
 25  1392تابستان ، دوم، سال هفتم، شماره توسعه آبزي پروريمجله 

  (VNN)بررسی اثرات هیستوپاتولوژي ویروس عامل بیماري نکروز عصبی ویروسی
  کشور  در چهار گونه از ماهیان زینتی

  
 ، 5،کورس رادخواه4، شاپورکاکولکی3، محمد رضا مهرابی2، محدث قاسمی1*سید جلیل ذریه زهرا

  10احسان روستائی و 9، یاسر پاك نیت8، سمیه حقیقی کارسیدانی7، مصطفی شریف روحانی6علیرضا نظري
 149/14965: صندوق پستی ، تهران،شورکعلوم شیلاتی موسسه تحقیقات  -7و 4، 3، 1

 66 :یپست صندوقهاي آبزیان، بندر انزلی، داخلی کشور، بخش بهداشت و بیماري هايپژوهشکده آبزي پروري آب -2

 1597: صندوق پستی، هاي آبزیان، بندر عباساريپژوهشکده  اکولوژي خلیج فارس و دریاي عمان ، بخش بهداشت و بیم -5

 155/84515: صندوق پستی، ، اصفهان، گروه شیلات)واحد فلاورجان(دانشگاه آزاد اسلامی  -6

 43169-88693: صندوق پستی، ، بندرانزلی، گروه شیلات)واحد بندر انزلی(دانشگاه آزاد اسلامی  -8

 586/46815: صندوق پستی ،، تنکابنگروه شیلات، )واحد تنکابن(دانشگاه آزاد اسلامی  - 10و9
  

  1392خرداد  12: تاریخ پذیرش    1391اسفند  14:  تاریخ دریافت
  

  چکیده
هدف اصلی این تحقیـق بـوده    Gold fishو  Guppy  ،Zebra  ،Oscarدر ماهیان زینتی  VNN اثرات هیستوپاتولوژي ویروس بررسی

باشدکه وقـوع آن در کفـال ماهیـان    هاي نوظهور در کشور میبیماري یکی از (VNN)روسی هاي اخیر بیماري نکروز عصبی ویطی سال. است
بسـیار مـورد ظـن     ،در دریـاي خـزر  بـا ارزش  کاهش تولید این گونه ماهی  به عنوان یکی از عوامل موثر درو  دریاي خزر به اثبات رسیده است

انتقال ویروس در ماهیان گـوپی و زبـرا بـه    کفال ماهیان مبتلاي دریاي خزر،  وساستفاده ازسوپرناتانت حاصل از تکثیر ویربا . باشدمی محققین
 درایـن تحقیـق    .هاي حمام دادن و تزریق در پشت حدقه چشمی و در ماهیان اسکار و گلد فیش به روش داخل محوطه بطنـی انجـام شـد   روش

علائم بالینی مانند شناي غیر  .صورت گرفت1389ر مردادماه د) بندرانزلی(هاي داخلی آزمایشگاه ویروس شناسی پژوهشکده آبزي پروري آب
هاي درخشـان  هیستوپاتولوزي و پادتنهاي  حالی، بیرون زدگی چشم، تیرگی پوست و موارد تلفات بصورت روزانه ثبت و آزمایشطبیعی، بی

، التهاب و پرخونی بافت مغز، نکروز و پیگنوتیک همچون ادم ضایعات پاتولوژیک  مواردي از ،شاهدگروه در مقایسه تیمارها با  .انجام گردید
نتایج آزمـایش  . زینتی مذکور مشاهده گردیدچشم ماهیان بافت مغز و با شدت کمتري در بافت شبکیه واضح در واکوئولاسیون   ها،هسته نشد

IFAT)(  ن فوق  به ویروس حاد آید که ماهیانظر میه لذا چنین ب. طورکامل نتایج هیستوپاتولوژي را تایید نمودنیز به(VNN) باشندحساس می .  
  

  .اسکار، ماهی طلایی ، ماهیگورخري، گوپیماهی   آسیب شناسی،بیماري نکروز عصبی ویروسی،   :کلیدي کلمات
  

                                                             
  .(j.zorieh@ifro.ir(دار مکاتبات عهده  *
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  مقدمه
امــروزه از ماهیــان زینتــی  ایــن رهیافــت علمــی کــه

عنــوان مــدلی در تحقیقــات آبزیــان  بــه Zebraهمچــون 
عامـل  آن داشت تا تاثیر ویروس  شود ما را براستفاده می

گونـه مـاهی زینتـی    چهـار  یروسی را بـر  ونکروز عصبی 
Guppy  ،Zebra  ،Oscar  وGold fish  بررسی نمـائیم .

گـذاري در مقولـه ماهیـان    سـرمایه امروزه دیگر سوي از 
هـاي  یکی از راهبردهاي جدید در توسـعه برنامـه   ،زینتی

جه به اسـتقبال  که خوشبختانه با توباشدمیکشور شیلاتی
-قابل توجه بخش خصوصی طی سـالهاي اخیـر سـرمایه   

هاي مناسبی در این خصوص در کشور صـورت  گذاري
هـاي تـامین   بـا توجـه بـه اینکـه یکـی از راه     . گرفته است

ــواع   ــان زینتــی از طریــق واردات ان مولــدین و بچــه ماهی
هـاي آسـیاي جنـوب    ماهیان زینتی بویژه از طریق کشور

ــی  ــرقی م ــدش ــود   و  باش ــورها وج ــن کش ــاکنون در ای ت
هاي ویروسی مهلکـی همچـون هـرپس ویـروس      بیماري

و بیماري نکـروز عصـبی ویروسـی     (KHV)ماهی کوي 
(VNN)  به اثبات رسیده اسـت )Bovo, et al., 2008( ،

ــن تجــارت    ــق ای ــروس از طری ــن وی در احتمــال ورود ای
یکی از تهدیـدات  در حال حاضر  .باشدکشور مطرح می

هاي واگیـردار  نعت نوپا خطر بروز بیمارياساسی این ص
عفونی اعم از باکتریـائی و ویروسـی در مـزارع تکثیـر و     
پرورش ماهیان زینتی است که در صورت عدم رعایـت  

