرورش آبز

آزاد  يو مصنوع يعيطب  يها ستگاهيل تعدد زيدله گر بيطرف د

 ،انياز جمله تاس ماه يمارين بيا ديگر  زبانانيان و ميماه

 درس يوزينييرسيمولد حاصل ازعامل  يماريب يص قطعيتشخ

 يا هژيت وياهم از کشور يآلا قزلپرورش  يها کارگاه

ميکرو ارگانيسم و با  DNAامروزه با تکثير .برخوردار است

استفاده از پرايمر اختصاصي آن مي توان به تشخيص عامل 

ها  باکتري .ي مشکوک دست يافتها نمونهمولد بيماري در 

ي اختصاصي هستند که درتوال  16SrRNAداراي سکانس ژني 

 و رهيافت هدف همچنين ،شود موجودات ديگر مشاهده نمي

 . باشد مي نيز  PCRآزمايشات خوبي براي

از مثبت  يها ، نمونهاد شدهي يشگاهيدر هر دو روش آزما

سه آنها يمقا باشد که يدر کشور مس يوزينيرسي عفونت قيمصاد

. د استيار مفيص پاتوژن در کشور بسيش و تشخيدر پا

ن است که اگرچه يانگر ايکسب شده بت مثبج يتفاوت در نتا

 يها ن روشيتر ن و حساسيتر عياز سر يکي PCRک يتکن

در  بعضاًس است اما يوزينيرسيش  يدر پا يصين تشخيگزيجا

ل مختلف يکه بدلا ييها در بافتزا   يماريص عوامل بيتشخ

از کار  اند شده شديد ا دچار نکروزيه و يتجز آنها يها سلول

از  يکي يژپاتولو رخوردار است، لذا روشب يکمتر يآمد

مرضي و  يها نمونهي براي صيتشخ يها ن روشيبهتر

هاي  بوده، و در کنار روش تشخيص علائم پاتوگونوميک

هر چند معرفي دو روش  .باشد ميملکولي بسيار سودمند 

تشخيصي مهم و ارزشمند براي رديابي عامل بيماري يرسينيوز 

براي اولين  ،يي و ملکولژتوپاتولوهاي هيس در کشور با تکنيک

ولي بررسي حدت عامل  باشد، مي و کاربردي بار ايده مناسب

نيسيتي آن به همراه جداسازي باکتري يرسينيا ژزا و پاتو بيماري

 .آتي بسيار مثمر ثمر خواهد بودتکميلي راکري در مطالعات 
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