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   چكيده

از ماهيـان  )  VNN( اين مطالعه به منظور جداسازي و شناسايي نوداويروس عامل بيماري نكـروز عصـبي ويروسـي   

دريـاي خـزر شـامل     جنـوب  درياي خزر صيد شده در صـيدگاههاي اسـتانهاي حاشـيه    (liza auratus)كفال طلايي

-Nested)دو مرحله اي  ه اي پليمرازواكنش زنجير ي،با كمك روشهاي كشت سلول و و گلستانگيلان، مازندران 

RT-PCR) ،  پــادتن هــاي درخشــانآزمــايش) (IFAT ، ايمونوهيستوشــيمي (IHC)  ، ،هيســتوپاتولوژي، همــاتولوژي

  .و ميكروسكوپ الكتروني انجام شد باكتريولوژي

(         دريافت گزارشهاي متعدد مبنـي بـر بـروز تلفـات و مشـاهده علايـم بـاليني شـامل شـناي نامتعـارف           پس از

و اتساع محوطه شكمي در ماهيان كفال طلايي صيد شده در ) مارپيچي، چرخشي، خوابيده به پشت در سطح آب 

تـا   1385استان مذكور ضمن مراجعات مكرر به پره هاي صيادي در طول فصـول صـيد سـالهاي     سهصيدگاههاي 

مونـه بـرداري گرديدندكـه تعـدادي در     گـرم ن  250تا   50در محدوده وزني  ماهي كفال طلايي 428تعداد  1388

دد نيز از استانهاي گلستان و مازندران صيد شدند كه  اغلب آنها ع 116در استان گيلان و  كفال ماهي 312حدود 

  .بودند و اتساع محوطه شكمي بدن شناي نامتعادل، تيرگي رنگ علائم باليني همچون داراي

شرايط استريل جداسازي و جهت انجام آزمايشات كشت سلولي و در از ماهيان مورد مطالعه بافتهاي مغز و چشم 

Nested-RT-PCR  در فريزرC°80 – 10به طـور همزمـان قطعـاتي از بافتهـاي مـذكور در فرمـالين       . ندنگهداري شد 

درصـد بـراي    3و ايمونوهيستوشيمي و قطعه اي در گلوتارآلدهيـد  هيستوپاتولوژي  درصد جهت انجام آزمايشات

روز بعد از تلقيح هموژن فيلتر شده بافتهاي مغز و چشم بر  شش.سكوپ الكتروني تثبيت گرديدندآزمايش ميكرو

ئولاسـيون مشـاهده شـد كـه در     وبـه صـورت واك    ) CPE( ، آثـار آسـيب سـلولي     SSN-1روي تك لايـه سـلولي   

مـاهي باعـث    312نمونـه از   9در مجموع تلقـيح همـوژن   . پاساژهاي دوم و سوم نيز با شدت بيشتري ايجاد گرديد

  .گرديد CPEايجاد 

نتـايج  ) مثبـت  CPE( آلـوده شـده   SSN-1بر روي نمونه هاي بافتي و سـلول هـاي    Nested- RT-PCRانجام آزمايش 

نمونه مثبت بود وهمچنـين تمـام نمونـه     21تعداد نمونه هاي بافتي در آزمايش مستقيم . مشابهي را به همراه داشت

  .مثبت تشخيص داده شدندمزبور در آزمايش ) مثبت CPE( هآلود SSN-1هاي حاصل از سلولهاي 

نوع آنتي بادي مونوكلونال مختلف  دوبا استفاده از  پادتن هاي درخشاندر ادامه تشخيص نوع ويروس، آزمايش 

انجـام شـدكه ايجـاد     SSN-1برروي مقاطع بافتي مغز و چشم ماهيان كفال داراي علايم و سلول هاي آلـوده شـده   

حاكي از وجود آنتي ژن نودا ويروس در نمونه هاي مـورد آزمـايش بـود و نتـايج كشـت سـلول و        نقاط درخشان

Nested- RT- PCR را تاييد نمود.  

ئولاسيون در مقاطع مغز و شبكيه چشم، نخـاع و عصـب بينـايي در اكثـر     و، واكآزمايشات آسيب شناسي بافتيدر 

بـر روي   DABونوكلونال ضد نـودا ويـروس و رنـگ آميـزي     با استفاده از آنتي بادي م و نمونه ها مشاهده گرديد
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قهـوه اي   -حضور آنتي ژن هاي نودا ويروس به صورت نقـاط قرمـز   ،مقاطع بافتي در آزمايش ايمونوهيستوشيمي

  .مشخص گرديد

در آزمايش ميكروسكوپ الكتروني با توجه بـه پراكنـدگي ويـروس در نمونـه  هـاي بـافتي، مقـاطع ويـروس بـه          

طلائـي  مقطع چشم ماهي كفـال   نمونه از و داراي آرايش منظم تنها در يك nm 30با قطر حدود صورت دوايري 

  .مشاهده گرديد

 ،به گونه هـاي ديگـر   از ماهي كفال طلائي امكان انتقال آن بررسي بيماريزايي ويروس جداشده وبه منظور تعيين 

بـه صـورت   (  و بچه ماهيـان قـره بـرون    ) مبه صورت حما( با ماهيان گوپي  CPEداراي  SSN-1سوپرناتانت سلول 

ئولاسـيون  وواك ،بـر بـروز علايـم بـاليني     كه در هر دو مورد عـلاوه  داده شدمواجهه ) تزريق در پشت حدقه چشم

  .مشاهده شدآنها نيز شديد در مغز و شبكيه چشم

آزمـايش  الكترونـي و   ميكروسـكوپ   با وپي داراي علائم بالينيماهي گنمونه هاي در ادامه مطالعات بيماريزائي، 

نتايج حاصله نشـان داد كـه حضـور نـودا ويـروس بـا بـروز علايـم         و  مورد بررسي قرار گرفتندايمونوهيستوشيمي 

ناشـي از  نودا ويروس را به عنوان عامل اصـلي تلفـات    ن بتاكالبد گشايي و تلفات در ارتباط بوده و مي توا ،باليني

  .كفال ماهيان درياي خزر محسوب نموددر  (VNN)بروز بيماري نوپديد  نكروز عصبي ويروسي 

  :واژه كليدي

پـادتن هـاي   ، آزمـايش   SSN-1بيماري نكروز عصبي ويروسي، كفال طلايـي،  تيـره سـلولي    ايران ، درياي خزر، 

    Nested-RT-PCR، ايمونوهيستوشيمي، درخشان
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  :مقدمه

يكي از مهمترين بيماري هاي  ماهيان دريـايي پرورشـي   ) Viral Nervous Necrosis(بيماري نكروز عصبي ويروسي 

و وحشي است كه عمدتاً در بچه ماهيان و ماهيان جوان رخ داده و خسارات زيادي را در صنعت پرورش ماهيـان  

اين بيماري از تمام نقاط جهان بجز قاره آفريقا گزارش شده و مي تواند در مناطق دريايي . دريايي ايجاد مي كند

گونه از ماهيان دريايي پرورشي و  40تا كنون ابتلاي بيش از . شيوع يابدو حتي مناطق سردسيرمعتدل  ،گرمسيري 

  . وحشي به اين بيماري گزارش شده است

در منطقـه زيبـا كنـار اسـتان      1382كه در بهمن ماه سـال  كفال ماهيان درياي خزر در در پي وقوع تلفات گسترده 

از ماهيـان  % 93در بـيش از  ،  84يان صيد شده در گشت دريـائي تيـر مـاه سـال     گيلان رخ داد و نيز در بررسي ماه

علايـم بـاليني    .مشاهده گرديد  (VNN)مشابه علائم بيماري نكروز عصبي ويروسي علائم باليني كفال صيد شده،  

و بـادكردگي  بـدن  گزارش شده در ماهيان در حال تلف شدن شامل بـي حـالي، شـناي نامتعـادل، تيرگـي رنـگ       

ه احتمـال حضـور   د ك ـمشـاهده مـي ش ـ   اتسـاع يافتـه  كيسـه شـناي    ،كالبدگشـايي  در بررسـي . بودشكمي حوطه م

  .در ماهيان مورد مطالعه مطرح نمودرا  (VNN)عامل بيماري نوداويروس

وآزمايشهاي تشخيصي اوليه همچون آسيب شناسي  انجام شد در همان سال Pilot studyبررسي هاي اوليه بصورت 

دركشور ژاپن و نيز   OIEرد نظر به آزمايشگاه رفرانس در كشور صورت گرفت و  نمونه هاي موژي و باكتريولو

نسبت   Nested PCRو   RT- PCRارسالي بر اساس روش   نمونه هاي مغز .ارسال گرديده ملي كشور تايوان دانشگا

جداسازي ويروس احتمالي بر تلاش براي  ليكن ندمثبت بود ) VNNعامل ايجاد بيماري( Piscine nodavirusبه 

به  عنايت و لذا با توجه به اهميت موضوع  .)1383 ،ذريه زهرا( موفقيت آميز نبود E-11روي تيره هاي سلولي 

را ويروسي كه تنها راه تائيد تشخيص نهائي يك بيماري نوظهور  (OIE)دستورالعمل هاي تشخيصي سازمان 

و علت اصلي بروز اين بيماري و جداسازي ق حاضر براي يافتن تحقيمطالعات ويروس شناسي توصيه مي نمايد، 

آن بر روي گونه هاي حساس همچون ماهي و بررسي بيماريزائي ويروس مورد نظر در كفال ماهيان شناسايي 

   .گرفت صورت) قره برون( و بچه ماهيان خاوياري  (Guppy)گوپي

خـزر و نتـايج بدسـت آمـده در سـوابق بيمـاري طـي         به دليل مجاورت ماهيان خاوياري و ماهيان كفال در درياي

نمونه سوپرناتانت ارسالي از مغز و چشم ماهيان خاوياري  35سالهاي اخيربويژه مطالعه موردي انجام شده بر روي 

، احتمال انتقال بيماري بين اين ماهيان نيز به عنـوان يـك فرضـيه قـوي در ايـن تحقيـق       1383وحشي در اسفند ماه 

ز طرفي بررسي احتمال حساسيت اين گونه بـه بتـا نـودا ويـروس، عامـل اصـلي ايجـاد بيمـاري از         ا. مطرح گرديد

اهداف اصلي اين تحقيق بود، لذا بررسي حضور يا  عدم حضور بتا نودا ويروس ها عامل بيمـاري نكـروز عصـبي    

هداف اين تحقيق ويروسي در مولدين خاوياري وحشي ضروري بوده و مطالعه بر روي ماهيان خاوياري يكي از ا

  .بود



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / / 4444

 

عفونت هاي نوداويروسي در بسياري مقالات به عنوان بيماري  ماهيان آبهاي شورعنوان شـده و درقـاره آسـيا نيـز     

 Glazebrook؛  1998وهمكـاران،   Seabass )Chew-Limموجب تلفات در گونه هاي مختلف پرورشي دريايي مانند 

و ) 1998(و همكــاران  Zafran؛  و 1991و همكــاران،  Renault ؛ 1992و همكــاران،  Munday؛  1990و همكــاران، 

ــر ــاران،  Boonyaratpalin(گروپ ــاران،  Chi؛ 1996و همك ــاران،  Danayadol؛ 1997و همك و  Zafran؛  1995و همك

عنـوان اولـين مـورد بـروز ايـن بيمـاري       گرديده است ولي ابتلاي كفال ماهيان دريـاي خـزر بـه   ) 2000همكاران، 

اين مساله مهـم مـي توانـد نشـانه تغييـر       ) 1384ذريه زهرا و همكاران (ب شوردر جهان مطرح مي باشددرماهيان ل

  . گستره ميزباني ويروس از ماهيان آبهاي شور به ماهيان آبهاي لب شور يا حتي شيرين باشد

نايت به خصوصيات به اينكه بيماري نكروز عصبي ويروسي اغلب ماهيان دريائي را مبتلا مي نمايد و با عبا توجه 

درياي خزر بتوان تلفات اخير كفال ماهيان را نخستين مورد وقوع  و هيدروبيولوژي شرايط جغرافيائي ،اكولوژيك

و انجام  فيلوژنيكي مطالعاتضمن آنكه  ،دانستجهان  (Brakish water)در ماهيان آبهاي لب شورمزبور بيماري 

بروز نوعي از  نشان ،بيماري از همان بدو تحقيقاتايجاد مل ويروس عاژنوتيپ  آزمايش آناليز سكانس بر روي

نكروز در ويروس عامل بيماري جديد ژنتيكي  تفاوت هاي ساختاري وموتاسيون در ژنوم و متعاقب آن ايجاد 

بگونه اي كه از  داشته هاي مشابه در سايركشور ها نموندر مقايسه با ساير  عصبي ويروسي در منطقه درياي خزر

نهاده  در كفال ماهيان درياي خزر به ويروس عامل اين بيماري  GMNNV1نام  ،ورين علمي اين پژوهشسوي مشا

 .شد

، در منطقه زيباكنار گيلان1382در سال  Pilot studyو شروع مطالعات  رخداد بيماريآغاز ن سوي ديگر از همااز 

 بين مشاورين ودرجهان روز عصبي ويروسي بيماري نكروند پيشرفت آن، اساتيد طراز اول  در انجام اين تحقيق و

 كشور ايتاليا ، از VNNو مركز رفرانس بيماري  Istituto Zooprofilattico ازProf.G.Bovo   همچون المللي 

Prof.T.Nakai مركز رفرانس بيماري از دانشگاه هيروشيما وVNN در كشور ژاپن،  Prof. Chi Shau chi رئيس 

رئيس بخش ويروس شناسي    Prof. Igor shchelkunov،تايوان كشور  گاه مليدانش ويروس شناسي دپارتمان

از دانشكده  Dr.Hassan Hj. Mohd Daud از كشور روسيه و نيز  (ARRIFF)موسسهموسسه تحقيقات آبهاي شيرين 

ه ور موثر و مشاركت فعال داشتبه عنوان مشاورين علمي اين تحقيق حض كشور مالزي UPM دامپزشكي دانشگاه 

نيز مراكز رفرانس اين بيماري از نظر سازمان بين  ضمن آنكه در انجام آزمايش هاي تكميلي و تاييد نتايج  اند

در داخل . همكاري و مشاركت داشته اند يي همچون ايتاليا و ژاپندر كشورها  (OIE)المللي بيماري هاي واگيردام

و كارشناسان  نفر از اساتيد، محققين 40متشكل از كشور نيز در انجام مراحل گوناگون اين تحقيق مجموعه اي 

اينگونه بيان لذا مي توان  موسسه تحقيقات شيلات ايران و مراكز تابعه حضور فعال و مشاركت سازنده داشته اند

  .  ان و جهان براي اولين بار صورت پذيرفتدر اير و ويژگي ها ين مطالعه با اين ابعادنمودكه ا

  
                                                 

Grey Mullet Nervous Necrosis Virus -١  
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  كليات-1

  وانـيماهيان استخ -1-1

گونه  100كنند كه برخي از محققين تاكنون حدود  گونه و زيرگونه ماهي زيست مي 122در درياي خزر بيش از 

گونه و زير گونه ماهي شناسايي شده است  81ماهي را در حوضه جنوبي درياي خزر نام برده اند ولي در مجموع 

گونـه   30جموع گونه هـاي شناسـايي شـده حـدود     از م. راسته مي باشند 10خانواده و  17جنس،  52كه متعلق به 

ساكن در آب شيرين بوده و مابقي گونه ها ساكن در آب لب شور و يا مهاجر از دريا به رودخانـه هسـتند كـه از    

برنامـه راهبـردي تحقيقـات    (مطرح مي باشند در درياي خزر گونه به عنوان ماهيان استخواني  30اين تعداد حدود 

