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To detection of infection of rain bow trout 
(oncorhynchus Mykiss) hatcheries to IHN- virus in 
various provinces of Iran. The normal  larval stage 
and fingerling, fishes were selected sampled, and 
their kidney, spleen, liver, gills, Heart and intestine 
were sampled. Tissue samples were processed by 
standard histotechnique and then stained by using of 
immunohistochemical techniqu (monoclonal 
antibody and hematoxilin – staining). The results 
showed that out of a total 100, 35 samples were 
positive for IHNV. This suggest a widespread extent 
of this infection in different parts of the country. 
Therefore, a plan for sanitary policies, supervision 
control and control programs should be designed 
protect the unaffected areas of the country. 
Keywords: Infectious Haematopoietic Necrosis, 
Monoclonal Antibody, Immunohistochemical, 
Rainbow trout ،iran 

    بـــه روش (IHN)بررســي بيمـــاري نكـــروز عفـــوني مراكـــز خونـــساز  

  آلاي ايران  ايمونوهيستوشيمي در برخي از مراکز تکثير و پرورش ماهيان قزل
۴ دکتر عيسي شريف پور،۳ر ايرج سهرابي حقدوست دکت،۲  دکتر مهدي سلطاني،* 1اصلدکتر عادل حقيقي خيابانيان 

  چكيده
به منظور بررسي وضعيت آلودگي مراكـز تكثيـر و پـرورش قـزل آلاي رنگـين             

اي خونساز از تعـدادي مراكـز       كمان كشور به ويروس عامل نكروز عفوني بافته       
 لاروي و از بچـه ماهيـان انگـشت          كشور در مرحلـه   تكثيرو پرورش قزل آلاي     

علايم تحت كلينيكي و يا بظاهر سالم بودند نمونه گيري بعمـل            ي كه داراي    قد
قلب و دستگاه   ،آبشش،كبد،طحال،نمونه هاي اخذ شده شامل بافتهاي كليه        . آمد

تكنيك به روش ايمونوهيستوشيمي و     طي مراحل هيستو  گوارش بوده كه پس از    
 با استفاده از آنتي بادي منوكلونال ضد ويروس عامـل نكـروز عفـوني بافتهـاي               

نتايج حاصله  .خونساز و نيز با استفاده از رنگ هماتوكسيلين رنگ آميزي گرديد          
 مـورد   35 مركز مـورد مطالعـه تعـداد         100نشان داد از مجموع كل نمونه هاي        

 در برخي از مراكـز  IHNمثبت بود كه حاكي از پراكنش ويروس عامل بيماري       
ج اين بررسـي لـزوم      با توجه به نتاي   . تكثير و پرورش قزل آلاي كشور مي باشد       

طراحي سياست هاي بهداشـتي، نظـارت، هـدايت كنتـرل عمليـات پيـشگيري               
  .اجتناب نا پذير مي باشد

ــدي  ــاي كلي ــساز  : واژه ه ــاي خون ــروز  بافته ــال  ,نك ــادي منوكلون ــي ب  , آنت
  ايران-  قزل آلاي رنگين كمان,ايمونوهيستوشيمي

  

  مقدمه

ها  روسبين ويروس هاي بيماريزا ي ماهي خانواده رابدووي
از اهميت بيشتري برخوردار بوده بطوريكه تعداد قابل 
توجهي از بيماريهاي ويروسي و حاد  ماهيان در اين بخش 
قرار مي گيرند كه از آن جمله بيماري نكروز مراكز 

اين  . خونسازاز نظر اقتصادي توجه بيشتري را مي طلبد
بيماري از نظر اپيدميولوژيك به هر دو روش افقي و 

 قابل انتقال است وميزبان خود را در همه عمودي
تلفات لاروها در دماي زير . هاي آبي مبتلا مي نمايد محيط

 كشورايران   در . درجه سانتيگراد به حداكثر مي رسد15
  منجر به   تاكنون  شده  انجام تحقيقات و  مطالعات  نتايج

  
 واحد علوم و تحقيقات ,دانشگاه آزاد اسلامي,كي دانشكده علوم تخصصي دامپزش, دانش آموخته رشته پاتولوژي-  1