هـاي عفـونی   گیرياصول مدیریت بهداشتی و وقوع همه
با وقوع تلفات و خسارات اقتصادي بـالا همـراه خواهـد    

وز عصـبی ویروسـی   هاي اخیر بیماري نکرطی سال. بود
(VNN)  ــاري ــی ازبیم ــور  یک ــاي نوظه  Emerging(ه

Disease( که وقوع آن در کفـال ماهیـان    در کشور بوده
 Zorriehzahra, et( دریاي خزر به اثبات رسـیده اسـت  

al., 2005.(  با کاهش میـزان ذخـائر و   وقوع این بیماري

آمار صید دومین ماهی استخوانی با ارزش دریـاي خـزر   
  . هی سفید به همراه بوده استبعد از ما

در حــال حاضــر بیمــاري نکــروز عصــبی ویروســی  
)Viral Nervous Necrosis ( یکی از مهمترین بیمـاري-

ــت    ــی اس ــی و وحش ــایی پرورش ــان دری ــاي  ماهی ــه ه ک
گسترش جهانی دارد و عمدتا در بچـه ماهیـان و ماهیـان    
جوان رخ داده و خسارات زیادي را در صنعت پـرورش  

 ,.Bovo, et al( کنـد یی دنیــا ایجـاد مــی ماهیـان دریـا  

ــایی ایـــن بیمـــاري مـــی. )2007 توانـــد در منـــاطق دریـ
گرمسیري و معتدل شیوع یابد و تاکنون ابـتلاي بـیش از   

گونـه از ماهیـان دریـایی، پرورشـی و زینتـی بـه ایـن         40
  .)Gomez, et al., 2006( بیمـاري گـزارش شـده اسـت    

متفـاوتی را بـا   ماهیان مبـتلا ممکـن اسـت علایـم بـالینی      
عـلاوه  ه توجه به گونه، سن و دماي محیط نشان دهنـد ب ـ 

ــزان تلفــات در اشــکال حــاد و تحــت حــاد    علایــم و می
مهمتـرین مشخصـه بیمـاري در    . باشدبیماري متفاوت می

هاي مختلف شناي غیر طبیعی، اتسـاع کیسـه شـنا و    گونه
عامل بیماري یک ویروس کوچـک  . تلفات شدید است

دار متعلق بـه خـانواده    RNA، )پاکت( Envelopeبدون 
Nodaviridae   و جـنسNodavirus  اسـت )Mori, et 

al., 1992; Comps, et al., 1994.(  
وآکواریـومی،   له خصوصیات ماهیـان زینتـی  از جم
بـالا و پـذیرش شـرایط آکواریـومی خـوب و       سازگاري

در ایـن  . باشـد تکثیرمناسب و حتـی بازمانـدگی بـالا مـی    
از جملـه   Guppy  (Poecilia retriculata)میان مـاهی  

ماهیان مستعد و حساس به ابتلا به بیماري نکروز عصـبی  
ویروســی اســت کــه در کشــور ســنگاپور ابــتلاي آن بــه 

گــزارش شــده و مطالعــاتی نیــز روي آن  VNNبیمــاري 
  ).Hegde, et al., 2005(صورت پذیرفته است 
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طــرح تحقیقــاتی بــراي پــی بــردن بــه      یــک در  
یـروس جداشـده از کفـال ماهیـان و امکـان      بیماریزایی و

سـوپرناتانت   بـا کمـک   ،هـاي دیگـر  انتقال آن بـه گونـه  
ماهیـان  در  CPEاثـرات   SSN-1حاصل از تیـره سـلولی   

و  (Nazari, et al., 2011) )بـه صـورت حمـام   (گـوپی  
به صورت تزریـق در پشـت حدقـه    ( برونبچه ماهیان قره

مـورد   سازي صورت گرفت که در هر دومواجهه) چشم
علاوه بر بروز علایم بالینی واضح، واکوئولاسیون شدید 

در بافـت مغـز و شـبکیه    به همراه نکروز گسـترده بـافتی   
ــد  ــاهده ش ــم مش ــاران، ( چش ــرا و همک ــه زه ). 1390ذری

ــین در ادامــه مطالعــات بیمــاریزا  هــاي  ی، بررســییهمچن
داراي علائم بـالینی از   هاي گوپیتکمیلی بر روي نمونه

ــایش  ــر آزمـ ــو نظـ -میکروســـکوپ الکترونـــی و ایمونـ

صورت گرفت و نتایج حاصله نشان  (IHC)هیستوشیمی 
داد کـه حضــور نــودا ویــروس بــا بــروز علایــم بــالینی و  

-نـودا توان بتاکالبدگشایی و تلفات در ارتباط بوده و می

ویروس را به عنـوان عامـل اصـلی تلفـات کفـال ماهیـان       
 ,. Nazari, et al( طلایی دریاي خـزر محسـوب نمـود   

ــلی  . )2011 ــدف اص ــق  ه ــن تحقی ــرات  در ای ــی اث بررس
در ماهیــان زینتــی  VNNهیســتوپاتولوژي ویــروس حــاد 

Guppy  ،Zebra  ،Oscar  وGold fish   ــد در فراینــ
  . بودمواجهه سازي 

  
  هامواد و روش

 سازيمواجههو آزمون بیماریزایی  .1

ــاریزایی  ــون بیمـ ــام آزمـ  در (Pathogenicity) انجـ
هاي مورد استفاده جهـت  ترین روشز مهمماهیان سالم ا

دست آمده قبلی و تایید تشخیص یک ه تأیید اطلاعات ب
در ایـن  . (OIE, 2009)باشد بیماري جدید و نوظهور می

و  روش عامل بیماریزا که در مراحل قبل جداسازي شده

ــه  حــدت ــات رســیده آن ب ــوداثب ــان ســالم   ب ــا ماهی ــه ب ب
بـروز   مکـان و ا شـود مـی تمـاس داده  هاي متفاوت  روش

فـراهم  بیماري در ماهیان سالم در محیط کـاملاً اسـتریل   
پـس از بـروز علائـم کلینیکـی در ماهیـان،      . خواهد شـد 

هــاي بــا اســتفاده از روشمجــدداً مراحــل تأییــد بیمــاري 
ــا  (OIE)توصــیه شــده  تکــرار  (Confirmation test)ی