    ).1388موسسه تحقيقات شيلات ايران،  -ني و كيلكامحصولي ماهيان استخوا

  كفال ماهيان-1-1-1

ه جنوبي دريا خزرمـي  ضو با ارزشترين ذخاير ماهيان استخواني حو اقتصادي ترين ،كفال ماهيان يكي از مهمترين

پـنج سـال   در . باشند بطوريكه بعد از ماهي سفيد بيشترين سهم صيد ماهيان استخواني را به خود اختصاص ميدهند

دريانبرد ( از تركيب صيد ماهيان استخواني را به خود اختصاص داده اند% 8/27گذشته كفال ماهيان بطور ميانگين 

1387.(  

تـن در دريـاي    6446معـادل  به بالاترين حد خـود   1381در سال روند صيد كفال ماهيان طي دو دهه اخير ميزان  

ميـزان  . ( سـت در كشور روبرو بوده ابا روند كاهشي اين ماهي  اين در حالي است كه بعد از آن صيدخزر رسيد، 

ارزيابي ذخـاير موسسـه   بيولوژي و خش ب  -1نمودار (  )1387تن در سال  2780و حدود  1382تن در سال  4000

 ) 1389، تحقيقات شيلات ايران

  

  

  

  

  

  

  

  1372  – 1388ميزان صيد كفال ماهيان طي سالهاي   -  1نمودار 

  )1389يولوژي و ارزيابي ذخاير موسسه تحقيقات شيلات ايران، بآمار بخش (
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  : مشخصات اين ماهيان عبارتند از

  .كفال ماهيان داراي بدني دراز و كشيده هستند •

  .معمولاً داراي پلك سوم هستند •

  .حفره دهاني عرضي است •

  .داراي فلس بزرگ شانه اي يا دايره اي هستند كه تا روي سر را پوشش مي دهد •

  .ط جانبي هستندفاقد خ •

  .اين ماهيها داراي سنگدان هستند •

  .باله هاي شكمي آنها در قسمت تحت شكمي قرار دارند •

  .باله پشتي جدا از هم هستند 2داراي  •

  .داراي روده بلندي هستند •

  .فاقد دندان هستند •

  .داراي كيسه شناي يك قسمتي هستند •

 : جنس هاي كفال ماهيان 

  )Liza(ليزا  •

 )Mugil(موجيل •

  

  :گونه هاي كفال ماهيان -2-1-1

  :كه شامل  وجود داردكفال ماهيان در هرسه حوضه آبي كشور پراكنش دارند در درياي خزر سه گونه 

  )Liza saliens,Risso,1810 (كفال پوزه باريك  •

 

 

 
 )Liza saliens( ماهي كفال پوزه باريك : 1 شماره ريتصو
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فلسهاي روي سر از سوراخهاي بيني گذشـته و  . ر باريكتري استداراي پوزه و س طلائياين ماهي نسبت به كفال 

  .كوتاهتر و باريكتر است طلائينسبت به كفال آن ساقه دمي . تا نوك پوزه ادامه دارد

عـدد كـه سـه عـدد      7-9عدد، تعداد زوائد پيلوريك  65-85تعداد خارهاي آبششي بر روي اولين كمان آبششي 

تعـداد زيـادي از آنهـا در    . ت در تمامي سواحل جنوبي درياي خزر وجود داردآنها بزرگ و مابقي آنها كوتاه اس

  .جنوب شرقي درياي خزر مخصوصاً تالاب گميشان و خليج گرگان هميشه وجود دارند

  

 )Liza auratus, Risso,1810(كفال طلائي  •

 

 
  

  )Liza auratus(ماهي كفال طلائي : 2 شماره ريتصو
  
 

داراي لكـه  . عدد، سر پهن، فلسهاي روي سر تا دومين سوراخ بيني وجـود دارد  140-150تعداد خارهاي آبششي 

-9داراي . هاي طلائي بر روي سرپوش آبششي، فلسها داراي يك شكاف در قسمت پاييني مركز فلس مي باشند

  .دعدد زائده پيلوريك هستند كه همگي آنها داراي اندازه مساوي و بزرگ بوده و بر روي سنگدان قرار دارن 7

اين ماهي گرما دوست مي باشد و بصورت گروهي در آبهاي شور، لب شور دريا و دهانه رودخانه ها زندگي مي 

  .درياي خزر و دهانه رودخانه ها وجود دارد ضه جنوبيدر سراسر حو. كند
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 ):Mugil cephalus, Linnaeus, 1758(كفال خاكستري  •

 

 

 Grey mulletيا  )Mugil cephalus( ماهي كفال خاكستري  :3  شماره ريتصو

 
 

عدد، داراي دو عدد زوائد پيلوريك، فلسهاي روي سـر تـا نـوك پـوزه وجـود       140-150تعداد خارهاي آبششي 

نوار طولي تيره رنگ در دو طـرف   12دارد، پشت بدن خاكستري و داراي لكه هاي تيره روي باله هاي سينه اي، 

  .سترنگ سرپوش آبششي نقره اي ا. بدن وجود دارد

براي حوزه جنوبي درياي خزر يك گونه غير بـومي  . در آبهاي شور، لب شور و دهانه رودخانه مشاهده مي شود 

  . است و بصورت كنترل شده در منطقه گميشان نگهداري مي شود

زائده باب المعدي است و در  4كه داراي وجود داردHechel, 1843 ( Liza abu( در آبهاي داخلي يك گونه به نام 

 . آب شيرين زندگي مي كند

 

  
 

 Yalcin-Ozdilek, Sukran تصوير از  Abu mulletيا  (Liza abu) ماهي  :4  شماره ريتصو

  

وجود دارد كـه بـه     Liza dussumieri, (Cuvier & Valenciennes, 1836)گونه به نام  يكهم  مناطق جنوبي كشوردر 

  .ندگونه هاي كوچك ميد و به گونه هاي بزرگ بياه گوي



 9999.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

زندگي مي كنـد كـه داراي ارزش اقتصـادي        Liza klunzingeriدر خليج فارس و درياي عمان نيز گونه اي به نام 

  .است و كشورهاي عربي همسايه جنوبي قابل توجهي در جنوب كشور

  
 

 
 

 .Randall, J.Eتصوير از    Liza klunzingeriماهي    :5 شماره ريتصو

  

 1930پوزه باريك در اصل جز ماهيان بومي درياي خزر نبوده اند بلكه طي سالهاي  دو گونه كفال طلايي و كفال

  . توسط روس ها از درياي سياه به درياي خزر پيوند زده شدند) شمسي 1309 – 1313( 1934تا 

از درياي سـياه بـه دريـاي     خاكستري پوزه باريك و كفالكفال طي اين سالها بچه ماهيان سه گونه كفال طلايي، 

زر آورده شدندكه پيوند دو گونه طلايي و پوزه باريك  بخاطر گرمتر بودن آب درياي خزر نسـبت بـه دريـاي    خ

سياه، منابع غذايي مناسب و نيز وجود مناطق كم عمق تر كه مورد پسند اين ماهيان بـراي زنـدگي اسـت موفقيـت     

ر شـدند و از پـراكنش خـوبي نيـز     آميز بود و در مدت كوتاهي بخوبي با شرايط اكولوژيكي درياي خـزر سـازگا  

به درياي ) خاكستري كفال(پيوندگونه سوم  ).1373، حميد خسروي راد 1370اصلان پرويز (برخوردار گرديدند 

ولي در عـوض   ايط اكولوژيك درياي خزر را نداشتخزر موفقيت آميز نبود و اين ماهي قابليت سازگاري با شر

ي جنوب كشور وجود دارد و از منابع مهم شيلاتي كشـور محسـوب مـي    ذخاير بسيار مناسبي از اين گونه درآبها

نام برده شده درياي سرخ و سواحل مديترانه  به عنوان يكي از پنج گونه مهم افتصادي اين گونهاز چنين مه. گردد

  .)2004و همكاران،  Ucko (  است

ند و جمعيتهاي بسيار چشـمگيري را  درياي خزر گسترش يافت مناطقسال در تمام  10دو گونه مذكور در كمتر از 

از اين دو گونه كفال پـوزه باريـك منـاطق جنـوبي و كفـال طلايـي منـاطق        . تشكيل دادند جنوب درياي خزردر 

  ). 1373، خسروي راد 1370اصلان پرويز (شمالي را برگزيدند 
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 كليات مربوط به شناسايي كفال طلايي و پوزه باريك-3-1-1

  

   Liza uratusكفال طلايي  •

  سر اين ماهي كمي پهن و نيم رخ آن گرد است •

  .پوزه اين ماهي تا انتهاي عقبي بيني از فلس پوشيده شده است •

در اين ماهي فلسهاي سر تقريبا هم اندازه سـاير فلسـهاي بـدن مـي باشـد، بـا ايـن اخـتلاف كـه           •

  .فلسهاي سر از فلسهاي پشت و كنار پوزه بزرگتر است

عدد است و تمام آنها كوتاه و تقريبا هـم انـدازه     9يا  7و گاهي  8زوائد پيلوريك در اين ماهي  •

 )1374، شعباني 1373خسروي راد (مي باشند

  
 

 وضعيت زوائد پيلوريك و فلس سر در كفال طلايي  :6  شماره ريتصو

  

  

   Liza saliensكفال پوزه باريك 

  .سر و پوزه آن باريك است •

  .فلسهاي ساير قسمتهاي بدن استفلسهاي سر و قسمت انتهايي پوزه ريزتر از  •

  .فلسهاي ريز در سر در ابتدا قسمت پشتي نيز مشاهده ميشود •

عدد بوده و طول سه عدد آنها بسيار بلندتر از سايرين و تقريبا هم انـدازه   8 – 7زوائد پيلوريك  •

 ) 1374، شعباني 1373خسروي راد (معده است
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  سر در كفال پوزه باريك وضعيت زوائد پيلوريك و فلس :7  شماره ريتصو

  

  

 اختصاصات اكولوژيك و بيولوژيك كفال ماهيان درياي خزر-4-1-1

  محيط زندگي

بطور كلي ماهيان آبهابي ساحلي هستند و در تمام عمر در دريا زندگي ميكنند و براي تخم گذاري احتياج به آب 

اولين شـعاع سـخت بالـه پشـتي از خـود       اين آبزي از ماهيان نسبتا خشن است و به كمك. شيرين رودخانه ندارند

بصورت اجتماعي زنـدگي ميكننـد و در اجتماعـات    . دفاع كرده و ديگر ماهيان را از محدوده خود دور مي نمايد

  ).1373خسروي راد (آنها ماهيان ديگر يافت نمي شوند

  مهاجرت

مالي دريـاي خـزر بـه قسـمتهاي     كفال ماهيان ماهياني مهاجر بوده و براي زمستان گذراني از قسمتهاي ميـاني و ش ـ 

كفال طلايي كه گونه اي گرما دوست محسوب ميشود  سواحل ايـران را بـراي زمسـتان    . جنوبي مهاجرت ميكنند

مهـاجرت ايـن مـاهي همزمـان بـا شـروع فصـل صـيد ماهيـان          . گذراني برگزيده و به اين منطقه مهـاجرت ميكنـد  

اصـلان پرويـز   ( هره برداري از ذخاير آن در ايران انجـام ميشـود  استخواني در ايران بوده و به اين ترتيب بيشترين ب

  ).1387، دريانبرد و همكاران 1370

  تحمل شوري

اين ماهيان در آيهاي شيرين تا آبهـاي شـور دريـا    . كفال ماهيان به آساني قادر به تحمل تغييرات شوري مي باشند

در  100كه آنها قـادر بـه تحمـل شـوري بـالاتر از       وجود دارد هائي البته گزارش. يست مي نمايندز) در هزار 38(

  ).1373خسروي راد ( هزار نيز هستند
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  تحمل حرارت و نيازمندي به اكسيژن

ايـن ماهيـان   . مـي باشـند  به سختي قادر به تحمل سردي آب هستندو اين ماهيان بسيار به تغييرات حرارتي حساس 

بـر خـلاف دمـا، ايـن گـروه از      . درجه سانتيگراد نيسـتند  10گرما دوست بوده و قادر به تحمل حرارتهاي كمتر از 

خسـروي  ( ميلي گرم بر ليتر اكسيژن نيز زنـده بماننـد   2و مي توانند با  بودهماهيان قادر به تحمل افت اكسيژن آب 

  ).1373راد 

  

  تغذيه

خوار بـوده و از  اكثر گونه هاي كفال همه چيز . در سنين مختلف، كفال ماهيان از تغذيه متفاوتي برخوردار هستند

در زمـان  . ، گياهان عالي آبزي، صدفها، حلزونها، كرمها،  دو كفه ايها و پلانكتونها تغذيـه ميكننـد   1بقاياي گياهي

كفال ماهيـان داراي  . بلوغ جنسي و مهاجرت به وفور تغذيه كرده ولي در زمان توليد مثل تغذيه آنها قطع مي شود

از آنجايي كه نوسانات فصلي و سالانه باعث تغييـرات در  . يل هستنديك سنگدان بسيار عضلاني و يك روده طو

در تغذيه كفال ماهيـان سـه مرحلـه    . تراكم مواد غذايي ميگردد، تنوع غذايي آنها در مواقع مختلف متفاوت است

  :مشخص وجود دارد

در ايـن زمـان   . شـود آغـاز مي  تفريخروزگي پس از  5تغذيه فعال لارو اين ماهيان از حدود : مرحله لاروي –الف 

  .مهمترين منبع غذايي پلانكتونها هستند

گيــاهي و (مــي رســند، تغذيــه مخلــوط  mm 55 – 20در زمــاني كــه بچــه ماهيــان بــه : مرحلــه انگشــت قــد –ب 

  . تغذيه توام همراه با مصرف جانوران كفزي مختص به ماهيان يكساله و نزديك يكسال است.  دارند)جانوري

به همين دليل بطور معمول در دستگاه . لغ از جلبكهاي كفزي و دتريت گياهان تغذيه ميكنندكفالهاي با: بلوغ –ج 

اين شنها در اصل به عنوان ساينده مواد غـذايي خصوصـا اجـزا    . گوارش آنها دانه هاي بسيار ريز شن يافت ميشود

  ).  1373خسروي راد (كنند گياهي عمل مي

  

  بلوغ و تخم ريزي

سالگي  3اده ها متفاوت است و نرها زودتر از ماده ها به بلوغ مي رسند، بطوريكه نرها در بلوغ جنسي در نرها و م

 5تـا   4ليكن رشد ماهيان ماده سريعتر از نرها است و در سـنين  ). 1950ترشنكو (سالگي بلغ ميشوند 4و ماده ها در 

ماده ها در گلـه هـاي كفـال طلايـي      بطور متوسط. سال هستند 6تا  5ازه نرهاي دسالگي ماده ها از نظر طولي به ان

 2حداكثر سن ماهيان نر در هر دو گونه . ميزان صيد را بخود اختصاص ميدهند% 86و در كفال پوزه باريك % 82

اين موضوع كوتـاهي چرخـه   . سال با ماده ها تفاوت دارد و كمتر از مرز سني ماهيان ماده گزارش شده است 3تا 

  ).1373خسروي راد (دهد نرها را در مقايسه با ماده ها نشان ميزندگي و درصد بالاي مرگ و مير 

                                                 
1  - Detritus 
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ها بطرف  اين ماهيان را نمي توان كاتادراموس حقيقي دانست ولي در زمان تخم ريزي از نواحي ساحلي و خليج 

از اختصاصات كفال ماهيان درياي خزر ميتوان به رشد نسبتا سـريع و فعـال   . تر دريا مهاجرت ميكنند مناطق عميق

مـاه بطـول مـي     2تـا   5/1رسيدگي جنسي  4به  2بطوريكه در ماده ها عبور از مرحله . گامتهاي جنسي اشاره نمود

محل هاي تخم ريزي كفـال پـوزه باريـك در خـزر جنـوبي و ميـاني       ). 1950، ترشنكو 1373خسروي راد(انجامد

زيـرا  . تلاف تفاوت دمايي استعلت اين اخ. است در حاليكه تخم ريزي كفال طلايي عمدتا در خزر مياني است

درجه سانتيگراد صورت ميگيرد ولي اين دما براي كفال پوزه  20 – 22تخمريزي كفال طلايي در درجه حرارت 

متري از سطح آب صورت  5 – 15معمولا مكانهاي تخمريزي در فاصله . درجه سانتيگراد است 25 – 29باريك 

  ). 1373، خسروي راد 1371شريعتي . (ور دارندزيرا تخمها براي تفريخ نياز به آب ش ميگيرد

 30تا  25بطوريكه هماوري مطلق ماهيان كفال طلايي كه داراي طول . قدرت باروري اين ماهيان بسيار زياد است 

سانتيمتر  50تا  45هزار تخم بوده و اين مقدار براي ماهيان بزرگتر با طول  600تا  500سانتيمتر باشد بطور ميانگين 

  ).1959كودلينا (مقدار هماوري با افزايش طول ماهي افزايش مي يابد. ميليون ميرسد 3ا ت 2به 

ميلي متر دارندكه در سـطح آب و در   1ميليمتر و حتي  9/0تا  6/0تخمها ريز و پلاژيك بوده و قطري در حدود  

 48تـا   36در عـرض   رشـد نمـوجنيني  ). 1371، شريعتي 1956برگ (سانتيمتري شناور مي باشند 160تا  45اعماق 

سـاعت بعـد از لقـاح و در     24دوره جنيني بسيار كوتاه است و . ساعت در لايه هاي سطحي آب به اتمام مي رسد

ساعت بعدي تفريخ انجام  24در . درجه سانتيگراد، بدن جنين بند بند شده و چشمها نمايان ميشود 21آب با دماي 

هـاي ذيـل   وبگاه جهت اطلاعات بيشتر به نشاني  ).1387دريانبرد (ميليمتر مي رسد 4/2شده و طول لارو به حدود 

 :مي توان مراجعه كرد

 
http://www.fishbase.org/summary/speciessummary.php?id=1736 
http://www.ag.auburn.edu/fish/image_gallery/d... 