    ايران,تهران
  ايران,تهران,  تهران دانشكده دامپزشكي, گروه بهداشت وبيماريهاي آبزيان-2
  ايران, تهران, واحد علوم و تحقيقات,دانشگاه آزاد اسلامي,دانشكده علوم تخصصي دامپزشكي,گروه پاتولوژي  -3

  ايران-تهران-ت شيلات گروه پژوهشي موسسه تحقيقا-4 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  

ويروس از برخي مولدين قزل آلا گرديده است جدا سازي 
كه حاكي  از آلودگي مولدين در برخي از مزارع كشور ). 2(

  .مي باشد
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ژيك آن   با توجه به جدا سازي ويروس و رديابي  سرولو
بكار گيري روش حساس و سريع تشخيصي ومقرون به 

صرفه همچون ايمونوهيستوشيمي براي تعيين موارد  
آلودگي به منظور انجام اقدامات پيشگيري و قرنطينه اي 

  .بسيار حائز اهميت است
در آزاد ماهيان   IHNاولين گزارش همه گيري بيماري 

  ).6(گزارش شده است  Amendتوسط 
 همه گيريهاي جدي در بين 1950 تا 1940در طي سالهاي 

گونه .  جوان آمريكاي شمالي گزارش شده استآزاد ماهيان
 قزل آلاي –هاي ديگرآزاد ماهيان مانند ماهي آزاد سياه 

 عامل    قزل آلاي حلق بريده به ويروس –رنگين كمان 

IHN4( هستند حساس  .(  
دار يك   RNAعامل مولد بيماري يك نوع رابدوويروس 

 75-65×190-150 با ابعاد ويروس ssRNA)(رشته اي 
اشعه  اتر، ،)4 كمتر از PH(كه به حرارت، اسيد .  باشدمي

U.V  اين ويروس قادر به رشد .حساس استويدوفورها
 EPC ،RTG-2همچونروي تيره هاي سلولي 

,CHSE2142( درجه سانتيگراد مي باشد 20-4 دماي در.(  
اولين علامت اين بيماري مرگ و مير بيش از حد در بچه 

بيشتر موارد شيوع آن در دماي ماهيان انگشت قد بوده و در 
  ). 1( درجه سانتيگراد ميباشد 15زير 

افزايش تغييرات هيستوپاتولوژيك با افزايش غلظت 
ويروس در ارتباط است و توسط ميكروسكوپ الكتروني 
مي توان ساختار ويروس را در قسمت كليه قدامي وطحال 

  .ونيز پانكراس مشاهده كرد
بي ، شناي بدون تعادل ،ري عمده علامت باليني معمولا لاغ

 آسيت ، اگزوفتالمي ،اسكوليوزيس و لوردوزيس،حالي 
 تيرگي ناحيه ،كست مدفوعي سفيد رنگ نسبتا سفت،

 پتشي در احشا و چربي هاي مزانتر  ،خلفي بدن
  ).1(باشد مي

علايم هيستو پاتولوژيكي مهم شامل نكروز شديد  
ته دار سلولهاي گرانولار دستگاه گوارش درسلولهاي هس

ائوزينوفيلي  لايه استراتوم گرانولوزوم واستراتوم كمپكتوم 
بوده و كانونهاي نكروتيك كبدي به همراه ذخيره سروئيدي 

  .از علايم عمده ديگر مي باشد
نكروز بافتهاي   ونيز تغييرات دژنراتيو كانوني كليه قدامي و

به همراه دژنرسانس هيالن از نوع قطره اي در اپي  خونساز
ال توبولي به همراه سلولهاي پيكنوزه وبه همراه افزايش تلي

سلولهاي ماكروفاژ بين توبولي از نشانيهاي ميكروسكوپيك 
  . باشد مهم مي

هاي  از آنجائيكه روش ايمونوهيستوشيمي در بررسي
ويروس شناسي و بيماريهاي ويروسي در ايران جديد مي 