ــی ــردد م ــه از    . گ ــر دو مرحل ــان در ه ــاي یکس ــخ ه پاس
یلی بـر تأییـد مشخصـات ارائـه شـده بـراي       آزمایشات دل

بـراي انجــام ایـن آزمــون و   . عامـل بیمـاري خواهــد بـود   
  .باشدهاي گوناگون مطرح میسازي روشمواجهه
  
  )Injection test( روش آزمون تزریق 1-1

 همچونبزرگتر بالغ و در این روش که براي ماهیان 
تـري نیـز   شـود، و روش مطمـئن  مولد استفاده مـی  انماهی
شد، ویروس در بافت هـدف تزریـق شـده و اجـازه     بامی

کـاملاً اسـتریل از    یبه ماهی در محیط ـ بالینیبروز علائم 
. شـــودزاي احتمـــالی داده مـــیر عوامـــل بیمـــاريســـای

ســازي از مواجهــههــاي گونــاگونی در ایــن شــیوه  روش
ــلانی    ــق عض ــون تزری ــود دارد همچ ــق (I.M)وج ، تزری

تاقـک خلفـی   پشـت ا تزریـق    ،(I.P) داخل محوطه بطنی
ــخاکــه روش  )Intravitreous injection( چشــم ــا ی ر ب

یکـی از  موضع تزریق به شبکیه چشـم،   یتوجه به نزدیک
اي اختصاصـی بـراي آزمـون بیمـاریزائی در ایـن      هگزینه

میـزان دز ویـروس بکـار    بـدیهی اسـت   . باشدبیماري می
علائـم   آغـاز رفته در هـر روش متفـاوت بـوده و بـالطبع     

 نیـز متغیـر خواهـد بـود    هاي متفاوت بـالا  بالینی در روش
)Húsgaro, et al., 2001(.  مــورد ویــروس میــزان دز

ــه    ــق در ادام ــن تحقی ــتفاده در ای ــه  اس ــر روش ب ــراي ه ب
  .بیان خواهد شدتفکیک 
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 (Bath challenge)  روش تست حمام 1-2

کوچـک   انـدازه هاي با در این روش که براي ماهی
گیرد، عامل ویروسی و بچه ماهیان مورد استفاده قرار می

ــدار   ــه مق ــروس    دز ب ــراي وی ــده ب ــف ش ــخص تعری مش
)TCID50 (    در هر میلی لیتر از آب مـورد آزمـایش قـرار

و اجازه تماس مستقیم ماهی بـا ویـروس و جـذب     گرفته
هـا داده  آن از طریق جلدي و دستگاه گوارش و آبشـش 

شود و ویروس جذب شده مسیر خود را تا رسیدن به می
  .واهد نمودبافت هدف طی خ

در ایـن مطالعــه بـه منظــور مواجهـه ســازي از روش    
و  (I.P)و تزریق داخل محوطـه بطنـی  ) BC(تست حمام 

حاصـل از ماهیـان کفـال آلـوده     سوپرناتانت ویروسی از 
ــد   ــتفاده گردی ــزر اس ــاي خ ــد  د. دری ــر دو روش بای ر ه

گیـرد از لحـاظ همـه    محیطی که مـاهی در آن قـرار مـی   
هیچ نوع آلوده کننده جانبی شرایط تحت کنترل باشد و 

هـاي مـورد آزمـایش    دیگر باعث بروز بیماري در مـاهی 
  . نگردد
  هاي ماهی نمونه 1-3

هـاي  گرمـی از گونـه   2-4ماهی حـدود   360تعداد 
Guppy ،Zebra ،Oscar  وGold fish  تیمار  چهاربراي

در نظـر گرفتـه    کنترل در تحقیق یکو تکرار مربوطه و 
کـز تکثیـر ماهیـان زینتـی اسـتان      از مرا ماهیان مزبور. شد

به منظور اطمینان از سـلامت ماهیـان   . گردیدگیلان تهیه 
صورت تصادفی انتخاب و با ه تعدادي از ماهیان ب مزبور،

ــت  ــخیص کی ــتاندارد تش ــرکت   (VNN)اس ــاخت ش س
IQ2000  ــایوان ــور ت ــرار    ،از کش ــی لازم ق ــورد بررس م

ماهیــان نســبت بــه گرفتــه و پــس از اطمینــان از ســلامت 
کلیه شرایط و تجهیـزات مـورد   . اقدام گردید انتقال آنان

و  Nishizawaسازي منطبق با تحقیقـات  استفاده مواجهه
  .باشدمی) 2011(همکاران 

  لوازم و تجهیزات آکواریومی 1-4
اي بـه  هاي شیشـه از آکواریوم BCبراي انجام تست 

تهیـه شـده در   ) لیتـري  64(متـر سـانتی  40× 40× 40 ابعاد
هاي  اسی پژوهشکده آبزي پروري آبشنبخش ویروس
مجهز ها آکواریوم. استفاده گردید) انزلی( داخلی کشور

و  +NH4هاي جـاذب  هاي هواده و همچنین فیلتربه پمب
در ابتـــدا پـــس از  هـــاآکواریـــوم. بودنـــدذرات معلـــق 

هیپوکلریـت ســدیم  وسـیله محلـول   ه شستشـوي کامـل ب ـ  
 ضدعفونی شده و سـپس بـا آب اسـتریل آبکشـی    % 5/0

قطعـه مـاهی آبگیـري     30لیتـر بـراي    40به مقدار شده و 
ها جهت کنتـرل وضـعیت   تعویض آب آکواریوم. شدند

بهداشتی و آلودگی احتمـالی هـر هفتـه یـک بـار انجـام       
آب  هـا، بـراي آکواریـوم   آب مورد اسـتفاده . گردید می

ساعت قبل از استفاده جهت  24کشی شهري بود که لوله
ي هـاي اسـتریل نگهـدار   حفظـه از بین رفـتن اثرکلـر در م  

ــی ــدم ــاهی . ش ــه م ــا کلی ــل از  10ه ــه روز قب ــه مواجه ب
ــرایط   ــل و در ش ــگاه منتق ــازگاريآزمایش ــیط   س ــا مح ب