  

  معرفي بيماري -2-1

كه همچنين بـه  )  OIE  ،2006و   1992و همكاران،  VER ) (Munday(  1بيماري آنسفالوپاتي و رتينوپاتي ويروسي

ــوان آنســفاليت   3، نكــروز عصــبي ويروســي  )Bovo  ،2007؛ Gallet ،1988 و Sea bass )Bellance 2ويروســي عن

)Yoshikoshi  وInoue  ،1990 (4توربـوت  ، آنسفاليت  )Bloch   (  5و آنسـفاليت مـاهي   ) 1991و همكـارانComps  و

متعلق به خـانواده نوداويريـده مـي     نوعي ويروسمعرفي شده است يك بيماري عصبي ناشي از  )1996همكاران، 

  .)Bovo  ،2007( باشد

                                                 
Viral Encephalopathy and Retinopathy (VER) - 1  
Viral Encephalopathy -2 
Viral Nervous Necrosis (VNN) -3 

4- Turbot encephalopathy 
5- Fish encephalitis  
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  در بررسي تلفات شديد لارو و بچه ماهيان Galletو  Bellanceتوسط  1988كامل اين بيماري در سال  معرفياولين 

 Cample ،1987و  Glazebrookدر فرانسه انجام شده امـا  )  Dicentrarchus labrax( اروپايي  Sea bass ماهي پرورشي

كـه بـه احتمـال زيـاد      نمودنـد با ضايعات مغزي گزارش )  Lates calcarifer( آسيايي bass Seaتلفات مشابهي را در

  .ه استناشي از عفونت نوداويروسي بود

تمامي تلفات شديد ماهيـان دريـايي كـه    )  OIE  ،2006(  همه گيربين المللي بيماريهاي  سازمان بر اساس گزارش

واحد  بيماري يك به عنوانبايد يده باشند را داراي علايم مغزي بهمراه حضور ذرات ويروسي از خانواده نوداوير

ويـروس ايـن بيمـاري     .ناميـد  )VER(      يا آنسفالوپاتي و رتينوپاتي ويروسي) VNN(نكروز عصبي ويروسي  با نام

بيمـار در   Parrotfish (Oplegnathus fasciatus(از طوطي ماهيـان  1990در سال  Inaueو  Yoshikoshiاولين بار توسط  

  .جداسازي و شناسايي شد كشور ژاپن

  

  هاي ويروس  سويهخصوصيات عامل بيماري و  -1-2-1

 Positive Sensesدار ، تـك رشـته اي    RNAيك ويـروس  . ها است عامل بيماري ويروسي از جنس بتا نوداويروس

ر است كه ه ـ) RNA2و  RNA1(ژنوم آن دو قطعه اي. است كه فاقد غشا بوده و كپسيد آن تقارن هشت وجهي دارد

 RNA1. نـانومتر دارد  25 – 30اين ويروس اندازه كـوچكي داشـته و قطـري در حـدود     . دو آنها پلي آدنيله هستند

 60ايـن ويـروس در حـرارت    .  مسئول توليد كپسيد ويروس مي باشـد  RNA2مسئول توليد ماده ژنتيكي ويروس و 

و قليايي مقاوم بوده و به دليل نداشتن غشا  اسيدي pHدر برابر . دقيقه غير فعال مي شود 30درجه سانتيگراد پس از 

 20دقيقه در حرارت  10طي (حساس است% 50و متانول % 60در برابر اتانل . در برابر حلالهاي آلي نيز مقاوم است

در حضور مواد ضد عفوني كننده اي چون هيپوكلريت سديم و كلسـيم، بنزالكـانيوم كلرايـد و    ). درجه سانتيگراد

تـاكنون  . درجـه سـانتيگراداز بـين ميـرود     20دقيقـه در حـرارت    10پـس از   ppm50در غلظـت  محلولهاي يـد دار  

، OIE 2000، 1992مـوري و همكـاران   (اطلاعاتي در مورد چگونگي بقا ويروس در محيط بدسـت نيامـده اسـت    

  ). 2005فوكوئت 

مـي   طبقـه بنـدي  ه ه پيكورنـا ويريـد  ويروسي كه قـبلا عضـو خـانواد    ذرات بيماري نكروز عصبي ويروسي توسط

را  ماهيـان  و توانايي ايجاد ضايعات عصبي مشابهي در گونه هاي مختلـف  ) 1990و همكاران،  Glazebrook(شدند

يي اسيد نوكلئيك و پروتئين هاي سـاختماني ذرات ويروسـي   براساس خصوصيات بيوشيميا. مي شودايجاد  رنددا

ــده از لارو   bass Sea و بافــت مغــز)  1992و همكــاران،  Striped jack )Pseudocaranx dentex ( )Moriبدســت آم

، اين ذرات ويروسي به طور ) Lates calcarifer  )Comps  ،1994 آسيايي bass Seaو Dicentrarchus labrax اروپايي

ــي باشــند     ــروس م ــانودا وي ــا و بت ــد كــه شــامل دو جــنس آلف ــرار دارن ــده ق جــنس . قطعــي در خــانواده نوداويري

ويـروس  ، ) NOV( ه صورت اوليه حشرات را تحـت تـاثير قـرار مـي دهـد مثـل نودامـوويروس        آلفانوداويروس  ب
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Blackbeetle  )BBV ( ،  ويـروسFlock House  )FHV  (  و ويـروسBoolarra  )BOV  (    و جـنس بتـاموداويروس كـه

  ).2005ن، و همكارا  Schneemann ؛2000و همكاران،  Carstens( .گونه است ماهيان را مبتلا مي كند 4شامل 

 و بيست وجهي مي باشـند  1پاكت دون، ب نانومتر ) 25-30(ذرات ويروسي متعلق به جنس بتانوداويروس كوچك 

)Glazebrook  ، ؛ 1990و همكاران Bloch  ،از نظر ژنومي شامل دو قطعه  .) 1991و همكارانRNA   ،تك رشـته اي

Positive Senses كه  مي باشدRNA1 )kb 1/3  (يرساختماني به نام پـروتئين  يك پروتئين غA )KD 100  (   كـه همـان

RNA  پلي مراز وابسته بهRNA  است را كد كرده وRNA2  نيز پروتئين كپسيد را كد مي كنـد ).Mori    ،و همكـاران

در ژنـوم بتـانوداويروس هـا كـه      T4بـر اسـاس آناليزهـاي فيلـوژنتيكي ناحيـه      ). 1994و همكاران،  Comps ؛ 1992

   :گونه قرار داده مي شوند 4ژنوتيپ و  4ا كد مي كند، بتانوداويروس ها در پروتئين كپسيد ر

در حال حاضر اين ويروس بر اساس سكانس نوكلئوتيدهاي ژن كد كننده پروتئين كپسيد به چهار ژنوتيپ تقسيم 

  :مي شود كه شامل

  )SJNNV( 2ويروس نكروز عصبي جك راه راه – 1

  ) TPNNV( 3بريويروس نكروز عصبي جك بادكنكي ب – 2

  )BFNNV( 4بارفين )فلاندر(كفشك ويروس نكروز عصبي  – 3

، 2001و همكاران  Skliris، 1997و همكاران  RGNNV( )Nishizawa(5خال قرمز هامورويروس نكروز عصبي  – 4

2001 ،Ikenaga  2002و همكاران(  

 TPNNVو  SJNNVهـاي   جدايه. )1997و همكاران  RGNNV  )Nishizawaو  TPNNV  ،SJNNV  ،BFNNVاز ميان 

بدست آمده اند و ژنوتيپ  Takifugu rubripes  (Tiger puffer(و   Striped jack)  Pseudocaranx dentex(  به ترتيب از

RGNNV شانك خال قرمز از، )Epinephelus akaara  (Red-spotted grouper  از گونه جدا شده كه مي تواند بسياري

در حاليكه ويـروس جداشـده از ماهيـان آب سـرد     . ) 2001و همكاران،  Skliris( كندگرمابي را مبتلا ماهيان هاي 

 ) Verasper moseri( نـوعي كفشـك مـاهي،    قرار داده مي شوند كـه بـه صـورت اوليـه از     BFNNVعمدتا در دسته 

Barfin flounder گزارش شده است) .Dannevig  ،؛ 2000و همكارانStarkey  ،2001و همكاران (.  

بـه ترتيـب    Bو  Aسـروتيپ هـاي   . استويروسي شده سروتيپ  3 موجب تشخيص آناليزهاي سرولوژيكي،اخيرا 

است كه اين  BFNNVو  RGNNVمربوط به ژتوتيپ هاي  Cو سروتيپ  TPNNVو  SJNNVمربوط به ژنوتيپ هاي 

  .) 2003و همكاران،  Mori ( در اين دو ژنوتيپ را نشان مي دهد RNA2مساله شباهت توالي ژني 

  

                                                 
١- Envelope  
1- Striped jack Nervous Necrosis Virus 

-Tiger puffer Nervous Necrosis Virus 2 
3- Barfin flounder Nervous Necrosis Virus 
4  - Red – spotted grouper Nervous Necrosis Virus 
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 بيماري اپيدميولوژي  -3-1

  

  و پراكندگي جغرافياييميزبانهاي حساس   -1-3-1

( گزارش شده است جز قاره آفريقا از تمام قاره ها يك بيماري جهان گستر بوده و بيماري نكروز عصبي ويروسي

OIE  ،2007. ( به عنوان يك تهديد اقتصادي جـدي در صـنعت پـرورش ماهيـان دريـايي مطـرح مـي        اين بيماري

 40تـاكنون بيمـاري از بـيش از    ).  Munday ،2002؛  Nakai  ،1997و  Munday؛ 1997و همكاران،  Le Breton(باشد

 ).  2006و همكاران،  Gomez؛  2007و همكاران  Bovo( گونه مختلف بويژه ماهيان دريايي گزارش شده است

كـه مـي تـوان بـه انـواع هـاليبوت        و در اين ميـان گـروه زيـادي از ماهيـان دريـايي پرورشـي بـه چشـم ميخورنـد         

)Hippoglossus sp.(  انـواع گروپـر ، )Epinephelus sp.(   بـاس دريـايي اسـتراليايي ،Lates calcarifer)(   بـاس دريـايي ،

ــايي   Paralichthys(، فلانــدر ژاپنــي  )Scophthalmus maximus(، مــاهي توربــوت )Dicentrarchus labrax(اروپ

olivaceus(رد دروم ،)Sciaenops ocellatus( ــتاني ــدر زمس ــك راه راه )Pseudopleuronctes americanus(، فلان ، ج

)Pseudocaranx dentex(ماهي كاد اطلس ،)Gadus morhua(  ماهي روغـن خالـدار ،)Melanogrammus aeglefinus ( و

اشـاره  ) Trichogaster trichopterus(و گـورامي ) Poicelia reticulate(نيز بعضي از ماهيان آب شـيرين ماننـد گـوپي    

بعــلاوه  ). 2006و همكــاران  Buchan، 2005و همكــاران  OIE 2000 ،Hegde، 2002و همكــاران  Mundday(نمــود

كه تاكنون گونـه مقـاوم در برابـر ايـن بيمـاري      )  Sea bream )Sparus aurataبرخي از گونه هاي مهم مانند شانك 

به طور جدي تهديد مـي   ،بيماري اخير نگران كننده مواردي از وقوع همه گيري هايمحسوب مي شدند به دليل 

  ).نتايج منتشر نشده -و همكاران Bovo؛   Beraldo  ،2007(شوند

، Inoueو  Yoshikoshi(بيماري نكروز عصبي ويروسي به طور گسترده در جنوب شرقي آسيا گـزارش شـده اسـت    

ــاران، Mori؛  1990 ــاران،  Nakai؛  1991و همك ــاران،  و Nguyen؛  1994و همك ــاران،  Chua؛  1994همك و همك

و  Jung؛  1996وهمكــــاران،  Fukuda؛  1995و همكــــاران،  Muroga؛  1995و همكــــاران،  Danayadol؛  1995

و  Chi؛  2000و همكـــاران،  Zafran؛  1998و همكـــاران،  Zafran؛  1997و همكـــاران،  Chi؛  1996همكـــاران 

و  همچنـين از  )  2003وهمكاران،  Hegde؛  2003و همكاران،  Chi ؛ 2002و همكاران،  Maeno؛  2001همكاران، 

  متعددي وجود دارد هاي منطقه مديترانه نيز گزارش

)Breuil   ،؛  1991و همكـارانBovo  ،؛  1996و همكــارانSweetman   ،؛  1996و همكـارانLe Breton  ،و همكــاران

ــاران،  Maltese؛  1999و همكــاران،  Thiery؛ 1997 ــود   ).  2005و همك ــز وج ــمالي ني ــاي ش ــاري در دري ــن بيم اي

 Starkey   ،2000(بتانوداويروس از ماهيان پرورشي انگلسـتان  ).  Grotmol  ،1995؛  1991و همكاران،  Bloch(دارد

و )  Azad  ،2005(هنـد  ،)   Gagne  ،2004؛  Barker ،2002؛ 2001و همكاران،  Curtis(، آمريكاي شمالي) 2001و 

  . گزارش شده استنيز) 2004و همكاران ،  Ucko( قدس رژيم اشغالگر 
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ــايي اســت امــا گــاهي از ماهيــان آب شــيرين ماننــد     ــان دري علــي رغــم ايــن واقعيــت كــه بيمــاري مخــتص ماهي

، )2003و همكـاران،    Hedge(  Poecilia reticulata، گـوپي ) 2003و همكـاران،   Anguilla anguilla  )Chiمارماهيان

