
  :عنوان مقاله

 بررسي بيماري  نكروز عفوني مراكز خونساز  در 
برخي از مزارع تكثير و پرورش قزل آلاي رنگين كمان 

كشور به روش غيرمستقيم آنتي بادي 
   Indirect-FATدرخشان

  3 ، دكتر مجيد رجبي 2 ، دكتر عادل حقيقي خيابانيان اصل 1دكتر مهدي سلطاني

  :مقدمه

فت هاي خونساز يك بيماري سيستميك بيماري نكروز عفوني با
 در چند 1950و حاد در آزاد ماهيان مي باشد كه  در اواخر دهه

ين مورد شيوع باعث ايجاد خساراتي در مزارع پرورش آزاد 
از طريق انتقال ماهي  1968در سال . ماهيان در شمال امريكا شد

و آزاد نقره اي  از كشور امريكا به ژاپن اين بيماري منتقل شد 
ابتدا تصور مي شد كه اين ماهي تنها گونه حساس مي باشد ولي 
بعدها مشخص شد كه علاوه بر آن گونه هايي نظير ماهي آزاد 

، قزل آلاي رنگين كمان، قزل آلاي حلق بريده ) چينوك(سياه 
اسامي مترادف براي . حساس هستند) IHN(به ويروس عامل 

ل و قابل قبول مي اين بيماري انتخاب شده است كه همگي متداو
 بيماري ماهي آزاد قرمز رود -بيماري كولمن: باشند از جمله 

 بيماري ماهي - بيماري ويروسي درياچه كالتوس-خانه كلمبيا
 بيماري ويروسي ماهي آزاد -آزاد سياه رود خانه ساكرا منتو

  . بيماري ماهي آزاد ارگون-قرمز

  عامل مولد

 Infectious Haematopoietic يا (IHND)عامل مولد 

Necrosis Disease يك ويروس RNAشته اي  دار يك ر
) nm 75 – 65 * 190- 150(ابعاد ويروس از رابدوويروس ها با 

   .مي باشد
                                                 

 دانشيار گروه بهداشت و بيماريهاي آبزيان دانشكده دامپزشكي –دكتر مهدي سلطاني  -  1

  دانشگاه تهران

 دانشكده علوم تخصصي گروه پاتولوژياستاديار   - دكتر عادل حقيقي خيابانيان اصل-  2

  لوم و تحقيقات تهران  واحد عدانشگاه آزاد اسلامي دامپزشكي

3  -

  1383                   دومين همايش آبزيان ايران 

 :از جمله خواص ويروسي 

 و u.vاين ويروس به حرارت، اسيد و اتر و اشعه  -1
 . حساس است10 و بالاتر از 4 از  كمترpHيدوفورها و 

      رشد و تكثير در محيط هاي تيره هاي سلولي -2
RTG-2/ -FHM- EPC- CHSE214در دماي  

C  C  15 ( 4 -20 .انجام مي گيرد)  دماي مطلوب
سرم % 10ليوفيليزاسيون ويروس در محيط كشت حاوي  -3

 باعث حفظ حدت -C 20و نگهداري آن در دماي 
 .ال مي گرددويروس تا چندين س

 . است6-8 مناسب براي نگهداري ويروس pHميزان  -4

5-  C   مي -20اندام هاي آلوده به ويروس را يك ماه در
توان نگهداري نمود و نگهداري طولاني مدت تا يك 

 .سال موجب از دست دادن حدت ويروس مي شود

  :علائم باليني بيماري 

مرگ و مير بيش از حالت عـادي در بچـه ماهيهـا            -1
 .شت قدها انگتا

نوزادان مبتلا دچار بي حالي شده و در اطـراف و            -2
 .حاشيه هاي استخر شنا مي كنند

ماهيان مبتلا داراي شناي همراه با چرخش به پهلو          -3
ــا    ــو ي ــوده و گــاهي حالــت چــرخش روي پهل ب

(Flashing)نيز ديده مي شود . 