ها از غذاي جهت غذادهی ماهی. آکواریوم قرار گرفتند
با عنایـت بـه احتمـال    . استفاده گردید آماده تجاريپلت 

 ،ههاي مختلف انگلی و باکتریائی در غذاي زندآلودگی
 .)(Person-Le Ruyet,1990از آن صـرف نظـر گردیـد   

-ن از سلامتی غذاي مصرفی از نمونهبه منظور اطمینالذا 

ی و قـارچی  یباکتریاهاي آزمایش ،مورد نظرغذاي هاي 
مورد نظر صورت گرفت و پـس از اطمینـان از سـلامت    

در رونـد ایـن تحقیـق از آن اسـتفاده      ،غـذاي مـورد نظـر   
 . گردید

ــور تهیـ ـ  ــه منظ ــی  ه ب ــوپرناتانت ویروس ــوژن (س هم
 انماهیمبتلا از ي هااز نمونه و چشم ، تعدادي مغز)مغزي

ــاي خــزر  (Liza auratus) کفــال طلایــی و داراي دری
بــر اســاس پروتکــل ســپس  .جــدا گردیــد علائــم بــالینی
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بافـت مغـز بـا    مربوطه جهت تهیه سوپرناتانت مورد نظر، 
بـه  ) HBSS  )Hanks balanced salt solutionمحلـول  

نـانومتر،   45/0و پس از عبـور از فیلتـر   خوبی مخلوط شد
تـا زمـان اسـتفاده در     گردیـد و تهیـه  مورد نظـر  استوك 

 ;Kokawa, et al., 2008(نگهداري شد  -C80°فریزر 

Pakingking, et al., 2011.(  
  روش انجام آزمایش 1-5

بر روي همه ماهیان از محلول یکسان  BCدر روش 
نمونه هاي کنتـرل منفـی،   ) (I.Pروش در استفاده گردید 

هـاي کنتـرل   تزریق آب مقطـر صـورت گرفـت و نمونـه    
مثبت نیز بدون تزریق یا بـدون آلـوده شـدن بـه همـوژن      

انجـام  ول مـدت  ط ـدر . مغزي مورد بررسی قرار گرفتنـد 
با استفاده از بخـاري  ها آکواریومماي آب این تحقیق، د

درجـه   اتوماتیک و ترموستات دار، با تنظـیم آن بـرروي  
°C28  اي که هرگـاه درجـه آب   گونهه تثبیت گردید، ب

شـد بخـاري بـه    از درجه تنظیم شده بیشـتر یـا کمتـر مـی    
صورت اتوماتیک از کار افتاده و یا مجددا شروع به کار 

بـراي   .شـد تنظیم  8-7نیز به میزان  pHمیزان  و  نمودمی
در ، متـر  pHدر این دامنه، با استفاده از  pH ثابت نمودن

اسـیدیته آب، بـا افـزودن     میـزان صورت نیاز بـه کـاهش   
مقداري آب هم دما که کاملا عاري از هـر نـوع مـواد و    

و در گردید میاقدام به این امر نسبت گازهاي مضر بود 
جهت  .شداستفاده میبیکربنات دو سود صورت لزوم از 

افزایش اسیدیته آب، از فسـفات منوسـدیک یـا فسـفات     
در طول نگهداري  .گردیدتفاده میاس% 2اسید دو سدیم 

 بـالینی تـا شـروع اولـین علائـم      هـا ها در آکواریومماهی
هـا بـر   هـوادهی و تغذیـه مـاهی    سازي،حاصل از مواجهه

منظم انجام صورت ه استاندارد و باساس برنامه غذا دهی 
  . گردید
  

  )Challenge( سازيههمواج 1-6

 1389مـرداد مـاه    16سازي از روز ههآزمایش مواج
 يپرور يآبززمایشگاه ویروس شناسی پژوهشکده  آدر 
در ابتـدا  . آغـاز گردیـد   )یانزل ـ( کشـور  داخلی هاي آب

ــ ســازگاري ــم  10مــدت ه ب ــه و علای روز صــورت گرفت
طبیعـی ماهیـان بــه صـورت روزانـه مــورد مشـاهده قــرار      

در این مدت نوداویروس عامـل بیمـاري نکـروز    . گرفت
بـر روي   مربوطـه سوپرناتانت حاصل از عصبی ویروسی 

روز هریک از 10پس از  .تکثیر شد SSN-1تیره سلولی 
-SSNهاي سلولها به طور جداگانه با سوپرناتانت گروه

در ماهیان گوپی و حمام به صورت  ساعت 2به مدت  1
 و )TCID50 ml–1 107×7/3( با دز ویروسی به میزان زبرا

 Gold(و  اسکاردر ماهیان  (I.P) محوطه بطنیتزریق در 

fish(  با دز ویروسی به میـزان )TCID50 ml–1 107×3/6( 
تعــدادي از  درو تزریـق در پشــت اتاقــک خلفــی چشــم  

 TCID50 ml–1(بـا دز ویروسـی بـه میـزان     ماهیان گـوپی  
 Húsgaro, et( سازي صورت گرفتمواجهه) 0/1×107

al., 2001(.   
ها به آکواریوم خـود منتقـل   سپس هر یک از گروه

ت یک ماه در شرایط کنتـرل شـده و بـا    گردیده و به مد
روزانــه فضــولات نگهــداري  لیــههــوادهی مناســب و تخ

در مشـاهده روزانـه در صـورت بـروز علایـم      . گردیدند
زدگی یا تیرگـی چشـم   عدم تعادل، بیرون همچونبالینی 

ــارف،و شــناي نام ــه تع ــرداري نمون ــتلا ب ــان مب در از ماهی
و  ناسـی شآسـیب  هـاي جهت انجام آزمایش% 10فرمالین

 – C°80 نگهـداري در فریـزر  نیـز  درخشان و  هايپادتن
  .صورت پذیرفتهاي تکمیلی جهت انجام سایرآزمایش
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 )Histopathology( شناسیآسیب .2

بـا مشـاهده واکوئولاسـیون    این بیماري اولیه  مطالعه
 شــودانجــام مــیدر بافــت مغــز، نخــاع و شــبکیه چشــم  