Parasilurus asotus   ) Chi  ،2003وهمكــاران ( چالبــاش ،Acipenser gueldenstaedti  )Athanassopoulou   و

ــاران،  ــاران،  Munday(  Oxyeleotris lineolatusو   Tandanus tandanus، ) 2004همكــ و  ) 2002و همكــ

  . نيز گزارش شده است ) Trichogaster trichopterus(گورامي

 Richardsو  (Oreochromis mossambicus    Skliris)( تيلاپياي موزامبيك  درهمچنين اين بيماري به صورت تجربي 

 ،1999b  (وmedaka )Oryzias latipes ) (Furusawa  ،2006  (تنوع پراكندگي بيماري در آبهاي بـا   .ايجاد شده است

  .حسوب نمي شودعامل تعيين كننده اي در وقوع بيماري م (Salinity) شوري مختلف نشانگر اين است كه شوري

كـه توسـط ايشـان در    بـين المللـي    اي و بـر مبنـاي يـك مطالعـه پرسشـنامه     Prof.Bovo  بر اساس آخرين مكاتبه با 

در كشـور   2012كـه در سـپتامبر      15th EAFP International Conference on Diseases of Fish & Shellfishكنفـرانس 

ي منطقـه مديترانـه   صلي ترين مشكل بهداشـتي در آبـزي پـرور   به عنوان ا   VNNبيماريكرواسي برگزار گرديد، 

  .)1390،  شهريور  نگارندهمكاتبات شخصي ( گرديدقلمداد 
 

  راه هاي انتقال بيماري -2-3-1

در حالـت مسـتقيم، ويـروس بـه دو شـكل      . راه انتقال بيماري به دو صورت مستقيم و غير مستقيم انجام مـي شـود  

مسير عمودي ماهيان مولد از طريق مايعات تناسلي خود ويروس را به سلول تخم  در. عمودي و افقي منتقل ميشود

ادهـا،  ندر گ  VNNويروس  .ماهيان مولد به عنوان يكي از مخازن اصلي بيماري قلمداد مي گردد.منتقل مي نمايند

هيـان مولـد ،   تكثير ويـروس در تخمـدان هـاي ما   . روده، معده، كليه و كبد ماهيان مولد حامل شناسائي شده است

و همكـاران،   Nguyen،  1992و همكـاران،    Mushiake(پس از تخمريزي موجب انتقال عمودي بيماري مـي شـود   

1997.(  

از طرفي آلـودگي   .افقي قرار گرفتن ماهيان سالم در كنار ماهيان بيمار موجب انتقال بيماري است روش ليكن در

، يكـي  VNNآلوده به ويروس  (Trash fish) پودا و زوائد غذائياز طريق غذاهاي زنده آلوده همچون آرتميا،كوپه 

انتقـال افقـي بيمـاري از طريـق ماهيـان مبـتلا و بـدون علائـم بـاليني          .  بيمـاري اسـت   ديگر از راههاي انتقال افقـي 

و همكـاران،   Gomez (نيز مي تواند در محيط هاي دريـائي اتفـاق افتـد    )  (Asymptomatically infected fishمشخص

2004.(  

مشاهده شده است كه بيماري در لارو جك راه راه و ماهيان نورس گروپر خال قرمز بعد از غوطه وري همچنين  

وسايل مخصوص نقل و انتقال ماهي   در فرم غير مستقيم ويروس از طريق پساب و. در آب آلوده ايجاد شده است

  ).2002كاران و هم OIE 2000 ،Hegde، 1999و همكاران  Bovo(شود  منتقل مي
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  نحوه انتقال بيماري -3-3-1

متعــدد و بررســي هــاي تجربــي در شــرايط كنتـرل شــده انتقــال افقــي را كــاملا ثابــت كــرده  كــاربردي  مطالعـات 

ــت ــاران،  Glazebrook(اسـ ــاران،  Mori؛  1990و همكـ ــاران،  Arimoto؛  1991و همكـ و  Nguyen؛  1993و همكـ

ــاران،  ــ Thiery؛  1996و  1994همك ــاران،  Grotmol؛  1997اران، و همك ــاران،  Peducasse؛  1999و همك و همك

  ). 1999و همكاران،  Totland؛  1999

و  Johansen؛ 1997و همكــاران،  Nguyen(برخــي محققــين احتمــال انتقــال عمــودي بيمــاري را مطــرح كــرده انــد 

ري  در جمعيت هاي پرورشي مـي  اما برخي ديگر انتقال عمودي را مهمترين راه  پراكنش بيما)  2002همكاران، 

  ). 2002و همكاران،  Breuil؛ 1997و همكاران،  Yoshimizu؛  1992و همكاران  Arimoto(دانند

و  Artemia salina  ( ،Tigriopus japonicus  ،Acetesinte medius(برخي ديگر استفاده از غذاي زنده تازه ماننـدآرتميا 

عنوان يكي از معمولا در تغذيه لاروهاي ماهيان دريايي استفاده مي شوند را بهرا كه   Brachionus plicatilisروتيفر 

  ). 2003و همكاران،  Chi؛  Richards  ،1998و  Skliris(راههاي انتقال بيماري مطرح كرده اند

Mori لـدين  عنوان يـك راه انتقـال بيمـاري در مو   نيز استفاده از ماهي خام را در جيره غذايي به) 2003(و همكاران

  . اثبات كرده اندكه اين مساله تاثير كانيباليسم را در درگيري هاي طبيعي در ماهيان وحشي نشان مي دهد

مقاومت بالاي بتانوداويروس به شرايط محيطي بدون شك باعـث باعـث افـزايش احتمـال انتقـال افقـي بـويژه در        

  .شي ايجاد مي گرددمناطق بومي و در زمان انتقال نوزادان از هچري به كارگاههاي پرور

به اعتقاد برخي نويسندگان، انتقال عمودي بعنوان يك راه مهم انتقال ويروس در جمعيت هاي پرورشي محسوب 

ــت   ــته اس ــاران،  Arimoto( گش ــاران،  Yoshimizu؛  1992و همك ــاران،  Breuil؛  1997و همك در ).  2002و همك

احل اوليه لاروي و نوزاداي گونه هاي مختلـف پرورشـي بـا    بسياري از مقالات به دليل شيوع بالاي بيماري در مر

؛  1991و همكـاران،   Breuil. ( عنوان راه انتقال بيماري مطرح شـده اسـت  آب عاري از ويروس، انتقال عمودي به

Arimoto   ،؛  1992و همكارانComps   ،؛  1996و همكـارانYoshimizu   ،؛  1997و همكـارانGrotmol  وTotland  ،

  .اما هنوز اين مساله به طور قطعي ثابت نشده است)  2000

( فرضيه انتقال عمودي بيماري همچنـين بـه دليـل رديـابي ذرات ويروسـي در گنادهـا و تخـم لقـاح يافتـه مـاهي           

Pseudocaranx dentex ( Striped jack    ــايش ــك آزم ــا كم ــاران،  ELISA  )Arimotoب (  RT-PCR، ) 1992و همك

Mushiak  ،1994و همكاران ،Nishizawa  ،1996و همكاران  ،Dalle valle  ،2000و همكاران  ،Breuil   ،و همكـاران

هاي لقاح يافته حاصـل از  همچنين ويروس از تخم. مطرح شده است)  1997و  Nguyen  ،1996(  IFATو )  2002

اگرچه بيمـاري از   ) 2002و همكاران،  Breuil. ( اند شناسايي شده استمولديني كه به صورت تجربي آلوده شده

يابد ولي بر اساس داده هاي موجود هنوز مشـخص نشـده كـه آيـا بيمـاري در داخـل       مولدين به تخم ها انتقال مي

ده و موجـب بيمـاري   ها و جود دارد يا بصورت آلودگي خارجي تخم هـا در زمـان تخمريـزي ايجـاد ش ـ    تخمك

  . گرددميآنها  لاروها پس از تفريخ
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  در بدن ماهيان مبتلا بيماري عامل گسترشراههاي ورود و  -4-3-1

علائـم واكوئولاسـيون   (Striped jack) در يك بررسي تجربي به روش حمام دادن در لاروهاي ماهي جك راه راه 

  در مرحله بعدي. براي اولين بار در نخاع كه در بالاي كيسه شنا قراردارد مشاهده گرديد

گرديد كه اين موضوع بيانگر آن است كه نخاع به عنوان اولين  واكوئولاسيون در مغز و سپس در شبكيه مشاهده

به بيان ديگر ويروس از نخاع بطرف مغز به حركت درآمده .تواند مطرح باشد مي VNNمكان براي تكثير ويروس 

  ).1996و همكاران،  (Nguyen و در نهايت در شبكيه مستقر مي گردد

ويروس در سلول هاي اپي تليال پوست و سپس در اپي تليوم  در لاروهائي كه بصورت طبيعي آلوده شده بودند،

شناسائي  (CNS)  در سلول هاي عصبي سيستم عصبي مركزي  VNNاوليه عفونت   در مراحلهمزمان وروده 

  ).1996و همكاران،  (Nguyen گرديد

سيسـتم  ابي به نشانگر آن است كه ويروس مزبورجهت دستي  (Neurotropism)به بافت عصبي  VNNتمايل ويروس 

  :از طريق اعصاب محيطي به دو روش ذيل عمل مي كندعصبي مركزي 

  از طريق اعصاب سمپاتيك كه به دستگاه گوارش متصل مي باشد •

  از طريق اعصاب حسي يا حركتي كه به سلول هاي اپي تليوم پوست متصل مي باشد •

 Nguyen) 1996، و همكاران ،   Grotmol  ،1999وهمكاران.(  

در مرحله پرواري امكان ابتلاي بيماري از طريـق مواجهـه بـه    Seven-banded grouper) (هامور هفت خط در ماهي 

بـه اپـي تليـوم بينـي نفـوذ كـرده و سـپس بطـرف عصـب           VNNويروس  .وجود دارد) Pernasal(روش داخل بيني 

 .ي دهدرا در مغز مورد تهاجم قرار م 3حركت مي كند و قطعه بويائي 2و پياز بويائي 1بويائي

در بافـت  بـه سيسـتم اعصـاب محيطـي      VNNدر نمونه هاي مواجهه شده از طريق تزريق داخل عضلاني ويـروس  

  .عضلاني وارد شده و از طريق آكسون آنها بطرف نخاع حركت مي كند

را مورد تهاجم قـرار   محل تزريق نيز سيستم عصبي مركزي مي تواند از طريق سيستم گردش خون VNNويروس 

 ) .2004وهمكاران،  Tanaka(دهد 

  

  عوامل مستعد كننده بروز بيماري -5-3-1

دو عامل اصلي مستعد كننده ماهيان در ابتلا  و مرگ و مير آنها  ناشـي از ايـن بيمـاري     ،سن و درجه حرارت آب

موجب بروز تلفات در جمعيت لاروهـا  % 100اين بيماري موجب مرگ و مير شديد شده و اغلب ميتواند تا . است

بيمـاري بطـور اساسـي ماهيـان حسـاس را در مراحـل اوليـه        .گـردد  تفـريخ روز پس از  4 – 7ماهيان نورس طي و 

                                                 
 Olfactory nerve  - ١  

٢-  Olfactory bulb  
٣- Olfactory lobe  
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زود هنگام ترين زمان بروز شناخته شده براي اين بيماري در ماهي جك راه راه يك روز  .زندگي مبتلا مي سازد

ريكـه ميـزان تلفـات در مرحلـه     با افزايش سن ميزان تلفـات كمتـر ميگـردد بطو   . گزارش شده است تفريخپس از 

و  Oh، 2001و همكاران  OIE 2000 ، Murogo، 1999و همكاران  Bovo( لاروي بيشتر از مرحله ماهي نورس است

  ).  2005و همكاران  Hegde، 2002همكاران 

الغ در به اين معني نيست كه ماهيان ب) مراحل لاروي و نورس(البته حساسيت بالاي ماهيان در مراحل اوليه زندگي

  ).1999و همكاران  Bovo(اثر اين بيماري متحمل تلفات نمي شوند

  : در آنها رخ مي دهد مي توان به موارد ذيل اشاره نمود VNNاز جمله ماهيان بالغي كه گاهي مواقع بيماري 

– Brown grouper (E. malabaricus) (Bloch & Schneider),  

– Seven-banded groupers (E. septemfasciatus) Thunberg,  

– Greasy grouper (E. tauvina) (Forsskal) 

– Cobia (Rachycentron canadum) (L.)  

– Euorpean eel (Anguilla anguilla) (L.) 

– Golden grey mullet,( Liza auratus)  in Iran 

رين ميزان به غير از سن، درجه حرارت آب نيز يكي از عوامل مستعد كننده بروز بيماري است، بطوريكه بيشت

  .مرگ و مير ناشي از اين بيماري در تابستان رخ ميدهد

 1درجه و در معرض اين ويروس قرار داشتند در عرض  28لاروهايي كه به طور دائم در دماي در يك بررسي 

علائمي مشاهده  حتي در محيط كشت سلولي هم 37و بالاي  20اما در دماي زير . تلفات دادند % 80روز 

 .) 2003همكاران، و   Chi(.نشد

رسيد و در % 100درجه به  24-28جوان تلفات در دماي  E.akaaraماهي مطالعه ديگري بر روي در همچنين 

كاهش يافت و علائم مثل بروز شناي غير عادي و مرگ ومير به تأخير افتاد و مي توان %  57- 61به   20دماي 

   و Gilda D. Lio-Po ( روز مشخص شد 50ه پس از درج 16زنده در دماي  ماهيانگفت كه آنتي ژن ويروس در

Leobert D. de la Pena  ،2004.(  

و  Arimoto(در بقاء ويروس و شيوع بيماري نكروز عصبي دارد زياديلذا به نظر مي رسد درجه حرارت نفش  

و همكاران  Chi، 1997و همكاران  Chi، 1996و همكاران  Le Berton، 1996و همكاران  Fukuda، 1994همكاران 

1999.(  
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   VNNرابطه ميان درجه حرارت آب استخرها و ميزان وقوع همه گيري هاي  :   2شماره نمودار

  )(Chi, 2005، 2005در كشور ويتنام در سال 

  

  تشخيص بيماري -4-1

  علايم باليني -1-4-1

، چرخشي و خوابيده به پشت در مارپيچي( مهمترين مشخصه بيماري در گونه هاي مختلف رفتار شناي غير طبيعي

، تيرگي رنگ، باد كردگي كيسه شنا و تلفات است كه عمدتا در بچه ماهيان و ماهيان جـوان رخ مـي   )سطح آب

متقـارن   در ابـتلاي دو طرفـي   .) 2002و همكاران،  Munday(بسته به سن و گونه ماهي اشكال متفاوتي دارد دهد و

عـدم  يك به سطح آب شنا كند يا در صورتي كه مدت طولاني دچار ممكن است كه ماهي در خط مستقيم و نزد

ماهيان مبتلا قادر به شنا در يك مسير مستقيم نمـي   .شنا مي كند دايره اي و با بيحاليباشد در مسير   (Ataxia)تعادل

سـرعت  در مواردي ماهي بـا  . شناي ماهيان يا بصورت مارپيچي است و يا به نوعي به دور خود مي چرخند. باشند

ولي ناگهان بيحال شده و به قعر آب ميرود و يا اينكه بـه حالـت   ) Darting(و ماننددارت پرتاب مي شود شنا نموده

  .حركت مي كندنيزه اي  بيحالي به سطح آب مي آيد و دوباره با سرعت به اطراف به حالت

در برخي مواقـع در   .ي شنا ميكننددر بسياري از موارد ماهيان به يك پهلو افتاده ودر سطح آب غوطه ور و بكند 

وضعيت عمودي به صورت ساكن بر روي سر و در نزديكي سطح آب مي ايستد به طوري كه باله دمي در بـالاي  

گـاهي مشـاهده   . سطح آب قرار دارد و يا درحاليكه شكم به سمت بالا است به آرامي در سطح آب شنا مي كنـد 

خط مستقيم به سرعت شنا كرده و قادر به توقف كـردن پـيش از    شده كه ماهي بيمار در نزديكي سطح آب و در
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ساير علايم غير . برخورد به ديواره تانك نمي باشد به همين دليل زخم هاي فك و پوزه در آنها مشاهده مي شود

  )Munday  ،2002؛  Bovo  ،2007( .اختصاصي مانند بي اشتهايي، بي حالي و كم خوني نيز ممكن است اتفاق افتد

بـي  در واقـع  . چنين رنگ ماهيان مبتلا بر حسب نوع گونه ميتواند تيره تر و يا كمرنگ تر از حد معمول گـردد هم

  و ) (Lates calcarifer  آسـيايي  Sea bassلارو . ه هـاي مختلـف ايجـاد شـود    رنگي يا پررنگي نيز مي تواند در گون ـ

كم رنگ تر مي شـود درحاليكـه بچـه     VNN به در صورت ابتلا) Hippoglossus hippoglossus( آتلانتيك هاليبوت

پر  ) .Epinephelus spp( هامورماهيان و Scophthalmus maximus،  )Dicentrarchus labrax ( اروپايي Sea bass ماهيان

؛  Gallet  ،1988و Bellance (  رنگ تـر مـي شـوند كـه ايـن تـراكم رنگدانـه از ناحيـه بالـه دمـي آغـاز مـي شـود             

Glazebrook ــاران،و ه ــاران،  Bloch؛  Inoue  ،1990و  Yoshikoshi.؛ 1990 مك و همكــاران،  Breuil؛  1991و همك

و همكاران،  Munday؛  b 1997و همكاران ،  Grotmol؛  1996و همكاران،  Boonyaratpalin؛  Mori  ،1991؛  1991

2002 (.  