 .اگزوفتالمي يك علامت متداول مي باشد -4

 .لت طبيعي دارندماهيان مبتلا رنگ تيره تر از حا -5

ــا و     -6 ــه ه ــونريزي در بال ــگ، خ ــا كمرن ــشش ه آب
 .پيدايش رنگ قرمز تيره در ناحية سر

پيدايش زخم هاي بزرگ پوستي در ناحية خلفي         -7
 .و تا حدي باله هاي شكمي

 كارشناس ارشد دفتر بهداشت و مبارزه با بيماريهاي آبزيان سازمان - دكتر مجيد رجبي

  دامپزشكي كشور  
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مــشاهده تغييــرات اســكلتي شــامل لــوردوزيس و  -8
 .اسكوليوزيس

مشاهدة پتشي روي اندام هـاي داخلـي بـه همـراه             -9
 .ن اندام هاكمرنگي محسوس اي

وجود مايع موكوسي زرد رنگ و قـدري كـد در            -10
 .روده و معده

 .تجمع مايع آسيت در محوطه شكمي -11

ــر،    -12 ــي احــشاء مزانت ــشي در چرب ــشاهده نقــاط پت م
 .صفاق، كيسة شنا و مننژ و پريكارد

  

  :آسيب شناسي بيماري 

 ،تغييرات دژنراتيو و نكـروز كـانوني در كليـه هـا            -1
هــاي گرانــولار طحــال، كبــد، پــانكراس و ســلول 

ــد   مخــاط  ــر و تزاي ــر تكثي ــوارش در اث ــتگاه گ دس
ويروس در سـلول هـاي آنـدوتليال و سـلول هـاي             

 .مربوط به بافت هاي خونساز ماهي

افزايش تعـداد سـلول هـاي ماكروفـاژ در قـسمت           -2
 .قدامي كليه

مشاهدة نواحي كانوني پيكنوزه، هسته هـاي چنـد          -3
 .شكلي و حاشيه اي شدن كروماتين

كـورتكس  (ته در بافت بينابيني كليه      نكروز پيشرف  -4
 ).و آدرنال

دژنرســـانس و نكـــروز ســـلول هـــاي گرانـــولار  -5
 ائوزينوفيلي واقع در استراتوم كمپكتوم و اسـتراتوم       

تفكيــك بيمــاري . (گرانولــوزوم دســتگاه گــوارش
IHN با VHS (  

6-  

هاي مدفوعي ناشي از كنده شـدن       مشاهدة كست    -7
 .مخاط گوارشي

مشاهدة دژنرسانس هيالني از نوع قطره اي در اپي          -8
 .تليال توبولي كليه

چاق شدن به همراه هيپرپلازي اپي تليـال آبـشش           -9
 )غيراختصاصي. (ها

لكــوپني بــه همــراه دژنــره شــدن لكوســيتها و       -10
 .ترومبوسيتها و پيدايش ذرات سلولي زياد در خون

  

  :تشخيص 

شاهده علايم تيپيـك از قبيـل تيـره شـدن بـدن،             م -1
ــوزادان و بچــه   ــالمي و تــورم شــكم در ن اگزوفت

  .ماهيان قد انگشت

مـشاهدي كـست هـاي مـدفوعي كـشيده و نــسبتاً       -2
  ) IPNنسبت به بيماري . (سفت تر

ــاي     -3 ــه ه ــشاهدة يافت ــستوپاتولوژي و م ــه هي مطالع
ــويژه    ــوي و كبــدي و ب نكــروز بافــت هــاي كلي

ي گرانــولار مخــاط روده دژنرســانس ســلول هــا
 )استراتوم كمپكتوم و استراتوم گرانولوزوم(

تهيــة گــسترش از قــسمت قــدامي كليــه و رنــگ   -4
آميـزي گيـسما و مـشاهدة اجـرام نكروبيوتيـك      

 )غيراختصاصي. (سلولي

مشاهدة گلبول هـاي قرمـز نابـالغ، چنـد شـكلي و         -5
 .داراي سيتوپلاسم واكوئله

يي تشخيص قطعـي از طريـق جداسـازي و شناسـا           -6
سرولوژيكي ويروس در روي تيره هاي سلولي،       

 /RTG-2/ CHSE214/FHMمخـصوصاً  

EPC/BF-2   
مــشاهدة نــواحي دژنرســانس و نكــروز شــديد بــه

 .همراه سروئيد در بافت كبدي
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  :انتقال 