ــتورالعمل ( ــیکن  )OIE ,2009دسـ ــایش لـ ــیب آزمـ آسـ
ــی ــوارد ا   شناس ــاتی از م ــل گزارش ــه دلی ــدون  ب ــتلاي ب ب

 Bovo, et al., 2007; Galeotti (ضایعات واضح بافتی 
et al., 1999 (تواند به عنوان یـک ابـزار تشخیصـی    نمی

لـذا تاییــد تشـخیص بــه    محسـوب گــردد دقیــق  و قطعـی 
  .هاي اختصاصی توصیه شده استروشکمک سایر 

هـاي داراي علائـم   نمونـه شناسـی در  مطالعات بافت
پـس   بدین منظـور . بالینی و موارد تلفات صورت گرفت

ابتـدا قسـمتی    ،علائم بالینیبروز و آغاز سازي ههاز مواج
ــایی   از مغــز، نخــاع و یــک چشــم بــه همــراه عصــب بین

قرار %  10داخل محلول فرمالین  از هر ماهی دره، مربوط
ــس از    ــالین پ ــول فرم ــد و محل ــاعت  48و  12داده ش س

دو هفتـه پـس از تثبیـت کامـل، پروسـه      . ض گردیدتعوی
سازي بافت بـا  سازي بافت شامل آبگیري و شفافآماده
هاي مختلف اتانل و گزیلل در دستگاه اتوتکنیکوم رقت

هـا را پارافینـه کـرده و بـه وسـیله      سپس نمونـه . انجام شد
هـا تهیـه   از آن μ 5مقاطع بافتی بـه ضـخامت    ،میکروتوم

قـاطع بـه روش هماتوکسـیلین و    آمیـزي م رنـگ . گردید
توسط میکروسکوپ مقاطع انجام شد و  (H&E)ائوزین 
  .قرار گرفتبررسی مورد نوري 
ــایش  .3 ــادتنآزم ــايپ ــان غیرمســتقیم  ه  درخش

)IFAT( بر روي مقاطع بافتی  
ــتورالعمل تشخیصـــی   ــایش در دسـ  OIEایـــن آزمـ

تشخیصــی مناســب بــراي  یــک روشعنــوان بــه) 2009(
هـاي سـلولی آلـوده و مقـاطع     شناسایی ویـروس در تیـره  

ایــن روش در  .بــافتی مغــز و چشــم پیشــنهاد شــده اســت
امکان تشخیص هایی که علایم بالینی واضح دارند نمونه

علایـم بـالینی    واجد اندر ماهی و سازدسریع را فراهم می
 راحتی قابـل ه بالاي ویروس در بافت مغز بدلیل تراکم به

همچنـین  ). Bovo, et al., 2007( خواهـد بـود  تشخیص 
تواند به طور گسترده به عنوان یـک روش  میاین روش 

 بررسی بیماریزایی پس از عفونت تجربی استفاده گـردد 
) Nguyen, et al., 1996 & 1997؛ Tanaka, et al., 

1998(.  
  
ــایش    3- 1 ــل آزم ــادتن مراح ــر  پ ــان غی درخش

   )OIE,2009(مقاطع بافتیمستقیم در
 10الین نمونه بافتی مغز و چشم را در فرم ـ - 3-1-1

 .درصد تثبیت کرده و پارافینه گردید

تهیـه شـده و    μ 5قاطع بافتی با ضـخامت  م - 3-1-2
 قرار گرفـت  PBSپس از پارافین زدایی در داخل 

 .تا مجدداً آبدهی گردد

 .سرد شستشو داده شد PBSمقاطع با  - 3-1-3

 آنتی بادي خرگوشی ضد بتا نودا ویروس - 3-1-4
را بــر ) Aquatic diagnosticsســاخت شــرکت (

دقیقه در  30مدت ه سلولی قرار داده و بروي لایه 
گــراد و در اتاقــک مرطــوب   درجــه ســانتی  37

 .شدنگهداري 

ــا    4 - 3-1-5 ــو بـ ــار شستشـ  PBS-Tween 80بـ
)PBST (انجام شد. 

ــادتن - 3-1-6 ــی   پ ــولین خرگوش ــد ایمونوگلوب ض
فلورسـئین ایزوتیوسـیانات   ترکیب کنژوگه شده با 

قسـمتی  روي  بر Aquatic diagnostics)شرکت (
دقیقه در  30مدت ه و ب گرفتقرار  یاز مقطع بافت

 .گردیدگراد نگهداري درجه سانتی 37

زیــر  درانجــام شــده و  PBSTشستشــو بــا  - 3-1-7
  .شدمیکروسکوپ فلورسنت  مشاهده 
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ــی    ــروس، رنــگ طلای ــه وی ــودگی ب در صــورت آل
هـاي مغـز، نخـاع و    در داخل سیتوپلاسم سلول درخشان

  .شبکیه قابل مشاهده است
  
خشـان غیـر   درپـادتن  مراحل آزمـایش   -2- 3

 بافتیهاي بر روي نمونهمستقیم 
 ماهیـان گـاریز   گسترش بافت مغز و چشم - 3-2-1

 .صورت گرفت Imprintingبر روي لام به روش 

تثبیـت بافــت بــا اســتن ســرد در زیــر هــود   - 3-2-2
 .شیمیایی انجام شد

مشابه مراحـل ذکـر شـده    ها ادامه آزمایش - 3-2-3
 . صورت گرفت 4-1-3از مرحله در بالا 
 

  نتایج
  یمشاهدات بالین

 Gold( و اسـکار  ، زبـرا ماهیان آکواریومی گوپی، 

fish( بررسیمورد یکماه ه سازي به مدت هپس از مواج 
ــد کــه  از درصــد  40حــدود در ایــن فاصــله قــرار گرفتن

حـالی، شـناي نامتعـارف و شـناي بـر      با علایم بـی  ماهیان
تلـف شـدند    پشت و مواردي نیز با اتساع محوطـه بطنـی  

ــه و) 1شــکل ( صــورت از آنــان هــاي لازم بــردارينمون
  .گرفت

   

  
  

  سازي همراه با اتساع محوطه بطنی و اگزوفتالمیعلائم بالینی در ماهی گوپی پس از انجام مواجهه: 1شکل 
  