رخ مي دهـد بـا توجـه بـه گونـه      و مير و مرگ مرحله اي از زندگي ماهي كه در آن ابتلا به بيماري با بروز علايم 

اگرچـه بيشـترين تلفـات در مرحلـه لاروي و     ). 1997و همكـاران،   Munday( ماهي و منشاء عفونـت تفـاوت دارد  

 ( مانند ماهيان  بالغ گونه هاي مختلف همچنين تلفات شديد در .) Nakai  ،1997و  Munday( نوزادي رخ مي دهد

Pseudocaranx dentex ( ــزا ــت گ ــده اس ــاران،  Arimoto(. رش ش ــاران،  Mushiake؛  1993و همك  ؛ 1994و همك

Nguyen  ،(، نوعي هـامور ) 1997و همكاران Epinephelus septemfasciatus ()Fukuda   ،؛  1996و همكـارانTanaka 

ــاران،  ــايي Sea bass ،) 1998و همكـ ــاران،  Dicentrarchus labrax) ()Bovo اروپـ و  Le Breton؛  1996و همكـ

  . ) 1997همكاران، 

و در فصــل تابسـتان در منــاطق  )  C º 30 – 29(در ابتـدا معتقـد بودنــد كـه بيمــاري فقـط در درجـه حــرارت بـالا       

اما مشاهدات بعدي ).  Gallet  ،1998و  Bellance(گرمسيري رخ مي دهد به همين دليل آنرا بيماري تابستانه ناميدند

تلفات در بيشـتر ماهيـان    .تري رخ دهد مي تواند در محدوده حرارتي وسيع نشان داد كه بيماري در شرايط طبيعي

و  Danayadol(اتفاق مي افتد C º 30 – 28در درجه حرارت )  Epinephelus malabaricus (نوعي هامور گرمابي مثل

رخ مـي   C º 26 – 20در درجه حـرارت  )  (Pseudocaranx dentex اروپايي Sea bass يا در لارو)  1995همكاران، 

زمينـه سـاز    عامـل افزايش درجه حرارت را يـك   ) 1996( و همكاران Fukuda). 1994و همكاران،  Arimoto(دهد

آتلانتيـك   سـرد مثـل   هـاي  بيماري معرفي كردند ولي بيماري علاوه بر ماهيان گرمابي مـي توانـد در ماهيـان آب   

نيز ايجاد    Verasper moseriو)  1995و همكاران،   Hippoglossus hippoglossus  ( )Grotmol(                   هاليبوت 

 Seavenbandهامورماهيـان  شـامل    هموژن بـافتي مغـز و چشـم ماهيـان آلـوده      كه با تزريق داخل  عضلاني  گردد

grouper  ) Epinephelus septemfasciatus  (خال قرمزهامور و Epinephelus akaara جـام  ان در آنها بيماريزايي تجربي

در درجـه حـرارت    كمون بيمـاري بيشترين تلفات و كوتاهترين دوره  .شد و علايم باليني و تلفات مشاهده گرديد

  .رخ داد C º 28بالاي 
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  علايم كالبدگشايي -2-4-1

. در بازبيني اندامهاي داخلي مهمترين علامتي كه جلب نظر ميكند اتساع شديد كيسه شنا ناشي از تجمع گاز است

 Pseudocaranxو   Dicentrarchus labrax  ،Lates calcariferشنا مكررا از گونه هاي مختلـف از جملـه    كيسه اتساع

dentex گزارش شده است)Breuil  ،؛  1991و همكارانMunday  ،در برخي مواقع يـك منطقـه    ). 2002و همكاران

مي شودكه مـي توانـد   ديده  بدون رنگدانه در پوست جمجمه و سرپوش آبششي بهمراه ضايعات قرمزي فك ها  

و  Le Breton؛  1996و همكــاران،  Sweetmann؛  1996 و همكــاران، Bovo( ســيب هــاي فيزيكــي باشــدناشــي ازآ

در بررسي دستگاه گوارش ماهيان بيمارخالي بودن روده و پر بودن كيسه صـفرا نشـان دهنـده     ). 1997همكاران، 

  ).OIE 2000، 1999وهمكاران  Bovo، 1997وهمكاران  Chi.(عدم تغذيه ماهيان بيمار است

  

  تغييرات بافت شناسي -3-4-1

ئـول هـاي   وشده ، پيـدايش واك  گزارشمهمترين علامت  مقاطع بافتي ماهيان بيمار آسيب شناسي در بررسي هاي

ضايعات مي تواند در قسمت هاي مختلف مغز، نخاع و شبكيه چشم . متعدد همراه با نكروز سلولهاي عصبي است

و  Grove؛  Raymond  ،1996و  Comps؛  1995و همكـــــاران،  Grotmol؛  1992و همكـــــاران،  Munday(باشـــــند

  ). 2003همكاران، 

لي در سيتوپلاسم سلولهاي موجود در مـاده  واز بافتهاي عصبي مانند مغز ضايعات واكوئ آسيب شناسيدر بررسي 

و نخـاع مشـاهده    2لنخـاع، مغـز جلـويي   و با حـدت كمتـر در بصـل ا    1خاكستري مغز خصوصا بخش خلفي بينايي

  . همچنين اين گونه از ضايعات در لايه هاي هسته دار شبكيه نيز مشاهده ميگردد. ميشود

بـه علـت تجمعـات    ) ميكرومتـر  5بـا حـداكثر قطـر    (لي در سلولهاي عصبي مغز و چشم وبروز اين ضايعات واكوئ

وضوح با ميكروسـكوپ الكترونـي قابـل رويـت     ه بذرات ويروسي بدون غشا در سيتوپلاسم اين سلولها است كه 

. نانومتر مشاهده ميشـود  25 – 30در اين مقاطع ذرات ويروس مدور با سطحي ناصاف و با قطري در حدود . است

در بررســي لامهــاي بدســت آمــده از بافتهــاي عصــبي ماهيــان بيمــار نكــروز وســيع ســلولهاي عصــبي در نخــاع،   

اين علايم در واقع اولـين علايـم بيمـاري اسـت كـه در طيـف       . شاهده ميشودگانگليونهاي نخاعي، مغز و شبكيه م

و  Thiery، 1999و همكـاران   Munday 1997 ،Bovoو  Nakai(وسيعي از ماهيان دريايي پرورشي عنوان شـده اسـت  

 ).OIE 2000، 1999همكاران 

Grotml مشـخص  لانتيـك هـاليبوت   در آتبيماري ندوكارديت را در عفونت طبيعي ضايعات آ)  1997(و همكاران

در . كرد و نتيجه گيري نمود كه ويرمي مي تواند حداقل در آتلانتيك هاليبوت بعنوان يك عامل مهم مطرح باشد

  . مي شودعمدتا در لوب بينايي مغز ديده  له شدنئوواين موارد واك

                                                 
1  - Optic tectum 
2  - Telencephalon 
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شـديد معمـولا در مراحـل     ضـايعات . ئول ها به گونه مبتلا و بويژه سن درگيري بسـتگي دارد وتعداد و اندازه واك

ــواحي گســترده اي از لاروي  ــوزادي در ن ــد )  CNS( اعصــاب مركــزي  سيســتمو ن ــي افت ــاق م و  Glazebrook(اتف

فقرات ديده همچنين ضايعات واضحي در عقده هاي عصبي ستون  .) 1991و همكاران،  Breuil؛  1990همكاران، 

الغ علايـم بـاليني و بافـت شناسـي واضـح بسـيار كمتـر از        ب Sea bassدر  ). Inoue  ،1990و  Yoshikoshi(شده است

  ). 1999و همكاران،  Galeotti(لاروها و نوزادان است و در بالغين عمدتا درگيري شبكيه چشم ديده مي شود

  

  روشهاي آزمايشگاهي شناسايي ويروس -5-1

تفاده قرار گرفتـه  طي سالهاي اخير روشهاي متعدد آزمايشگاهي جهت شناسايي و تاييد تشخيص ويروس مورد اس

. از مهمترين اين روشها مي توان به جداسازي ويروس و شناسـايي آن بـر روي كشـت سـلول  اشـاره نمـود      . است

ليكن اولين موفقيت جهت . دنباش كه به اين ويروس حساس مي نداصولا تيره هاي سلولي ماهي اندكي وجود دار

و همكـاران   Iwamoto، 1996و همكـاران   Frerichs(بدست آمـد  SSN-1كشت سلولي ويروس بر روي تيره سلولي 

نيز به ويـروس   GF-1گزارش نمودند كه تيره سلولي ) 1999(و همكاران Chiهمچنين ). OIE 2000، 2000و  1999

تـوان   جداسـازي و شناسـايي ويـروس مـورد نظـر مـي       بـراي حساس است و از آن ) GNNV(نكروز عصبي گروپر

  . استفاده نمود

، ميكروسـكوپ  )Inaue 1990 ،OIE 2000و  Yoshikoshi(دهاي ديگـر ماننـد هيسـتوپاتولوژي   به جز ايـن روش، مت ـ 

، )OIE 2000، 1992و همكـــاران  Nakai 1997 ،Moriو  Munday(الكترونــي بــا رنــگ آميـــزي مثبــت و منفــي      

 OIE، 1996و همكـاران   Nguyen(مسـتقيم و غيـر مسـتقيم     پـادتن هـاي درخشـان   ،  )OIE2000(ايمونوهيستوشيمي 

و روشـهاي   )OIE 2000، 1992و همكـاران   Arimoto(، اليـزا  )OIE 1997(ليبل شـده بـا آنـزيم    پادتن هاي ، )2000

كلـون شـده اسـتفاده مـي      DNAو نيـز سـكانس    RT – PCR ، Nested – PCR ،Real – time PCR مختلـف ماننـد   

 Maeno، 2002و همكاران  Oh، 2001و همكاران  Skliris، 1999و همكاران  Thiery، 1999و همكاران  Bovo(شود

 ). 2005و همكاران  Valle، 2004و همكاران 

،در كشـورهائي كـه نـاكنون    ) OIE(دام واگيـر  بر اساس آخرين دستورالعمل هاي سـازمان جهـاني بيمـاري هـاي     

بيماري بصورت رسمي گزارش نشده است تمامي سعي و تلاش محققين و مسئولين بهداشتي بايستي بر شناسـائي  

جداسازي ويروس عامل بيماري از طريق كشت سلولي ويروس بر روي تيره سلولي مناسب ياشد و سپس جهت و 

اسـتفاده    ELISAو    NT   ،FATتاييد تشخيص عامل بيماري بايستي از روش هاي سـرولوژيك مناسـب همچـون    

اهيـان حسـاس بـه بيمـاري     بـر روي م  Koch Postulateنمود و در نهايت بيماريزائي عامل جدا شده بر اسـاس روش  

  ).OIE ،2006 (آزمايش شود
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  بيماريزايي

و  Guoاطلاعات چنداني در مورد چگونگي فرآيند بيماريزايي اين ويروس در دسترس نبـود تـا اينكـه     90در دهه 

قادر به ايجاد ) GGNNV( 1نشان دادند كه ويروس نكروز عصبي جدا شده از ماهي گروپر چرب) 2003(همكاران 

  .است) Sea bass(پوپتوزيس در تيره سلولي باس درياييالقا آ

كه از مهمترين پروتئازهاي القـا   3و  8وي نشان داد در سلولهاي آلوده به ويروس فعاليت پروتئازهاي شبه كازپاز  

در مقابـل بـا مصـرف عوامـل مهـار كننـده       . كننده مرگ برنامه ريزي شده سلول است به شدت افزايش مـي يابـد  

آنچـه كـه موجـب القـا مسـير خـارجي       . ميـزان آپوپتـوزيس را كـاهش داد    3و   8ئازهاي شبه كازپـاز فعاليت پروت

ايـن پـروتئين بـا وزن    . توليـد شـده توسـط ايـن ويـروس اسـت       αآپوپتوزيس در اين سلولها شده اسـت پـروتئين   

وس است و نقش اين پروتئين پيش ساز پروتئينهاي كپسيد وير. كد ميشود  RNA2توسط قطعه   kDa 37مولكولي  

اصولا فرايند آپوپتوزيس از آنجايي كه با ايجاد مرگ سلول هيچگونه فرايند . مهمي در مونتاژ شدن ويروس دارد

و  (Guo التهابي را فعال نمي كند لذا ابزاري براي بيماريزايي و نيز فـرار ويـروس از دسـترس سيسـتم ايمنـي اسـت      

 ).  2003همكاران 

  

  و انسان بيماريزايي در پستانداران 

آلفانوداويروس ها غالبا عامل ايجاد عفونـت  . به دو جنس آلفا و بتانوداويروس تقسيم ميشوند 2خانواده نوداويريده

جنس آلفا نودا ويـروس هشـت گونـه دارد كـه از     . در حشرات بوده و بتا نوداويروس ها در ماهيان بيماريزا هستند

اين ويـروس بصـورت تجربـي    . ت و پستاندران بيماريزا ميباشندبراي حشرا NoV(3(آنها تنها گونه نوداموراويروس

موجب عفونت در بچه موشها و بچه هامسترهاي شيرخوار شده و باعث فلجي شل در انـدام حركتـي خلفـي و در    

گذشته از اين نشان داده شده است كه در سـرم خوكهـا آنتـي بـادي خنثـي كننـده       . نهايت موجب مرگ ميگردد

، Nakaiو  Banu(كه نشان ميدهد خوك به عفونت طبيعي با اين ويـروس حسـاس اسـت     وجود دارد NoVويروس 

2004.( 

ــه    ــي ك ــروس   ) Nakai )2004و  Banuدر بررس ــاريزايي دو وي ــت بيم ــد قابلي ــام دادن را در RGNNVو  SJNNVانج

مرحلـه اول  در اين بررسي دو آزمايش انجام شد در . زمايش كردندآهفته بودند  4ماده اي كه  BALB/cموشهاي 