ارائه باشد بنابراين مواد و روشهاي اين تكنيك در زير 
 .ميگردد

اين روش كه بعنوان يك شيوه جديد  در امر تشخيص 
شود  بيماريهاي آبزيان براي نخستين بار در كشور تجربه مي

براي بررسي و شناسائي تركيبات ايمونولوژيك مثل 
هائي كه بر عليه  بادي پروتئين هاي ويروسي كه توسط آنتي

 . باشداين مواد اختصاصي باند ميگردند بسيار سودمند مي
به اين صورت كه محل قرارگيري اين مواد ايمونولوژيك 

 ). Localization-Ag( گردد دقيقا شناسائي مي

بدين ترتيب كه در اين مطالعه با استفاده از آنتي بادي 
 به همراه عمل كونژوگاسيون توسط IHNمنوكلونال ضد 

در كنار محلول كروموژن ) IgG-HRP(ماركر اختصاصي 
استفاده از رنگ هماتوكسيلين رنگ آميزي سوبسترا و با 

اختصاصي بر روي نمونه هاي مقاطع پاتولوژيكي تهيه شده 
 طحال وقلب ، كبد،از بافت هاي هدف همچون كليه قدامي

پس از انجام رنگ آميزي كانونهاي ، انجام مي شود
طلائي  –بصورت قهوه اي ) Ag-Ab(كمپلكس رنگي 

)Golden-Brown (مشخص مي شوند .  



 1384، 2 ، شماره وم            مجله علوم دامپزشكي ايران ، سال د                                                                                                                                                           

159  

 ايجاد   و   ويروس ن كانونهاي رنگي دليل بر تكثيراي
   پروتئين  كانونهاي

ويروسي مي باشد و در كنار ساير روشهاي تشخيصي مثل 
كشت و جدا سازي ويروس ارزش تشخيصي بسيار بالائي 

  ).5(دارد 
  

  مواد و روش كار
  

  :  مواد مورد نياز–  الف 
 -%95 -%70- %50گزيلين، متانول و الكل مطلق(انواع الكل 

100(%   
  %)37(كلروفورم، فرمالين خالص

  %)10(آب مقطر، آب اكسيژنه
  محلول كروموژن سوبسترا                           

)3-3 ́Diaminobenzidine Tetrahydro chloride 

 )DABيا 
F(ab)كونژوگه  ́2Rabbit Anti Mouse IgG-HRP  

  تهيه شده در خرگوش IHNآنتي بادي منوكلونال ضد 
Nacl  

Trizma base  
  سرم ماهي

  رنگ هماتوكسيلين
  تيومرسال

  )TBS/Tris buffer) salineكنندهبافر شستشو و رقيق 
   چسب مونته-پارافين

  لام و لامل
  : روش كار نمونه برداري-ب

 لغايت اسفند 1383طي ايام برنامه ريزي شده  از خرداد 
 مركز تكثير و پرورش ماهيان سردآبي 100 از تعداد 83
 استان كشور  با مراجعه به مراكز ياد شده 17قع در وا

ماهيان  نسبت به اخذ نمونه هاي لازم شامل لاروها و بچه
در حال تلفات و داراي علائم باليني تيپيك و يا موارد 

 . تلفات موردي بدون علايم باليني تيپيك اقدام گرديد

 %10براي نمونه هاي مورد نظر از فيكساتيو فرمالين بافر    
استفاده كه قبل از انتقال نمونه ها داخل فيكساتيو ابتدا يك 
برش در ناحيه شكمي ماهي جهت نفوذ بهتر فرمالين ايجاد 

پس از انتقال نمونه ها به آزمايشگاه كليه اعمال  .مي گرديد
آماده سازي نمونه ها طبق روش تهيه مقاطع بافتي صورت 

  .مي گرفت
ب ماهي در دستگاه  نمونه هاي بافتي مهم ماهي و مناس

 21(پايان كار از هيستوتكنيك قرار داده مي شد و پس 
مراحل بلوك گيري و تهيه مقاطع انجام مي گرفت ) ساعت