  آسیب شناسی
آسـیب شناسـی بـافتی در مقـاطع     هاي  در آزمایش

هـاي کنتـرل منفـی هیچگونــه    بافـت مغـز و چشـم گــروه   
) 3و  2شـــکل ( ئولاســیون مشـــاهده نشــد  وعلایــم واک 

ه ه ـو گـوپی مواج  اسـکار در مقطع مغز ماهیـان   چنینهم
ــال   داده  ــده از کفــ ــوداویروس جداشــ ــا نــ ــده بــ  ،شــ

، مواردي از ضـایعات پاتولوژیـک   ئولاسیون شدیدوواک
همچــون ادم، التهــاب و پرخــونی بافــت مغــز، نکــروز و  

در بـه همـراه نکـروز گسـترده      پیگنوتیک شدن هسته ها
مغـــز  (Telencephalon)ه گرانـــولار ناحیـــه تلنســـفال لایـــ

واکوئولاسیون و نکروز بـافتی در بافـت   . مشاهده گردید
 Nuclear layer and Ganglion cell layerشـبکیه در  

  ).6و 5 ،4شکل(  مشاهده گردید

1 Cm 
  اتساع محوطه بطنی

 )بیرون زدگی کره چشم(اگزوفتالمی 
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   x10 منفی کنترلسالم به عنوان  يزبراماهی چشم مقطع  آسیب شناسی :2شکل 

  

  
   x4سالم به عنوان کنترل منفی  يزبرا ماهی مقطع مغز ناسیآسیب ش :3شکل 

  

  
  مشاهده ،ت حدقه چشمی، تزریق نوداویروس جداشده از کفال در پشاسکارمقطع مغز ماهی  آسیب شناسی :4شکل 

   x4 ،ر ناحیه تلنسفال مغزنکروز گسترده لایه گرانولاو ) پیکان زرد( ادم، التهاب و پرخونیهمراه با  )پیکان( ئولاسیون شدیدوواک 
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  مشاهده  ،آسیب شناسی مقطع چشم ماهی اسکار، تزریق نوداویروس جداشده از کفال در پشت حدقه چشمی :5شکل 

   x 10 ،شبکیهبافت  Nuclear layer and Ganglion cell layerدر به همراه نکروز گسترده بافتی ) پیکان( واکوئولاسیون شدید
 

  
  مقطع مغز ماهی گوپی حمام داده شده با نوداویروس جداشده از کفال،  ب شناسیآسی :6شکل 
   x4 ،ناحیه تلنسفال مغزهمراه با نکروز گسترده لایه گرانولار  )پیکان( ئولاسیون شدیدوواک

  
  درخشان غیر مستقیمهاي آزمایش پادتن
درخشـان غیـر   هاي پادتنها به روش آزمایش نمونه

ــتفاده   ــا اس ــتقیم  ب ــد   مس ــادي ض ــی ب ــال آنت از مونوکلون
بـر   Aquatic diagnosticsنوداویروس ساخت شـرکت  

روي مقاطع بـافتی و گسـترش هـاي تثبیـت شـده مغـز و       
کـه بـه   مبـتلا  در مقطع مغز ماهی کفـال  . چشم انجام شد

آنتـی   -واکنش آنتـی ژن  عنوان کنترل مثبت استفده شد
 تلألو طلایی به صورت واضح دیده شد بادي به صورت

در مقاطع مغز و چشم و کبد ماهیـان   همچنین. )7شکل (
ی از ئاه ـمواجه شده با نوداویروس نشانه  زبرايگوپی و 

تـا   8شـکل  ( آنتی بادي مشـاهده شـد   -واکنش آنتی ژن
لیکن در بافت کبـد مـاهی زبـرا حمـام داده شـده بـا       . )9

سوپرناتانت ماهی کفال، تشکیل نقـاط طلایـی درخشـان    
آنتـی بـادي مشـاهده     -نتی ژن حاصل از بروز واکنش آ

  ).10شکل (نگردید
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  درخشان غیر مستقیم بر روي  مقطع مغز ماهی کفال بیمار به عنوان کنترل مثبت، پادتن آزمایش  :7شکل 

   x 4،  )پیکان( آنتی بادي - نقاط طلایی درخشان حاکی از بروز واکنش آنتی ژن
  

  
  ،ماهی کفالسوپرناتانت  حمام داده شده با مغزگوپی مقطع م بر رويدرخشان غیر مستقیهاي پادتنآزمایش  :8شکل 

   x 10 ،)پیکان( آنتی بادي -نقاط طلایی درخشان حاکی از بروز واکنش آنتی ژن  

  
   x 10 ،ماهی کفالدرخشان غیر مستقیم بر روي مقطع چشم گوپی حمام داده شده با سوپرناتانت هاي پادتنآزمایش  :9شکل 
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  ماهی کفالدرخشان غیر مستقیم بر روي مقطع کبد زبرا حمام داده شده با سوپرناتانت هاي پادتنآزمایش  :10شکل 

  x10 آنتی بادي، -عدم تشکیل نقاط طلایی درخشان حاصل از بروز واکنش آنتی ژن 

  
  بحث

ــه بیمــاري و تشــخیص مطالعــه  نکــروز عصــبی اولی
عصبی  واکوئولاسیون در مقاطعآثار با مشاهده ویروسی 
 و گیـرد میانجام وشبکیه چشم  بافت مغز، نخاعهمچون 

هـاي سـرولوژیک ماننـد    تشخیص ویروس به روشتایید 
در گسترش بافـت مغـز و   درخشان غیرمستقیم هاي پادتن

مـورد  ماهیان مقاطع بافتی پارافینه یا و  مبتلاچشم ماهیان 
بررسـی اثـرات   در این تحقیـق  . گیردبررسی صورت می

ــتوپاتولو ــاد  هیســ ــروس حــ ــر روي  (VNN)ژي ویــ بــ
گـوپی، زبـرا و   گونه مـاهی زینتـی همچـون مـاهی     چهار

ــکار ــه Gold fishو  اسـ ــق مواجهـ ــازي از طریـ ــا سـ بـ
سوپرناتانت ماهیان کفال مبـتلاي دریـاي خـزر صـورت     