انتقال به روش مستقيم و از طريق آبشش ها، آب           -1
، تجهيــزات و لـــوزام كارگـــاه و خـــوراكي و راه  

 )انتقال افقي. (تزريقي صورت مي پذيرد

انتقال از طريق راه عمودي و بصورت مـادرزادي          -2
 .جام مي گرددان

ويروس از طريق مدفوع، ادرار، مايعات جنـسي و          -3
 .ترشحات موكوس پوست دفع مي شود

بيشترين محل لوكاليزه شدن ويروس در كليه ها ،          -4
 .طحال و دستگاه گوارش مي باشد

حـاملين بهبـود     (ويـروس ماهيان مولد و آلوده بـه        -5
 .منبع مهم انتقال بيماري مي باشند) يافته

در مايعـات تخمـداني وجـود       ويروس مـي توانـد       -6
ــصورت    ــا در نهايــت ب ــي تخــم ه داشــته باشــد ول
سطحي به ويروس آلوده مـي شـوند و ويـروس در       

 ساعت بعد از لقاح جدا مي شود ولي بعد          3عرض  
ســازي آن مــشكل  ســاعت بعــد از لقــاح جدا24از 

  . است

  

  :كنترل 

اســاس كنتــرل بيمــاري بــر پيــشگيري و پرهيــز از  -1
و ريشه كني   ت قرنطينه اي    مقررا(بيماري مي باشد    

 )شرايط بهداشتيو اعمال 

 يدين         -2

نگهــداري جداگانــه نــوزادان و انگــشت قــدها از  -3
 .مولدين

ضدعفوني تجهيزات و ابزار كارگاه و تهيـه تخـم           -4
 .از مولدين عاري از بيماري

سطحي و اسـتفاده از آبهـاي        ضدعفوني آب هاي   -5
 ) چاه و چشمه(زيرزميني 

واكــسيناسيون ماهيــان عليــه بيمــاري راه مطلــوب   -6
ن هـاي تجـاري در حـد تجربـه و      ساست ولي واك ـ  

 امـروزي   DNA واكسن هـاي     .آزمايش مي باشند  
 .نيز گران قيمت است

ــالوگي     -7 ــدهاي آن ــات نوكلئوزي ــتفاده از تركيب اس
              ن تيواينــــــوزي-6:  ضدويروســــــي از جملــــــه 

(6- Thioinosine) ميلــي گــرم 1/0 بــه تعــداد 
ــر،   ــي ليت ــراي هــر ميل ــدين-5ب       هيدروكــسي يوري

(5- hydroxyuridine) 10 بـــــه مقـــــدار 
  ميكروگرم براي هر ميلي ليتر

  

  :تاريخچه وضعيت بيماري در ايران 

 IHNطبق گزارش هاي موجود اولين وقوع بيماري مشكوك بـه         
 در 1379 لغايـت  1378لفات گيـر از سـال       بصورت يك اپيدمي ت   

استان فارس رخ داده است كه دكتر اخلاقي و همكاران اقدام بـه             
ازمايشات تشخيصي مربوطـه كـرده و مـوارد مثبـت سـرولوژيك             

IHN      پس از آن طـي سـالهاي        .  جدا سازي و گزارش شده است
ــاتي در    1379- 1382 ــاران مطالع ــلطاني و همك ــر س ــاي دكت  آق

 در منـاطقي از كــشور  IHNخـصوص بررسـي حـضور ويـروس     
 موفق به جداسازي و شناسـايي نـوعي         1381نموده در اوايل سال     

 از برخي مولدين شدند كه نتـايج حاصـله       IHNVويروس مشابه   
پايان نامـه تخصـصي و مقـالات مربوطـه و نيـز گـزارش               در قالب   

بـدنبال جداسـازي و شناسـايي       . دكتر فلاحـي منتـشر شـده اسـت        
ويروس و نيز مطالعات جنبي ديگر و نيز با توجه بـه تلفـات قابـل                
توجه كه هر ساله در برخي مراكز تكثير به وقوع مي پيوندد، دفتر             