.  
طرز تهيه محلول هاي مورد نياز در روش رنگ آميزي 

 :ايمونوهيستوشيمي

 4نگهداري در  )....... (TBS(بافر شستشو يا بافر تريس 
  )درجه سانتي گراد

  Trizma base................. g/lit 05/6-الف       
  Nacl ...............................  g/lit 7/8-ب       

)PH توسط  NaoHوHCL اين )  تنظيم ميگردد6/7 در
  ساخته شده ونيازي  STOCKمحلول يك ليتر بصورت 

  .به اتوكلاو ندارد
  محلول كروموژن وسوبسترا  -2

 Stock 15 DAB + ml 10 TBS:محلول  -الف      

mg ...     ) 6/7 PH= ( 5/0در تيوب هاي  ml تقسيم و 
  . درجه نگهداري گردد- C °20در 

    5/0ml+ (TBS(محلول ذخيره : محلول كاري -ب      
)5 ml+(H2O2    10% )1/0ml( 

  محلول رنگ آميزي هماتوكسيلين-3
   گرم2.هماتوكسيلين-الف      
   گرمSodium Iodate  .0,4-ب       
  گرمPotasium alum..100-ج      

   گرم2.اسيد سيتريك -د      
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   گرمChloral hydrate.100-ه      
   ميلي ليتر2000آب مقطر -و      

 ليتر آب مقطر حل 2ج را در   -ب –ابتدا موارد الف  
 5كرده و يك روز بعد بقيه مواد را اضافه كرده و به مدت 

 .رت داده مي شوددقيقه در حالت جوش حرا

   %10آب اكسيژنه   -4
H2O2     )خالص(cc 10+  cc 10 Methanol 

  :روش رنگ آميزي ايمونوهيستوشيمي
تهيـه شـده در متـانول بـه         % H2O2 10لام ها در محلول      -1

 دقيقه در دماي اطاق قرار داده شده تـا پراكـسيداز            10مدت    
  .سلولها از بين بروند

  .داده شد شستشو TBSلام ها سه مرتبه با  -2
) TBS )1:10لام ها در داخل سرم نرمال رقيـق شـده در    -3

 دقيقـه جهـت بلوكـه شـدن سـايت هـاي غيـر               10به مدت   
  اختصاصي قرار داده شد

 ميكــرو ليتــر از آنتــي بــادي 50بــر روي لام هــا مقــدار  -4
 كرده و به مـدت      اضافهTBSرقيق شده با    )1:800(منوكلونال  

  . شد درجه نگهداري37 ساعت در انكوباسيون 1
   مرتبهسهTBSباشستشو  -5
ــده    -6 ــق ش ــه رقي ــردن كونژوگ ــافه ك  وTBSدر )1:50(اض
   دقيقه30 به مدت باسيونكوان
   سه مرتبهTBSشستشو با  -7
محلول ( اضافه كردن محلول سوبستراي حاوي كروموژن -8

 دقيقه و توقف واكـنش بـا        10و انكوباسيون به مدت     ) كاري
  آبكشي لام ها

   دقيقه5-3رنگ آميزي هماتوكسيلين به مدت  -9
   دقيقه10تميز سازي لام ها در آب لوله به مدت  -10
%) 70( دقيقه در اتانول     3دهيدراتاسيون بافتها به مدت      -11
 دقيقـه اي در     5و دو تعـويض       %) 95( دقيقه در اتـانول      5و  

 %100اتانول 

  

اف سازي بافت ها در گزيلل به مدت        شف -12
   دقيقه5

  مونته كردن و گذاشتن لامل بر روي لام -13
 و 100و40و20كروسكوپيك با بزرگ نمائي مطالعه مي -14

طلائي در بافت هاي –مشاهده ساختارهاي رنگي قهوه اي 
  هدف

  نتايج
 35 مركز تكثير و پرورش مورد مطالعه تعداد  100از تعداد 

كه از كل .  مورد منفي   بدست آمد65مورد مثبت و تعداد 
 62 مورد نيز داراي علائم باليني و 38موارد  بررسي شده 

  .رد بدون علائم باليني بودندمو
 كهگيلويه ، نمونه هاي مثبت مربوط به استان هاي مازندران