در مـواردي از تلفــات   ســازيهه ـپــس از مواجگرفـت و  
مــاهی  Supernatantبــا (مشـاهده شــده در روش حمــام  

، علائـم شـاخص بیمـاري نکـروز       I.Pزریقو یا ت) کفال
ــی   ــبی ویروس ــارف،   (VNN)عص ــناي نامتع ــون ش همچ

اتساع محوطه شکمی و شناي مـاهی در حالـت خوابیـده    
در ماهیـان زینتـی مـورد آزمـایش     (Belly up) بر پشـت  

، قبـل از تلفــات مشـاهده گردیــد  ) مـاهی گـوپی و زبــرا  (
ــور ت  ــه منظ ــین ب ــر   همچن ــائی عــلاوه ب ــد تشــخیص نه ائی

هاي آسیب شناسـی کـه بـا بـروز واکوئولاسـیون       رسیبر
، ي از ضایعات پاتولوژیک همچـون ادم مواردپیشرفته و 

ناحیـه  نکروز سلول هاي عصـبی در  التهاب و پرخونی و 
 Nuclearدرو بافــت مغــز  (Telencephalon)تلنســفال 

layer and Ganglion cell layer    همـراه  بافـت شـبکیه
ــا نتــاکــه ایــن یافتــه بــود یج ســایر محققــین در ایــن هــا ب

 ,.Nazari, et al( دادخصــوص هماهنــگ نشــان مــی

بـا اسـتفاده از مونوکلونـال آنتـی بـادي      همچنین . )2011
 Aquatic diagnosticsضد نوداویروس ساخت شرکت 

هـا  بر روي آننیز هاي درخشان غیرمستقیم آزمون پادتن
ایـن روش بـه عنـوان یـک روش دقیـق و       .انجام گردیـد 

 اي مـوارد بـالینی بیمـاري توصـیه شـده اسـت      حساس بـر 
)OIE, 2009; Nguyen, et al., 1996; Bovo, et al., 

2007b; Tanaka, 1998.( درخشـان  طلایی هور نقاط ظ
 کنتـرل مثبـت   مغز ماهی کفـال کـه بـه عنـوان     مقاطعدر 

ــتفاده گردیـــد  ــاکی از حضـــور آنتـــی ژن اسـ ــاي حـ هـ
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 هـا بـا  هـا و واکـنش آن  نوداویروس در سیتوپلاسم سلول
آنتی بـادي ضـد نـوداویروس تهیـه شـده در       مونوکلونال

ــتقیم بـــا آنتـــی مـــوش و بـــه بـــادي ضـــد طـــور غیرمسـ
فلورسئینه تهیه شده در خرگوش ایمونوگلوبولین موشی 

که این نتـایج در مـورد ماهیـان مـورد آزمـایش نیـز       بود 
ــع  .صــادق بــود ــهههــمواجدر واق ــا ســازي ایــن گون هــا ب

شناسـی  ل در آزمایش بافـت س جداشده از کفانوداویرو
نکـروز  ، التهاب و پرخونی و ادم ،ن پیشرفتهوئولاسیوواک

نیـز  درخشـان  هـاي  پـادتن و در آزمـایش  بافتی گسـترده  
نتـایج  حاصـل و  آنتی بادي  -آنتی ژن کمپلکس واکنش

   .تائید گردید
مـاري رخـداد بیمـاري    هنگام مواجهه با عامـل بی  در

ام شــده توســط در بررســی انجــ. افتــدســریع اتفــاق مــی
Breuil  در   در مـاهی بـاس دریـائی،   ) 2002(و همکاران

روش غوطه وري پیشرفت ضایعات مغـزي ایـن بیمـاري    
در مطالعـه دیگـري بـر روي    . روز  حادث شـد  6-4طی 

و همکـاران در سـال    Peducasseهمین ماهی که توسط 
  سـازي، صورت گرفت شش روز بعد از مواجهه  )1999(

ــه  ــه روش غوط ــاورتی  ، %32وري ب ــه  %43روش مج و ب
همچنـین  . دیدمرگ و میر مشاهده گر %24روش دهانی 

سـازي عامـل بیمـاري بــه روش    در ایـن بررسـی مواجهـه   
% 100روز تلفـاتی برابـر    3تزریق داخلی عضلانی بعد از 

در ماهیان مزبور ایجـاد نمـود در حالیکـه تزریـق داخـل      
تحقیـق   در. روبرو بود %10محوطه بطنی با تلفاتی معادل 

ه در روز سازي کنیز بعد از انجام عملیات مواجهه حاضر
 4(مـاه   مـرداد  20از روز  مرداد مـاه صـورت گرفـت    16

مشاهده تلفـات مربوطـه   ) سازيروز بعد از انجام مواجهه
 I.Pآغاز گردیدکه اولین مورد تلفات مربـوط بـه روش   

 40و پس از گذشت یک ماه ) روز بعد از تزریق 4( بود
تحقیـق   .فات در روش حمام نیز به ثبـت رسـید  درصد تل

بـر  ) 1999(و همکـاران در سـال     Chiدیگري که توسط
بـه روش   Epinephelus coioides  روي مـاهی هـامور  

 C°28تزریق داخـل محوطـه بطنـی در درجـه حـرارت      

صورت گرفت، مرگ و میر یک روز بعـد آغـاز شـد و    
ن میـزا . رسـید % 100سـاعت میـزان تلفـات بـه      50بعد از 

در شــرایط سـخت محیطــی و بــا   وقـوع بیمــاري معمـولاً  
 ,.Fukuda, et al(یابد ش درجه حرارت شدت میافزای

1996; Tanaka, et al., 1998 .(  در تحقیقی که توسـط
Nguyen   ــال ــاران در س ــاهی  ) 1994(و همک ــر روي م ب

Japanese flounder     در مواجهه بـا نـوداویروس عامـل
هنگـام انکوباسـیون    بیماري نکروز عصـبی ویروسـی در  

صورت گرفت اولین علائـم بیمـاري در بچـه ماهیـان بـا      
متر مشاهده شد و بعـد از دوهفتـه کـه    میلی 18-17طول 

متر رسیده بود میزان مرگ و میر به میلی 25طول آنان به 
طور کلی رخداد علائم بیماري از زمـان  ه ب. رسید% 100