ي از برخـي از     بهداشت آبزيـان اقـدام بـه بررسـي و نمونـه بـردار             

 ppm 100ضدعفوني تخم ها با استفاده از
 . دقيقه مناسب است10 به مدت pH = 6در 
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مراكز تكثير داراي تلفات بالا نمود و مطالعة حاضر نتيجة بررسي           
  .هاي انجام گرفته مي باشد

  

   

  :روش كار 

بررسي از آزمايش آنتي بادي هاي درخشان بـه        در اين   
  . روش غيرمستقيم استفاده شده است

 بــراي تــشخيص ســريع و OIEايــن آزمــايش توســط 
يمـاري وجـود دارد توصـيه شـده         موارد بررسيها در مناطقي كـه ب      

  .است

  : مراحل انجام آزمايش به طور خلاصه شامل 

  تهيه گسترش از بافت هاي ماهيان مبتلا -1

 فيكس كردن گسترش با استن سرد -2

 افزودن آنتي بادي ضدويروسي و انكوباسيون -3

 )ينتوبافر حاوي (شستشو در بافر مربوطه  -4

  و انكوباسيون(FITC)وگه مربوطه ژافزودن كون -5

 تشو با بافر مربوطهشس -6

 مونته كردن لامها با بافر گليسرول نمكي -7

  u.vمشاهده لامها در زير ميكروسكوپ  -8

 استفاده از نمونه هاي كنترل منفي و  كنترل مثبت -9

ــصادفي از    -10 ــه گيــري ت ــه نمون ــدام ب ــا ايــن آزمــايش اق ب
 اسـتان   14مجموعه تعدادي لارو بچـه مـاهي متعلـق بـه            

  . اقدام شدداراي تلفات شديد در سطح كشور

ــدويروس   ــادي ض ــي ب ــا PBS 01/0 در (IHNV)آنت ــولار ب      م
2/7 = pH     80 درصـد تـووين      05/0 كه حاوي مقدار (PBST) 

سـلول هـاي تـك لايـه خـشك شـده را             . است استفاده مي گردد   

 شـسته تـا بـافر كـاملاً         (PBST) بار بـا محلـول       4جهت آبگيري   
ي بـه   حذف شود اين سلول هاي تك لايـه در حـضور آنتـي بـاد              

 در گرمخانه گذاشته مي شـود       C  37مدت يك ساعت در دماي      
 بار شستشوي مجدد داده مي شـود در ادامـه سـلول هـاي               4و بعد   

هدف را در حـضور آنتـي بـادي كونژوگـه بـا محلـول فلورسـين                 
 C  37 به مدت يـك سـاعت در دمـاي           (FITC)سيانات  تيوايزو

 (PBST) بـار شستـشوي مجـدد بـا     4انكوبه مـي شـود و بعـد از          
سلول هاي تك لايه نـشاندار شـده در مجـاورت محلـول نمكـي               

 را بـصورت اسـلايد ميكروسـكوپي تهيـه          pH = 5/8گليسرول با   
 فلورسـنت دار نتـايج را       u.vمي كنند و به توسط ميكروسـكوپ        

در مقايـسه بـا كنتـرل مثبـت و منفـي             +plus4 تا   +Plusبصورت  
  .اعلام مي نمايند

  

  :بررسي  نتايج 

 صورت گرفته از استانهايي كه در سـطح كـشور داراي   در تحقيق 
  :عمده تلفات سنگين بوده اند آمار زير حاصل آمده است 

ــات   )اوه س-اراك(استان مركزي  -1 % 50تلف
  قطعه1175000تعداد 

 - لردگان -شهركرد(استان چهارمحال و بختياري      -2
ــان ــصيرآباد-ناغـ ــات  ) نـ ــداد      %50 -90تلفـ تعـ

   قطعه4838000

تعـــــــــداد   % 70تلفات ) مشهد(سان استان خرا -3
   قطعه2100000

ــات   ) تكاب زاينده رود(استان اصفهان  -4 % 70تلف
   قطعه1550000تعداد 

تعــــداد %  95تلفــــات   )فيروزكوه(استان تهران  -5
    قطعه700000

  % 20تلفات )  مشگين شهر(استان اردبيل  -6

   10367800  قطعه4800تعداد 
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  :زمايش مثبت شناخته شده با اين آآلوده وارد م