 14روز نگهـداري شـدند وطـي     14بصورت داخل عضلاني و داخل صفاقي موشها تا   TCID50 10 5/7بعد از تزريق

 72و  24، 3در آزمايش ديگـر بـا همـان دوز ويـروس موشـها      . روز هيچگونه علايم باليني در موشها مشاهده نشد

 3در اين بررسي طي . اي داخلي آنها انجام شدساعت پس از تزريق كالبدشكافي شده و رديابي ويروس در اندامه

سـاعت ويـروس ناپديـد     72لـيكن پـس از   . ساعت پس از تزريق،  ويروس در كليه موشها قابل رديابي بـود  24و 
                                                 

1  -   Greasy groper (Epinephelus tauvina) 
2  - Nodaviridae 
3  - Nodamora virus 
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طي هر دوآزمايش ويروس از اندامهاي اصلي كه بتا نوداويروس به آنها حمله ميكند ماننـد مغـز، نخـاع و    . گرديد

 .)Nakai ،2004و  Banu(ايج نشان داد كه موش ميزبان حساس به بتانوداويروس نمي باشداين نت. چشم جدا نگرديد

درتيره هاي ) RGNNVژنوتايپ ( در يك بررسي جديد توسط محققين ژاپني، امكان عفونت زائي بتانودا ويروس 

ن داد كـه ايـن   نتـايج نشـا  . مـورد بررسـي قـرار گرفـت     in vitro بـه روش  )HeLa, 293T, and A549(سلولي انسـاني  

اگرچه نفوذ بتا نوداويروس ها به داخل اين سـلول هـا قابـل    . ژنوتايپ قادر به اتصال به سلول هاي انساني مي باشد

بتانوداويروس ها انتقال    مـي يافتنـد، سـلول هـاي انسـاني از تكثيـر        RNAsشناسائي نبود با اين وجود زماني كه با 

ه هاي اين محققين حاكي از آن است كه سلول هاي انساني فاقد گيرنده يافت. بتانوداويروس ها حمايت مي كردند

بنـابراين بتـانوداويروس در شـرايط فعلـي      .هاي اختصاصي ميزباني براي عفونت هاي  بتانوداويروس ها مي باشـند 

 RNAوابسـته بـه آنـزيم    RNA احتمالا به خاطر فقـدان گيرنـده هـاي مـورد نيـاز ودرجـه حـرارت نامناسـب بـراي         

polymerase درجه سانتيگراد در انسان نمي باشد  37قادر به ايجاد عفونت در)Adachi  ،2008و همكاران.(  

  

 درمانپيشگيري، كنترل و  

از آنجايي كه بيماري نكروز عصبي يك بيماري ويروسي است تاكنون هيچ راه درماني مشخصي بـراي آن ارائـه   

  ركيبات شيميايي در اين زمينه ليكن تلاشهايي در جهت معرفي بعضي از ت. نشده است
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

  

  . اشاره نمود 2و آنالوگ آن به نام ايكار 1از اين موارد ميتوان به ريباورين. شده استانجام 

                                                 
1 - Ribavirin 
2 - Eicar 
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  :فعاليت اين عوامل دارويي در چند مسير است 

  دهيدروژناز IMPممانعت از عملكرد آنزيم  – 1

  1كمكي Tتصحيح عملكرد سلولهاي  – 2

 Influenza):  در ويـروس هـاي   پلي مراز ويروسـي  RNAانعت يا ايجاد اختلال در عملكرد و فعاليت آنزيم مم – 3

virus, Reovirus, HCV, HIV-1) 
  (Poliovirus) در ايجاد موتاسيونهاي مرگ آور در ساختار ژنتيكي ويروس – 4

راه بوده است ولي تعيـين اثـرات آنهـا    با نتايج خوبي به هم  (IN VITRO)اين دو تركيب آنتي ويرال در محيط هاي

  .هنوز در حال مطالعه و بررسي است (IN VIVO)در محيط هاي 

ليكن از آنجايي كه استفاده از عوامل دارويي نميتواند اثر بخشي مناسبي در جهت كنترل تلفات داشته باشد  بيشتر 

  . ه استتلاشها در جهت ايجاد ايمني زايي و پيشگيري از بروز بيماري انجام شد

يكي از مهمترين تلاشها در جهت ممانعت از بروز بيماري استفاده از مولدين و لاروهاي غير آلوده به اين ويروس 

همچنين ضد عفوني نمودن لارو ماهيان با مقادير اندك ازن و تركيبات يد دار و ضد . است كه امري ميسر ميباشد

ديم، بنزآلكونيوم كلرايد يا تركيبات يد دار براي كنتـرل  عفوني نمودن وسايل موجود در هچري با هيپوكلريت س

امروزه استفاده از ازن يكي از ابزارهاي مهم جهت ضـدعفوني تخـم ماهيـان مختلـف     . ويروس بيماري موثر است

بايد توجه داشت كه نوداويروس بسيار مقاوم ).  2005و همكاران  Hegde( حساس به ويروس نكروز عصبي است 

محيطي است ليكن نشان داده شده كه ازن قادر به غير فعال نمودن ويروس ميباشد هرچند كه دوز  در برابر شرايط

  ). Totland 2000و    Grotmol،2000و همكاران  Frerichs( اختصاصي براي آن گزارش نشده است

براي هر گونه  البته تخمهاي لقاح يافته گونه هاي مختلف مقاومت متفاوتي در برابر ازن دارند و به همين جهت

بايد دوز مصرفي تعيين شود زيرا تخمهايي كه در معرض دوز بالاي ازن قرار ميگيرند طي دوره انكوباسيون زنده 

و  Mimura ، 1996و همكاران  (Arimotoميرند  روز مي 3 –4نداشته و بعد از مدت  تفريخمي مانند ولي قابليت 

  .) Totland، 2000 و    Grotmol،  1999همكاران 

Grotmol   وTotland )2000 ( نشان دادند كه اين مسئله ميتواند مربوط به تغيير پليمر پروتئين ديواره تخم در

نيز كاهش يافته و يا از اثر گذاري  تفريخمواجهه با ازن باشد ميشود به اضافه اينكه ترشح آنزيمهاي دخيل در 

 .كمتري برخوردار ميگردند

  :به شرح ذيل مي باشد 2ي بهداشتيبطور اختصار اهم موارد پيشگير

با توجه به اينكه انتقال عمودي از مولدين به تخم ها به اثبات رسيده پايش مستمر وضعيت بهداشتي مولدين  .1

  .است

                                                 
1 - T helper cell 
٢ - Sanitary Prophylaxis 
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 1شناسائي و جمع آوري مولدين حامل عامل بيماري .2

اهش خواهد كاهش استرس در زمان تخم كشي از مولدين كه شانس عفونت تخمداني را در ماهيان حامل ك .3

 .داد

پرهيز از هرگونه استرس در قفس هاي آلوده و برداشت روزانه موارد تلفات ومعدوم نمودن  آنها به روش  .4

 بهداشتي

 Ozoneو   UVضدعفوني نمودن آب هچري ها با استفاده از  .5

 .عدم استفاده از سيستم هاي برگشت آب در هچري هاي فشرده و متمركز .6

 .در حال استفاده و تانك هاي محتوي لاروهاضدعفوني شيميائي تخم ها، آب  .7

به ميزان كمتر از (لارو در هر ليتر 15لارو در هر ليتر به ميزان كمتر از  30-15كاهش تراكم لاروها از ميزان  .8

 .)لارو در هر ليتر ارجح داده مي شود 10

 .به دريا اكيدا خودداري شود 2از برگرداندن تلفات و ماهيان در حال احتضار .9

  

  
 

   از مولدين تا لارو هاي جديدمراحل مختلف قطع زنجيره انتقال بيماري  : 8شماره  ويرتص

)Chi  ،2006و همكاران(  

                                                 
١ -  Carrier  
٢-  Moribund fish  
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با توجه به مشكلاتي كه در مسير پيشگيري از بروز بيماري با مواد ضد عفوني كننده وجـود دارد، روش ديگـري    

وصـا در لارو و بچـه ماهيـان كـاهش دهنـد      كه محققين در پي آن هستند تا تلفات ناشـي از ايـن ويـروس را خص   

  .آغاز شد 90تلاش در جهت ايجاد يك واكسن از دهه . واكسيناسيون است

 Nakai  اولين كساني بودند كـه ايمـن زايـي جـك راه راه بـا اسـتفاده از پـروتئين نـو تركيـب          ) 1995(و همكاران

خنثي كننده ويروس را در اين مـاهي   ادتنپانجام دادند و توليد را )  SJNNV(ويروس نكروز عصبي جك راه راه 

تاكنون در دنيا چندين گروه تحقيقاتي در مورد توليد واكسن و چگونگي ايمن سازي فعاليـت داشـته   . نشان دادند

  .اند تا بتوانند يك برنامه ايمن سازي مناسب در برابر اين بيماري ايجاد نمايند

 پـادتن آنهـا افـزايش مشـخص دوز    . اشـاره نمـود  ) 2001(ران و همكـا  Husgaroاز اين موارد ميتـوان بـه مطالعـات    

  . اختصاصي در پي ايمن سازي ماهيان توربوت بالغ با امولسيون روغني پروتئين نوتركيب كپسول را نشان دادند

توانستند طي دو مرحلـه تزريـق ويـروس خـالص و پـروتئين كپسـيد       ) 2002(و همكاران  Hegdeدر تجربه ديگري 

را  in vitroآنتي سرم پلي والاني را بدست آوردند كه قابليت خنثي سازي ويروس در شرايط ويروس به خرگوش 

  .داشت

از . در تمام مطالعات فوق علي رغم نتايج مناسب بدست آمده هيچيك واكسن تجـاري مناسـبي را ارائـه ندادنـد     

بـود در حاليكـه ايـن بيمـاري      طرفي اثرگذاري اين واكسنها در ماهيان دريايي  تنها از طريق تزريق بررسـي شـده  

( پذير نيست كند كه تجويز تزريقي واكسن امكان ويروسي در مراحل اوليه زندگي ماهيان تلفات شديد ايجاد مي

Hegde  2005و همكاران .(  

انجام دادند ايمني زايي واكسن پروتئين نوتركيب كپسول ويروس را در ) 2005(و همكاران  Hegdeدر بررسي كه 

پي و گورامي بصورت غوطه وري و تزريق بررسي كردند و پاسخ آن را بـا ويـروس كشـته شـده بـا      دو ماهي گو

 GNVV(2(و ويروس نكـروز عصـبي گـوپي    ETNNVخنثي سازي . مقايسه كردند 1)ETNNV(فرمالين ماهي گروپر

تفاده از عصاره كامل با اس in vitroخنثي سازي . با اندازه گيري پاسخ آنتي بادي خنثي كننده انجام شد in vitroدر 

ماهيان گوپي ايمن شده با غوطه وري و آنتي سرم بدست آمده از ماهيان گورامي ايمن شده با تزريق نشـان   3بدن

. ميشـود  پـادتن كشته شده با فرمالين و پروتئين نوتركيب كپسول آن موجب خنثي سازي  ETNNVداد كه ويروس 

. نيز افزايش مـي يابـد    ETNNVروتئين نوتركيب كپسول ويروس بعلاوه آنتي سرم پلي كلونال خرگوش در برابر پ

با توجه به نتايج فوق اهميت پروتئين نوتركيب كپسول ويروس به عنوان واكسن پيشنهادي پيشگيري از بيمـاري و  

  .مناسب بودن آن براي ايجاد ايمني از طريق غوطه وري مشخص گرديد

                                                 
1  - Epinephelus tauvina nervous necrosis virus 
2  - guppy nervous necrosis virus 
3  - whole – body extract 
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مـاده  . جهـت ايجـاد مقاومـت در ماهيـان اسـتفاده نمودنـد        VLPs(1(در گام بعدي محققين از ذرات شبه ويروسي 

مسـئول توليـد مـاده     RNA1دو قسمتي تشكيل شده اسـت كـه     RNA Positive sencesژنتيكي ويروس از يك رشته 

بـا انتقـال     VLPsاساس توليـد  . مسئول كد نمودن مولكول پروتئيني كپسيد ويروس است RNA2ژنتيكي ويروس و 

RNA2 يك بـاكتري ماننـد اشريشـيا كـولي و يـا يـك ويـروس نظيـر بـاكلوويروس مـي باشـد            از ويروس به)Lu  و

  ).  2003همكاران

Thiery  قابليت ايمني زايي ) 2006(و همكارانVLPs  ويروس نكروز عصبي توليد شده از باكلوويروس را در باس

تاييد كـرد كـه سـرم ماهيـاني كـه بـا       آزمايشات اليزا و خنثي سازي سرم . دريايي اروپايي مورد بررسي قرار دادند

ضـد   پـادتن قابليـت القـا سـنتز      VLPsواكسـينه شـده انـد،      VLPsاز  gµ 1/0تزريق داخل عضلاني با دوزي در حد 

گذشته از اين ماهيان واكسينه شده در مواجهه با ويروس زنده مقاومـت نشـان داده و زنـده    . بتانوداويروس را دارد

اطلاعـات  . محافظتي در مواجهه با ويروس در اين بررسي كـاملا وابسـته بـه دوز بـود     پاسخ ايمني و اثرات. ماندند

RT – PCRبدست آمده از 
نشان داد كه دوزهاي بالاتر واكسن موجب كاهش تعداد ماهيـان واجـد مقـادير قابـل      2

  VLPs بر اساس اين اطلاعات مشخص ميشـود كـه  . روز پس از مواجهه شد 30بتانوداويروس طي  RNAرديابي از 

  . بدست آمده از باكلوويروس مي تواند به عنوان يك واكسن موثر در برابر ويروس نكروز عصبي معرفي گردد

Liu  نيز قابليت ايمني زايي ) 2006(و همكارانVLPs  مربوط بهGNNV را در ماهي گروپر مورد بررسي قرار دادند .

در ماهيـان واكسـينه    پـادتن بررسيها نشان داد كه تيتـر  . واكسينه شدند  VLPsماهيان با تزريق و با دوزهاي مختلف 

بطور مشخصي قابليت خنثي سـازي   پادتنهفته افزايش يافت بطوريكه در اين مدت  4بطور قابل ملاحظه اي طي 

ثابـت   پـادتن افزايش يافته و تا يـك مـاه تيتـر     پادتنتيتر   VLPsاز  g µ  250 – 10با يك تزريق. ويروس را داشت

 g µبيشتر از دوز % VLPs  13از  100و  g µ 250البته در بين دوزهاي مصرفي تيتر بدست آمده از تزريق. باقي ماند

بيشتر از شرايط تك تزريقـي  % 29را ايجاد كرد كه  پادتنبيشترين تيتر   VLPsاز  10و  g µ 100دو تزريق . بود 10

بـه ترتيـب   پـادتن  مگيري موجب كاهش تيتر يطور چش g µ 100و چهار تزريق g µ 250بود در حاليكه دو تزريق 

ــي -%44و  -23% ــود مـ ــالا   . شـ ــي از دوز بـ ــرات ناشـ ــد اثـ ــان ميدهـ ــايج نشـ ــن نتـ ــتر از  3ايـ ــاي بيشـ  در دوزهـ

g µ 200  نياز به ادجوآنت نداردپادتن اتفاق مي افتد نتايج نشان داد كه اين واكسن جهت افزايش تيتر.  