 ي،شرق  آذربايجان، فارس، گيلان، اردبيل،و بوير احمد
 ، كردستان، چهارمحال بختياري، اصفهان، مركزي،لرستان
  ).1جدول ( قم بودند ،غربي  آذربايجان،قزوين

 مركـز مـورد مطالعـه       100 مركـز از     9توضيح اينكه تعـداد       
)  مركـز 2(  تهـران  -) مركز3( مربوط به استانهاي  كرمانشاه     

 استان از كل     3فاقد آلودگي بودند كه اين      ) مركز1(كرمان    –
  . استان داراي آلودگي  جدا گرديده است17
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   استان كشور17 مركز تكثير و پرورش در 100نتايج مثبت از كل نمونه هاي آزمايش شده در -1جدول

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ه بـه روش  رنـگ آميـزي شـد   ) S 25(مقطـع هيـستوپاتولوژيك بافـت طحـال      : 1نگاره 
 كه تركيب رنگـي آنتـي       IHNايمونوهيستوشيمي و با استفاده از آنتي بادي منوكلونال ضد          

ژن وآنتي بادي با رنگ قهوه اي طلائي داخل سيتوپلاسم سلول قابل روئيت بوده كه هـسته     
  )100×12,5بزرگنمائي (را به كنارزده است 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

ــاره  ــه    :2نگ ــت كلي ــك باف ــستو پاتولوژي ــع هي ــه روش  ) K17 ( مقط ــزي ب ــگ آمي رن
 كـه تركيـب رنگـي       IHNايمونوهيستوشيمي و با استفاده از آنتـي بـادي منوكلونـال ضـد              

كمپلكس آنتي ژن و آنتي بادي با رنگ قهوه اي طلائي داخل سلول هـاي مراكـز خونـساز                   
تخريب نكروتيك سلولهاي توبولي كليـه نيـز        ) Golden-Brown(كليه مشاهده مي گردد   

  ).100×5رگنمائي بز(مشخص است 
  

ف
ردي

 

 استان
مراكز تحت 
 بررسي

تعداد نمونه 
 هاي مثبت

درصد آلودگي در سطح 
 بررسي مراكز تحت
 استان

%76/30 4 13 مازندران 1  
%60 6 10 كهگيلويه و بوير احمد 2  
%50 3 6 اردبيل 3  
%50 1 2 گيلان 4  
%36/36 4 11 فارس 5  
%5/37 3 8 آذربايجان شرقي 6  
%33/8 1 12 لرستان 7  
%50 1 2 مركزي 8  
%22/22 2 9 اصفهان 9  
%30 3 10 چهار محال بختياري 10  
%50 2 4 كردستان 11  
%50 1 2 قزوين 12  
غربي آذربايجان 13  4 3 75%  
%100 1 1 قم 14  
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رنگ آميـزي  بـه روش ايمونوهيـستو    ) L 4(مقطع هيستوپاتولوژيك بافت كبد  : 3نگاره  
شيمي و تشكيل كمپلكس رنگـي آنتـي ژن و آنتـي بـادي در سـلولهاي آنـدوتليال عـروق                     

  )40×5بزرگنمائي (سينوسوئيدي كبد 

 
 
 
 
 

 
  

گ آميزي  منفـي ايمونوهيـستوشيمي كـه    رن) K 8(مقطع هيستوپاتولوژيك كليه  : 4نگاره 
 ).25×5بزرگنمائي (تركيب رنگي قهوه اي طلائي در كليه ايجاد نگرديده است 

  
  بحث

نتايج حاصل از اين مطالعه بيانگر آلودگي و احتمال بروز 
 در برخي مراكز در صورت ايجاد ساير شرايط IHNبيماري 

بطوريكه  . تكثير و پرورش قزل آلاي كشور مي باشد
 17 مركز بررسي شده در  100مشخص شد از تعداد كل  

 مورد مثبت با اين روش تشخيص 35استان كشور تعداد  
  .داده شد

البته يافته هاي باليني  با پيش بيني بروز تلفات قابل توجه 
در برخي مراكز نمونه برداري شده در مراحل لاروي و در 