    مورد 1    استان قزوين  -1

  مورد 2    استان مازندران -2

    مورد2    استان اردبيل  -3

  مورد14  بايجان غربياستان آذر -4

   مورد19    (+)جمع كل تعداد موارد مثبت 

  

قابل توجه مي باشد كـه بقيـة اسـتانهاي داراي تلفـات سـنگين در                
 گـزارش  (Indirect FAT)تـشخيص آزمايـشگاهي بـه روش    

 .اشته اندد) -(منفي 

  
رنـگ آميـزي بـه روش غيـر      -مقطع هيستو پاتولوژيك بافـت كليـه    : 1نگاره شماره 

  )100×5بزرگنمائي .( سلول هاي مراكز خونساز كليه,مستقيم آنتي بادي درخشان

  

  :نتيجه گيري 

  :فاكتورهايي مثل وابسته به   IHNبيماري بروز 

ش سن، مراحل رشد، نوسانات درجـه حـرارت آب محـيط پـرور      
بدين ترتيـب كـه بـا افـزايش سـن و نزديـك شـدن بـه                  . مي باشد 

فصول گرم سال از تصاوير گزارشـات مبنـي بـر تلفـات ناشـي از                
(IHN)           بـصورت  ) حـاملين ( كاسته مي شود امـا ماهيـان موجـود

ــد   ــروس عمــل مــي نماين ــاقلين و مخــازن نگهــداري وي  نتيجــه .ن
ــي    ــاران قبل ــات همك ــلطاني و    (مطالع ــر س ــي، دكت ــر اخلاق دكت

و نيز ايـن مطالعـه حكايـت از آلـودگي برخـي مـزارع               ) همكاران
ــشابه   ــوعي ويــروس م ــه ن ــر ب  دارد ولــي از آنجائيكــه IHNتكثي

پاتوژنيسيتي اين ويروس كار نشده است نمي توان با قاطعيت هـر            
بهر حال بـا توجـه      . تلفات اتفاق افتاده را به اين بيماري نسبت داد        

سـرولوژي تـاكنون انجـام      به نتايج جداسازي ويروس و مطالعات       
 -1شده در كشور، ضرورت تداوم اين گونه مطالعات بـه منظـور             

 مطالعــات -3 بررســي حــدت آن -2جداســازي مجــدد ويــروس 
 نهايتـاً   -4سرولوژي براي تعيين ميـزان آلـودگي مـزارع تكثيـر و             
 .اعمال مقررات ريشه كني و قرنطينه اي ضروري است

  :منابع 

بخش -اريهاي آزاد ماهيان، بيم)1380(سلطاني، مهدي  -
 انتشارات دانشگاه تهران.بيماريهاي ويروسي 

، جـدا سـازي و شناسـايي        )2002(سلطاني و همكـاران      -
 از برخي مزارع تكثيـر قـزل آلاي     IHNويروس عامل   

 )آرشيو رازي(كشور 

  
اصـول نمونـه بـرداري در آبزيـان         .1384 عـادل  ,حقيقي -

سازمان  انتشارات    ، ترجمه و گردآوري ،    )بخش ماهي (
 دفتر بهداشـت و مبـارزه بـا بيمـاري            دامپزشكي كشور، 

 هاي آبزيان، 

مطالعـه جداسـازي و شناسـايي       -)2002(فلاحي، روزبه  -
رابدوويروس عامل بيماري نكـروز مراكـز خونـساز در        

 -برخي كارگاههاي قزل آلاي رنگـين كمـان كـشور            
دانــشكده ) Ph.D(پايــان نامــه دكتــراي تخصــصي    

، سال  166 شماره پايان نامه     -راندامپزشكي دانشگاه ته  
 82-83تحصيلي 

 بررسي عفونـت هـاي رابـدوويروس        -بهتر، حميد رضا   -
). D.VM( پايـان نامـه دكتـراي عمـومي     -در ماهيـان  

ــرج    ــلامي ك ــشگاه آزاد اس ــكي دان ــشكده دامپزش . دان
  1377-78، سال تحصيلي 317شماره پايان نامه 
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