ماه گردد  5به مدت پادتن ميتواند موجب توليد تيتر بالاي  VLPs  با با اين بررسي مشخص گرديد كه ايمن سازي  

وزن مـاهي   g/g µ 1كه اين مسئله مرتبط با ايمن سازي طولاني مدت اسـت و هنگـامي كـه ايـن واكسـن در دوز      

   .استفاده شود ميتواند ايمني كافي را در ماهي ايجاد كند

                                                 
١ - Virus – like Particles  
2 - Revers transcription - PCR  
3 - Overdose effects 
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ا بـه عنـوان واكسـن خـوراكي در لارو مـاهي گروپـر مـورد        ر  VLPsو همكاران استفاده از  Linدر مطالعه ديگري 

در اين مطالعه آرتميا كپسول دار غني شده با باكتري اشريشيا كولي تلقيح شـده بـا ژن كپسـيد    . بررسي قرار دادند

هـا  وپروتئيني ويروس نكروز عصبي به عنوان واكسن مورد استفاده قـرار گرفـت و از آن بـراي واكسيناسـيون لار    

بـه دام افتـاده و    اآزمايشات ايمونوهيستوشيمي نشان داد كه آنتي ژنها در دستگاه گـوارش لاروه ـ . ديداستفاده گر

روز پس از واكسيناسيون شده است بطوريكه ايـن   7اختصاصي ضد ويروس پادتن واكسن فوق موجب القا توليد 

قاومت را بعد از مواجهـه بـا ويـروس    لاروهاي واكسينه شده درجه معيني از م. با اليزا قابل اندازه گيري بودپادتن 

با توجه به نتايج فوق مشخص ميشـود كـه واكسـن    . داشتند% 5/69و % 64 /2نشان دادند و در صد بقايي در حدود 

گردد و اين روش ميتواند در تمام ماهيان حسـاس بـه    ها ميوخوراكي فوق ميتواند بطور موثري موجب ايمني لار

  .  استفاده قرار گيرداين ويروس در مرحله لاروي مورد 

  

  و  تاريخچه بروز بيماري و مروري بر كارهاي گذشته در ايران پيشينه تحقيق -6-1

  

اولين بار بروز علايمي چون اتساع محوطه بطني و شناي غير طبيعـي در كفـال ماهيـان صـيد شـده در فاصـله        •

دان و كارشناسـان تحقيقـات   پره هاي صـيادي اسـتانهاي گـيلان توسـط صـيا     در  1377تا تير  77زماني اسفند 

  شيلات مشاهده و گزارش گرديد

، بر اساس علايم باليني، عوارض مشاهده شده را تحت عنوان عارضه نفخ گزارش )1380(رهاننده سلطاني و  •

قطعـه   50بررسيهاي باليني،كالبدگشايي و ميكروبيولوژي به عمل آمده بـر روي تعـداد   در اين بررسي .كردند

ماهيان مذكور مبتلا ) درصد 80( قطعه 40زه باريك صيد استان گيلان نشان داد كه تعداد ماهي كفال گونه پو

 .به عارضه نفخ ناشي از سوء تغذيه بوده اند

قطعـه از كفـال    40زارش ديگري از پژوهشكده اكولوژي درياي خزر مبني بـر مشـاهده تلفـاتي در حـدود     گ •

اعـلام   تحقيقـات شـيلات ايـران    خزر شهر بـه موسسـه   ماهيان در حوضچه اسكله يگان ويژه نيروهاي انتظامي

در  24/11/1380گرم در تاريخ  70با وزن كمتر از  طلائي مورد از تلفات ماهيان كفال  31بررسي در . گرديد

در قسمت قدام تنه نزديك به بـرانش، هيچگونـه علائـم غيـر طبيعـي       به جز رگه هاي خونريزيمنطقه مزبور، 

گـزارش  (محوطه بطني يا جمع شدن مايعات در شكم ماهيـان مشـاهده نگرديـد     ديگري اعم از زخم، پارگي

 ).1380اسفند  22ارسالي از پژوهشكده اكولوژي درياي خزر به موسسه تحقيقات شيلات ايران، 

بابلسـر و  (مركـزي  اسـتان مازنـدران     سـواحل در كفـال ماهيـان    1381پس از آن علايم فوق  در اواخر پـاييز   •

پژوهشـكده اكولـوژي   گزارش ارسـالي از  (تعداد اندكي از ماهيان صيد شده مشاهده گرديد در) فريدونكنار 

  ). 1381به معاونت صيد و صيادي شيلات ايران  درياي خزر
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گـزارش محرمانـه اي  از بخـش    ، در منطقـه زيباكنـار اسـتان گـيلان     1382در پي وقوع مجدد تلفات در سال  •

مبنـي بـر مشـاهده نمونـه هـائي از كفـال       ) بندر انزلـي (داخلي  مديريت ذخائرپژوهشكده آبزي پروري آبهاي

ماهيان با تورم شكمي در سه شركت تعاوني پره منطقه جفرود تا زيبا كنار به بخش بهداشـت و بيمـاري هـاي    

گزارش بررسي هاي انجام شـده بـر روي صـيد     بر اساس اين   .موسسه تحقيقات شيلات ايران واصل گرديد

بـه ترتيـب در   كـه  عمده صيد اين شـركت هـا    28/10/82در منطقه ياد شده در تاريخ سه شركت تعاوني پره 

آنهـا دچـار تـورم شـكمي     % 95ماهي كفـال تشـكيل داده و بـيش از     را كيلوگرم بوده، 130و  30، 15حدود 

به شامل نگارنده و دكتر شريف پور  تيم تحقيقاتي موسسه تحقيقات شيلات ايرانمتعاقب اين گزارش . بودند

سـال   ارديبهشـت  انجام شد و گزارش تخصصي آن درنطقه اعزام شده ومطالعات و نمونه برداري هاي اوليه م

انجـام  علايـم بـاليني و كالبـد گشـايي و     اقدامات انجام شده ، نمونه برداري هاي صورت گرفته، شامل  1383

گزارش تخصصي (رديدگ و ارائه و تدوينتهيه  )نگارنده(مجري مسئول طرح ملي توسط  آزمايشات مربوطه 

 ).مي باشد قابل دسترس در ضمائم پيوست

در همـان سـال    (Case Study)الب يك طرح آزمايشـي قر در مورد علل احتمالي اين بيماري د بررسيهاي اوليه •

صورت گرفت و پس از انجام نمونه برداري هاي متعدد از ماهيان مبتلا و آزمايشهاي تشخيصي اوليه همچون 

اكتري شناسي و نيز رايزني با اساتيد متخصص خارجي، نمونه هاي مغز ماهيان واجد علايـم  آسيب شناسي و ب

  (Prof.Chi) براي و نيز دانشگاه ملي تايوان (Prof.Nakai) برايدر كشور ژاپن  OIEباليني به آزمايشگاه رفرانس 

 .ارسال گرديد

 بر روي نمونه هاي ارسالي با هدف Nested PCRو  RT – PCRمولكولي  هاي آزمايش ،آزمايشگاه در هر دو •

نتيجه حاصل از . ميباشد صورت گرفت ويروسي كه عامل بيماري نكروز عصبي Piscine nodavirusشناسايي 

 با  )نگارنده( مكاتبات شخصي مجري مسئول{آزمايشات نشان از وجود ويروس در نمونه هاي مغز داشت

Prof.Nakai  وProf.Chi ({  

تحت آناليز سكانس قرار گرفت كه نتيجه آن وجود رابطه اي نزديك ميان  Nested PCRمحصول حاصل از  •

همچنين آناليز سكانس .ويروس احتمالي و ساير نوداويروسهاي گزارش شده عامل بيماري نكروز عصبي بود

نشان داد % 90را تا حدود  RGNNVمشابهت ژنتيكي ميان ويروس احتمالي و سويه ،  RT–PCRآمپليكون 

  .}با اساتيد ياد شده)  نگارنده(ت شخصي مجري مسئول مكاتبا{

شم كفال ماهيان چز و از مغهموژن فيلتر شده  در ژاپن،  (OIE)مركز رفرانس  از نمونه هاي مغز ارسال شده به •

به سويه هاي اين  بسيار حساسيكي از ماهيان كه  1چشم ماهي گروپر هفت خط اتاقك خلفي و بهمبتلا تهيه 

براساس كه  گرديد ايجاد%) 100دود درح(ديدتلفات شوتزريق  2روش داخل چشميبه  ،است ويروس

                                                 
1
 - Sevenband grouper 

  Intravitreous  - ٢  
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مشاهده % 100و در هر سه مرحله تلفات  تكرار شد سه بار اين عمل ،آزمايش  اثبات بيماريزائيپروتكل هاي 

 مولكولي كه بر روي نمونه هاي مغز ماهيان تلف شده انجام شد، وجود ويروس هاي در آزمايش. گرديد

  .}با اساتيد ياد شده )نگارنده(مكاتبات شخصي مجري مسئول({مالي مثبت اعلام گرديداحت

   RT-PCR تشخيصـي  را از نمونه هـاي فـوق الـذكر بـا روش     ، عامل نوداويروس)2005(ذريه زهرا و همكاران •

Nested   بصورت يك مقاله علمي در مجله علمي انگليسي موسسه تحقيقات شيلات ايـران رديابي و )Iranian 

Journal of Fisheries Science(در اين بررسي هيچگونه عامل باكتريايي بيماريزا مشاهده نشد و . گزارش كردند

  .طبيعي بود ،مكان وقوع تلفاتفاكتورهاي محيطي و اكولوژيكي 

بر مبناي  1383اسفند يك بررسي در ماهيان خاوياري دربين المللي تحقيقات ذريه زهرا و همكاران انستيتو  •

را در  دريائي ايستگاه 32كه  83در زمستان توسط بخش ارزيابي ذخائر انستيتو  انجام شده شت درياييگ

 35كه در مجموع شدعدد ماهي خاوياري بصورت تصادفي صيد  73 ه استاستان گيلان تحت پوشش داشت

به پرناتانت حاصله بر اساس پروتكل مربوطه مورد فراوري قرار گرفته و سواين ماهيان  و چشم نمونه از مغز

انجام  Nested RT-PCR روش با زمايشات مولكوليآآزمايشگاه هاي رفرانس ذكر شده ارسال گرديدندكه در

مكاتبات شخصي مجري {از نمونه هاي فوق از نظر وجود ويروس احتمالي مثبت اعلام گرديدند%  20شده

  .}Prof.Chi)و   Prof.Nakaiبا  ) نگارنده( مسئول

كه  1384تا تابستان  1383ام شده توسط پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر از  زمستان طي بررسي  انج •

ايستگاه نمونه بـرداري در سراسـر سـواحل     49نمونه برداري با روش ترال و توسط شناور تحقيقاتي گيلان از 

ر تابسـتان   جنوبي درياي خزر انجام شد مشخص گرديد كه بروز علايم باليني خاص ايـن بيمـاري نوظهـور د   

سـعيدي و  (آمـده اسـت   2و  1نتـايج حاصـل از ايـن بررسـي در جـدول شـماره       . بيشتر از زمستان بـوده اسـت  

 ).1384همكاران 
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در دو گونه از كفال ماهيان درياي خزر ميزان درصد ماهيان سالم و بيمار صيد شده مقايسه   -1شماره جدول 

   1383زمستان  طي

  

  كفال طلائي
(Liza auratus) 

 كفال پوزه باريك

(Liza salience) 

 ماهيان سالم ماهيان مبتلا  تعداد كل ماهيان سالم ماهيان مبتلا  تعداد كل

746 304 442 1892 1000  892 

 % 83/7 % 17/92 درصد % 25/59 % 75/40 درصد

  

  

% 93گرفت در  صورت 1384هم زمان با استان مازندران در استان گيلان نيز طي گشت دريايي كه در تير ماه 

گزارش پژوهشكده اكولوژي درياي خزر، شهريور ( ماهيان كفال صيد شده علايم باليني مشابه مشاهده گرديد

  .)2جدول شماره ( )1384

  
مقايسه ميزان درصد ماهيان سالم و بيمار صيد شده در دو گونه از كفال ماهيان درياي خزر   -2جدول شماره 

   1384طي گشت دريائي تابستان 

  

  كفال طلائي
(Liza auratus) 

 كفال پوزه باريك

(Liza salience) 

 ماهيان سالم ماهيان مبتلا  تعداد كل ماهيان سالم ماهيان مبتلا  تعداد كل

3025 1964 1061 17992 16583  1409 

 % 83/7 % 17/92 درصد % 07/35 % 93/64 درصد
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             ب                                                    الف                                      
  درياي خزر ماهيان بيمارصيد شده كفال )ب(داخلي و )الف(وضعيت ظاهري:  9تصوير شماره

  1384تا تابستان  1383طي زمستان  

 

بـتلا، حضـور   در بررسي آسيب شناسي بافتهاي مختلف كفال ماهيـان م  1384شريف پور و ذريه زهرا در سال  •

چهـارمين كنفـرانس دامپزشـكان علـوم     ( گرانولار مغز و مخچـه گـزارش كردنـد   نكروز و واكوئول را درلايه 

 ). 1384باليني، اروميه، 

 Managing كردند سازي و گزارشويبريو جداباكتري از برخي كفال ماهيان بيمار، )  2008(زاهدي و همكاران •

Alien Species for Sustainable Development of Aquaculture and Fisheries (MALIAF), Florence, Italy              

                                               

 

كه مجددا گزارشي از وجود چنين علايمي در ماهيان كفال صيد شده در اسـتان گـيلان داده     1382از  بهمن ماه  

توجه  با. در نهايت ردپاي ويروس نكروز ويروسي عصبي تاييد شدشده بررسي هاي دقيق تري صورت گرفت و 

كه شناسايي ويروس را منوط به جداسازي آن بر روي تيره هاي سـلولي حسـاس و   )  OIE  )2006به دستورالعمل 

يـا ايمونوهيستوشـيمي و    RT-PCR و  IFATروش تاييدي همزمـان   2تشخيص ويروس جدا شده به كمك حداقل 

RT-PCR  سابقه اي از جداسازي و تشخيص كامل بيمـاري در ايـران وجـود    ، ، تا زمان انجام پروژه حاضرمي داند

 6446نداشت و با توجه به تلفات غير متعارف كفال ماهيان درياي خزر وكاهش شديد ميزان صيد ايـن ماهيـان از   

 ته تحقيقـات شـيلا  مديريت ذخاير موسسبخش بيولوژي و (  1387تن در سال  2780به حدود  1381تن در سال 

تحـت   طـرح ملـي  لذا براي تاييد وجود ايـن بيمـاري    درسيبررسي دقيق و كامل بيماري ضروري به نظر مي) ايران

مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي، جداسازي، شناسايي و بيماريزايي آن در كفال ماهيان درياي خزر ( عنوان 

توسـط مجـري مسـئول    )ماهيـان خاويـاري، سـفيد  و پرورشـي    و بررسي بيماريزايي واحتمـال انتقـال آن بـه سـاير     

و در  موسسه تحقيقـات شـيلات ايـران بـه تصـويب رسـيد       در 1385سال ر د طراحي و تدوين گرديد و) نگارنده(
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، )سـاري (در سه مركز تحقيقاتي شمال ايران شامل پژوهشكده اكولوژي آبزيـان دريـاي خـزر    پروژهقالب سه زير

انسـتيتو تحقيقـات بـين المللـي ماهيـان خاويـاري دكتـر دادمـان         و ) انزلـي (اي داخليوهشكده آبزي پروري آبهژپ

 .به مرحله اجرا درآمد 1385از مهرماه  در سه استان شمالي كشور )رشت(

 

 
  

  موقعيت جغرافيائي سه استان مورد مطالعه در حوضه جنوب درياي خزر :10تصوير شماره

  

  

  

  

  

  

�ن� 

 �����ن

 ��ز��ران
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  مواد و روش كار-2

  مواد مصرفي -1-2

 صيد و انتقال ماهيان

 ماهيان مبتلا، آب دريا 

 و نمونه برداري زيست سنجي 

 ساچوك ، اسانس گل ميخك

  آزمايش  آسيب شناسي بافتي

سي  50و  15فالكون ، پارافين، لوله و ائوزين لام و لامل، الكل اتيليك،گزيلل، رنگ ائوزين، رنگ هماتوكسيلين

  درصد 10سي سي، فرمالين  5/1 سي، ميكروتيوپ

  وسرمي هماتولوژيآزمايش 

محلــول ريــس رقيــق، لولــه هـــاي     لام ولامــل، ســرنگ اســتريل، ميكروتيــوب هــاي اپنـــدورف، هپــارين،       

  ، كيت پارس آزمونميكروهماتوكريت، محلول گيمسا

  آزمايش باكتريولوژي

درجـه   25ث، پليتهاي كشت، انكوباتور ، محيط آگار خوندار، محيط لاكتوز برا%70ظروف نمونه برداري، الكل 

  سانتيگراد، 

  آزمايش سنجش فلزات سنگين

  ظروف نمونه برداري، بافرهاي مورد نياز

  ايمونوهيستوشيميآزمايش 

آنتـي بـادي مونوكلونـال ضـد     ،  H2O2  ،PBS  ،TBS، ، متـانول  Wax pap، اتانـل، آب مقطـر،    گزيلـل م و لامـل،  لا

 BSAاسـترپتاويدين،   -يمونوگلوبولين موشي كنژوگه شده با بيوتين، پراكسيدازآنتي بادي بزي ضد انوداويروس، 

  ، هماتوكسيلين و ائوزين DAB، محلول 

  كشت سلول

 2فلاسك كشت سلول 
cm 25  2و 

cm 75  ،محيط كشت  EMEM ) ( سـرم جنـين گـاوي   ،  )ساخت شركت سـيگما

FCS (  پني سيلين، استرپتومايسين، آمفوتريسـين ،B 24ونيزه، پيپـت اسـتريل يكبـار مصـرف، پليـت      ، آب مقطردي ـ 

  ميكرون   45/0و  22/0خانه، فيلتر 
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  (IFAT) درخشان به روش غيرمستقيم پادتن هايآزمايش 

( نـوداويروس ، آنتي آنتي بادي ضد  )Co. Aquatic diagnostics( نوداويروس و لامل، آنتي بادي مونوكلنال ضد لام

Co. Aquatic diagnostics  ( ده در بز و كونژوگه شده با تهيه شFITC )Aquatic diagnostics Co. (  استن، گليسرول و

PBST.  