يص  درجه سانتي گراد احتمال تشخ15درجه حرارت زير 
 .بيماري را تقويت مي نمايد

با توجه به جدا سازي ويروس عامل بيماري از برخي 
به همراه يافته هاي ايمونوهيستوشيمي اين ) 3(مولدين 

 بروز بيماري نكروز عفوني مراكز خونساز مطالعه احتمال
ماهي قزل آلا در برخي از مزارع قزل آلاي كشور قوت 

ويروس  بيماريزايامل با توجه به عدم مطالعه ك .گيرد مي
بررسيهاي بيشتري نياز است تا اولا ويروس عامل بيماري 

به همين  . جداسازي شده وثانيا حدت آن مطالعه شود
منظور علاوه بر ضرورت بررسي بيشتر اعمال مقررات 
پيشگيري و قرنطينه اي براي جلوگيري از انتشار بيماري 

  .ضرورت دارد
اين آنتي ژن ويروسي به البته مشخص نمودن مقدار و حدت 

توانائي  عوامل عمده اي مثل طول دوره كمون بيماري ،
دفاعي ماهي، عوامل جانبي استرس زا و عوامل محيطي به 

 در .  و نوسانات آنها وابسته استPHفصل، دما، تغييرات 
بررسي انجام شده بيشتر موارد مثبت  در مراكزي كه در 

كشور قرار ) نتي گراد درجه سا15دماي زير (مناطق سردسير 
داشته و  به همراه علائم باليني تيپيك بيماري بوده  و با 

  . تلفات بالا  در لاروها مشخص گرديده است
البته ساير فاكتور ها نيز در بروز تظاهرات باليني اين بيماري 
نقش عمده اي دارند كه يكي ديگر از آنها رعايت دقيق 

كثير و پرورش ضوابط بهداشتي و كنترلي در مراكز ت
در بررسي انجام شده مشخص شد كه در مراكزي  .باشد مي

كه كنترل هاي دقيق قرنطينه اي حاكم بود با اينكه نتايج 
ايمونوهيستو شيمي آنها مثبت مي شد ولي به دليل رعايت 
اصول بهداشتي چهره باليني بيماري و تلفات حاد و شديد 

نهاي در اين قبيل مراكز وجود نداشت مانند استا
البته بايد توجه داشت كه عدم . قزوين،اصفهان و لرستان

بروز بيماري حاد به دليل حدت دار نبودن سويه ويروس 
هر چند توصيه اكيد بر اين  .آلوده كننده نيز قابل توجيه است

است كه از هر گونه نقل وانتقال محصولات چنين مراكزي 
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ه انتقال بايد اجتناب گردد كه اين موضوع با توجه به نحو
 .باشد عامل بيماري به دو روش افقي و عمودي روشن مي

در روش تشخيصي ايمونوهيستوشيمي قادر هستيم كه در 
بافت هاي هدف مواد ايمونولوژيك مثل آنتي ژنهاي 
ويروسي را با ايجاد كمپلكس هاي رنگي توسط اتصال آنتي 

اين . ژن و آنتي بادي منوكلونال اختصاصي شناسائي نمائيم
ش مي تواند آلودگي بافت هاي هدف ناشي از پروتئين رو

هاي ويروسي عامل بيماري را در سلول هاي آسيب ديده 
 . نشان دهد

ست كه مي توان آثار  ادر واقع مزيت عمده اين روش اين
البته احتمال اين  . مخرب ويروس را به راحتي شناسائي كرد

وه بر نيز وجود دارد كه نتايج منفي حاصل از اين روش علا
عدم وجود بيماري به دليل عدم دستيابي به سلولهاي هدف 

در نهايت از موارد بررسي شده علائم  . آسيب ديده نيز باشد
 بوده IHN مورد علائم منتسب به 38باليني تيپيك بيماري 

است كه در مقايسه انطباقي با  نتايج ايمونوهيستوشيمي كه 
  .مي باشد% 90د  مورد مثبت بوده داراي همپوشاني تا ح35
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