ر از دریـائی کمت ـ صید، حمل و نقل و نگهـداري ماهیـان   
اي معادل کشد و یک دوره قرنطینهروز طول می 40-28

براسـاس  . بیمـاري کـافی اسـت    هفته براي بروز علائم 3
 هـا در صورت آلودگی تخم (OIE, 2009)هاي پروتکل

روز بــراي  14حـداکثر    بـه ویـروس عامـل ایـن بیمـاري،     
رخداد این بیماري در بچه ماهیان کـافی اسـت، بنـابراین    

یمـاري در بچـه ماهیـان وجـود داشـته      اگر ویروس ایـن ب 
اي خـود را نشـان   باشد بیماري در زمان قرنطینه سه هفتـه 

به هرحال همزمان با افـزایش سـن و انـدازه،    . خواهد داد
ماهیان به صورت حامل ویروس در آمده و ممکن است 
در دوران قرنطینه علائم بـالینی را از خـود نشـان ندهنـد     

بــه شــکل پنهــان بــه بنــابراین در خصــوص ماهیــانی کــه 
بیماري مبتلا باشند ممکن است از قرنطینه ترخیص شـده  
و در صورت رهاسازي راه خود را به طبیعت پیدا نمایند 

  . و باعث گسترش بیماري شوند
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دیگــر در ایــن بررســی اثبــات  یافتـه اساســی و مهــم 
و  Guppyماهی (حساسیت ماهیان زینتی مهمی همچون 

Zebra ــاهی ــوربه ) Gold fishو  Oscarو مــ در کشــ
مــاهی  Supernatantحاصــل از  (VNN)ویــروس حــاد 

بـراي اولـین بـار در کشـور     کفال دریـاي خـزر بـود کـه     
و نتایج و مشاهدات موارد مرگ و میـر   گیردصورت می

نسبت بـه روش حمـام    I.Pنشان داد که تلفات در روش 
و آثار بـالینی نیـز زودتـر عـارض     تر رخ داده دادن سریع

  .گرددمی
در تحقیقـات انجـام شـده قیلـی و     قابـل توجـه    نکته

هـاي  مشاهده شباهت بـالاي مشـاهده شـده بـین ویـروس     
یعنـــی   Epinephelus taurinaجداشـــده ازگونـــه   

که جدا شده از یک گونه مـاهی  ) ETNNV(سروتایپ 
آب شــور اســت و ویــروس جــدا شــده ازمــاهی گــوپی  

Poecilia reticulate  یعنــی ســروتایپ)GNNV ( کــه
ــده   ــدا ش ــت     ج ــیرین اس ــی آب ش ــاهی زینت ــک م از ی

هاي ویروسـی مشـاهده   تأییدکننده منشأ دریایی آلودگی
 ,.Hedge, et al( هـاي آب شـیرین اسـت   شده در گونه

شواهد مزبور ایـن نگرانـی را بوجـود مـی آورد     . )2003
هـاي شـیرین   که ممکن است اکثر ماهیـان بـا ارزش آب  

ي صورت تصادفی در معـرض عامـل بیمـار   ه حتی اگر ب
قرار گیرند حساس به این بیماري بوده و ممکن است بـه  

در ایـن تحقیـق نتـایج    . این بیمـاري مهلـک دچارگردنـد   
حاصــله نشــان داد کــه ماهیــان زینتــی پــرورش یافتــه در  

هاي شیرین همچـون ماهیـان مـورد بررسـی در ایـن       آب
تحقیق بـه نـوداویروس وجـود در کفـال ماهیـان دریـاي       

و بـر اسـاس    باشـند شور می خزر که متعلق به آبهاي لب
) GNNV(سـروتایپ   بـه  قبلـی  هاي انجـام شـده   بررسی

ها نیـز  و می تواند در آنحساس بوده بیشتر شباهت دارد 
بـا عنایـت بـه اهمیـت     لـذا   .بیماري مزبور حـادث گـردد  

عمــل آمــده در ایــن صــنعت و ه هــاي بــگــذاريســرمایه
ین وجه ویژه مسـئول تاي شیلاتی کشور، هاي توسعهبرنامه

در جهت کنترل و مراقبت از بیماري نکروز را در آینده 
طلـب   عصبی ویروسی در صنعت ماهیـان زینتـی کشـور   

  . نمایدمی
  

 سپاسگزاري
دانــد از گـروه تحقیــق در خاتمــه وظیفـه خــود مــی   - 

کــه  عزیــزيزحمــات و تــلاش مجدانــه همکــاران 
ــف   ــل مختل ــن گــروه را در مراح ــاري  ای ــق ی تحقی

رش مرهــون  تــلاش و فرمودنــد و تهیــه ایــن  گــزا 
  .مات آنان است قدردانی وتشکر گرددزح

محترم پژوهشکده ، مدیران و روساي همکاران  از  - 
کـه در  ) بنـدرانزلی (هاي داخلـی  آبزي پروري آب

و روند تحقیـق بـا گـروه تحقیـق     ها  انجام آزمایش
انــد نهایــت تشــکر و داشــته ايهمکــاري صــمیمانه

 .پذیردمیصورت قدردانی 

 Bovo  Giuseppeتــرم ایــن تحقیــق از مشــاور مح - 
Prof.   و همکارانشان در آزمایشگاه رفـرانسOIE 

سـازي  ههمواج هاي از کشور ایتالیا که در آزمایش
ــدهراهنمــایی و همفکــري ــاي  ارزن ــده ، اي  نمودن

 .گرددو تشکر می تقدیر

  
  منابع

گـزارش تخصصـی وقـوع    . 1383 ، .ج .ذریه زهرا،  س .1
صـبی ویروسـی در ماهیـان    اولین مورد بیماري نکروز ع

ــدران    ــاي مازن ــی دری ــال طلای ــات  . کف ــه تحقیق موسس
 .صفحه  45. شیلات ایران

گـزارش نهـایی    .1390 ،و همکاران. ج .س، ذریه زهرا .2
ــی   ــبی ویروسـ ــروز عصـ ــاري نکـ ــه بیمـ ــروژه مطالعـ  پـ
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ماهی سـفید و ماهیـان     –ماهیان خاویاري( سایر ماهیان 
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