درخشـان   پـادتن هـاي    وهش از دو آنتي بادي مختلف ضد بتانوداويروس در آزمايشژذكر است در اين پ شايان

  :غير مستقيم استفاده شد

  ).Aquatic diagnostic Ltd( آنتي بادي مونوكلونال توليد شده توسط دانشگاه استرلينگ -1

 ) آزمايشگاه رفرانس اتحاديه اروپا( آنتي بادي تهيه شده در دانشگاه تكنيكال دانمارك  - 2

  Nested-RT-PCR): آزمايش واكنش زنجيره اي پلي مراز

كشـور  (      IQ2000سـاخت شـركت    IQ2000 TM بنـام كيـت    PCRو كيـت   RNAدر اين تحقيق از كيت استخراج 

ايزوپروپانـل،  سـي سـي،    5/1و  2/0سرسمپلرهاي زرد، آبـي و كريسـتالي، ميكروتيـپ هـاي     ده شد، استفا) تايوان

  و دستكش يكبار مصرف ، اتيديوم برومايد TAEآگارز، بافر ژل درصد،  95كلروفرم، اتانل 

  ميكروسكوپ الكتروني

  سي سي 2گلوتارآلدهيد، سديم كاكوديلات، اسميوم تتراكسايد، ميكروتيوپ 

  زيمواجهه سا

  حاوي نوداويروس SSN-1ماهيان گوپي و بچه ماهيان قره برون، سوپرناتانت سلولهاي 

  

 غيرمصرفي مواد-2-2

  صيد و انتقال ماهيان

 كپسول اكسيژن، وان هاي پلاستيكي

 و نمونه برداري زيست سنجي 

  زيست سنجي ليتري ، خط كش و ترازوي ديجيتالي ويژه  20ونيرو ، وان هاي 

  اسي بافتيآزمايش  آسيب شن

  و ميكروسكوپ نوري هود شيميايي، دستگاه اتوتكنيكوم، ميكروتوم، بن ماري

  وسرمي هماتولوژيآزمايش 

  ، دستگاه اتوآنالايزردرجه سانتيگراد -20دور در دقيقه، لام نئوبار، فريزر  12000سانتريفوژ 

  آزمايش باكتريولوژي

  درجه سانتيگراد، هود باكتريولوژي 25انكوباتور 

 ش سنجش فلزات سنگينآزماي
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 (Atomic absorbtion) دستگاه، Freeze drier)  (  دستگاه

  ايمونوهيستوشيميآزمايش 

  دستگاه اتوتكنيكوم، ميكروتوم، بن ماري، اتاقك مرطوب، انكوباتور و ميكروسكوپ نوري

  كشت سلول

  انكوباتور يخچالدار، ميكروسكوپ اينورت، فيلتر ميلي پور، پيپتور، هود لامينار

   درخشان به روش غيرمستقيم پادتن هايآزمايش 

  ميكروسكوپ فلورسنت، انكوباتور 

   آزمايش واكنش زنجيره اي پلي مراز

 UV، افقـي  چالـدار، الكتروفـورز  خ، سـانتريفيوژ ي  TC-512 ،Vortex  ،Microcentrifugeمـدل  Techneترمـال سـايكلر  

transilluminator مجهز به دوربين ديجيتال  

  ترونيميكروسكوپ الك

  ، اولتراميكروتومميكروسكوپ الكتروني

  ) Challenge( ه سازيهمواج

  آكواريوم، پمپ هوا، بخاري،پمپ آب

  

  روش كار -3-2

برنامه ريزي هاي بعمل آمده و بر اساس دستورالعمل اجرائي طرح ملي نكروز  متعاقب، تحقيقاين به منظور انجام 

اصل دستورالعمل در ضمائم قابل دسترس مي  (لي تهيه شده توسط مجري مسئول طرح م) VNN(عصبي ويروسي 

 در نهايتمطالعاتي، عمليات صحرايي، عمليات آزمايشگاهي، ثبت و هايشامل فاز مراحل مختلف اجرايي )باشد

، )ساري(اكولوژي آبزيان درياي خزردر سه پژوهشكده  وگرديد طراحي حاصله تحليل نتايج تجزيه و 

انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان و ) انزلي(پژوهشكده آبزي پروري آبهاي داخلي

  . گرديدسه سال  اجراطي مدت   )رشت(

 :از بـه ترتيـب عبـارت بودنـد      VNNتشـخيص ويـروس   جهـت   ايـن تحقيـق    انتخابي مورد اسـتفاده در  آزمونهاي

 ، واكنش زنجيره اي پليمراز (IFAT) درخشان به روش غيرمستقيم لوژي، ايمونوهيستوشيمي، پادتن هايهيستوپاتو

(Nested RT- PCR)    و به صورت همزمان تلقيح هموژن بافت مغز و چشم بر روي تك لايـه سـلوليSSN-1   جهـت

  .و جداسازي ويروس  ) CPE(مشاهده آثار آسيب سلولي  

مجموعـه يـاد    آزمايش هاي مذكور با برنامه ريزي هاي انجام شده و بر اساس تقسيم كار صورت گرفته ميان سـه 

مثبـت بـراي مشـاهده    )   CPE(در پايان تعدادي از نمونـه هـاي    .صورت گرفتو همزمان شده بصورت هماهنگ 

  .ذرات ويروسي نيز مورد آزمايش ميكروسكوپ الكتروني قرار گرفتند
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همچنين به منظور تكميل مطالعات در اين تحقيق، آزمايش هاي همـاتولوژي وسـرمي ،بـاكتريولوژي و آزمـايش     

توسـط مجـري محتـرم اسـتاني، بـا      ) ساري(اكولوژي آبزيان درياي خزرسنجش فلزات سنگين نيز در پژوهشكده 

ــت   ــئول صــورت گرف ــاهنگي مجــري مس ــايش     .هم ــاري و انجــام آزم ــد تشــخيص بيم ــه منظــور تائي ــين ب همچن

صـورت  ) ه بـرون قـر (عمليات مواجهه سازي در ماهيان گوپي و بچه ماهيان خاويـاري    (Pathogenisity)بيماريزائي

  .گرفت
 

  صيد و انتقال ماهيان-1-3-2

  :و به شرح ذيل صورت گرفتور عمليات صيد ونمونه برداري در سه مكان مزب

  ):ساري(اكولوژي آبزيان درياي خزرپژوهشكده ) الف

عدد ماهي كفال از صيدگاه  30تعداد   24/4/1386اولين مرحله در . نمونه برداري طي دو مرحله انجام گرديد

مرحله دوم نمونه برداري از مورخه . تهيه و به پژوهشكده منتقل گرديد) خواجه نفس استان گلستان(ركمنت

كفال سالم از پره هاي صيادي استان  عدد 30كفال واجد علايم باليني و عدد 56تعداد  20/12/86الي  27/11/86

دريا كه با استفاده از كپسول  پس از صيد ماهيان در وان هاي پلاستيكي حاوي آب. مازندران صيد گرديد

پس از انتقال، ماهيان به مدت  . اكسيژن هوادهي مي شد قرار گرفته و بصورت زنده به آزمايشگاه انتقال داده شدند

شدند نگهداري شدند تا عوارض ناشي از  مي و هوادهيه ساعت در ونيروهايي كه حاوي آب دريا بود 24 - 48

نمونه و  زيست سنجي ي شامل عدعمليات باقل برسد و پس از اين مدت استرس حمل و نقل در آنها به حد

  . برداري از آنها صورت گرفت

  

  

  

  

  

  ساعت قبل از نمونه برداري 24 - 48نمايي از محل نگهداري ماهيان طي :11شماره تصاوير 
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  )انزلي(پژوهشكده آبزي پروري آبهاي داخلي) ب

 

انجـام شـده و در صـورت    ل صـيد  وي استان هاي گيلان در طول فص ـدر فاز عمليات صحرايي سركشي به پره ها 

بـه صـورت    ، ماهيان مزبور محوطه بطني و شناي نامتعادل اتساعمشاهده كفال ماهيان داراي علايم باليني همچون 

سـاعت در   24 - 48بـه مـدت     شـده وسـپس  زنده به آزمايشگاه پژوهشكده آبزي پروري آبهـاي داخلـي منتقـل    

اين سركشي هاي مـداوم بـه پـره هـاي      .حاوي آب دريا بوده و هوادهي مي شدند نگهداري شدندونيروهايي كه 

صـورت   1388تا فروردين ماه  1385متوالي از مهر ماه  صيادي استان هاي گيلان در طول فصل صيد در سه سال 

عـادل در شـنا،   كفـال طلايـي داراي علايمـي همچـون عـدم ت      312ال ماهيان صيد شده تعداد فگرفت و از ميان ك

پژوهشـكده آبـزي    و بـه  گـرم مشـاهده   250تـا   50تيرگي رنگ، باد كردگي محوطه شكمي در محـدوده وزنـي   

  .ندرديدپروري آبهاي داخلي منتقل گ

  

   ) رشت(انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان  )ج

  

تـاس ماهيـان ايرانـي صـيد شـده از      مولـدين   نمونه برداري هاي انجام شـده در ايـن تحقيـق بـر روي نمونـه هـاي      

  .انجام شده است  3شماره صيدگاههاي خزر جنوبي به شرح جدول 

  
   VNNنمونه هاي جمع آوري شده از ماهيان خاوياري جهت بررسي بيماري  -3جدول شماره 

  1387 الي 1385طي سالهاي 

  
  

نمونـه اسـپرم  مولـدين تـاس      23نمونه تخمـك و   24نمونه چشم،  43نمونه مغز،  46: نمونه شامل 136درمجموع 

   .و موردآزمايش قرارگرفتماهيان ايراني جمع آوري 
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  و نمونه برداري زيست سنجي   -2-3-2

و در داخل وان حاوي صيد شده براي جلوگيري از بروز كمترين استرس ابتداء ماهيان با ساچوك از داخل ونيرو 

شد وزن و مي بيهوش  كاملا پس از آنكه ماهي). 1385فغاني ( قرار گرفتند cc/L 5/0اسانس گل ميخك به ميزان 

گرديد تا پيگيري  در اين مرحله براي هر ماهي كدي ثبت مي. مي گرديدطول كل ماهيان اندازه گيري و ثبت 

زيست مشخصات ظاهري و  در اين مرحله كليه. نتايج آزمايشات بعدي براي هر نمونه به راحتي انجام گردد

  .يم باليني ظاهري ماهيان ثبت گرديدعلا و نيز سنجي

  

  

  

  

  

  

  

  
  با محلول گل ميخك محل بيهوش نمودن ماهيان : 12شماره تصوير

  

  

  

  

  

  

  

  
   پس از بيهوشي زيست سنجي انجام  : 13شماره تصوير 
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، خون  مغز و چشماز  ) VNN(بر اساس دستورالعمل اجرائي طرح ملي نكروز عصبي ويروسي  ونه بردارينم

رف استريل قرار ولوله اپند درونو  شده بلافاصله اندامهاي فوق الذكر جدا ان صورت مي گرفت وماهيوسرم 

لازم به ذكر . (قرار داده مي شد  -C°80در فريزر PCRو  ينمونه هاي مربوط به آزمايشات كشت سلولگرفته و 

صورت ر هود ميكروبي و در زياست تمامي مراحل ياد شده با وسايل استريل و پوشيدن دستكش يكبار مصرف 

  ).گرفته است
 

  آزمايش آسيب شناسي بافتي -3-3-2

درمحلول فرمالين  به روش مناسب از ماهيان مبتلا استخراج شده و ماهيان كفالابتدا نمونه هاي بافت مغز و چشم 

و تا زمان تثبيت كامل  ساعت تعويض گرديد 48محلول فرمالين پس از  و) 14تصوير شماره (قرار داده شد  % 10

دو هفته پس از تثبيت كامل، پروسه آماده سازي بافت شامل مراحل  .در شرايط دور از نور مستقيم نگهداري شد

. يا اتوتكنيكوم انجام شد 1آبگيري و شفاف سازي بافت با رقت هاي مختلف اتانل و گزيلل در دستگاه روتاري

رنگ آميزي . از آنها تهيه شد µ 5به ضخامت  سپس نمونه ها را پارافينه كرده و به وسيله ميكروتوم مقاطع بافتي

مورد توسط ميكروسكوپ نوري مقاطع رنگ آميزي شده انجام شد و  (H&E)به روش هماتوكسيلين وائوزين 

  .قرارگرفتبررسي 
 

  
  

  موقعيت قرار گرفتن لوب هاي مغز در ماهي كفال :  14 تصوير شماره

                                                 
  Tissue processor-  ١  
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  آزمايش هماتولوژي وسرمي-4-3-2

عدد ماهي صيد   86عدد ماهي و نيز   30برداري شده  طي دو مرحله از صيد گاه تركمن به تعداد  از ماهيان نمونه

پس از ثبت مشخصات و انجام ) عدد كفال سالم 30عدد كفال واجد علايم باليني و 56(شده از استان مازندران 

خون  cc2از هر ماهي . آمدبا استفاده از سرنگ استريل از وريد دمي ماهيان خونگيري به عمل   زيست سنجي 

ديگر به  cc1واحد و  5000لاندا هپارين  100از آن به ميكروتيوبهاي اپندورف حاوي  cc1گرفته شد كه 

هاي قرمز، شمارش كلي لاز خون هپارينه براي شمارش كلي گلبو. ميكروتيوب بدون هپارين منتقل شدند

همچنين . وگلوبين ودرصد هماتوكريت استفاده شدگلبولهاي سفيد، شمارش تفريقي گلبولهاي سفيد، ميزان هم

،ميزان متوسط وزن هموگلوبين داخل سلولي  MCV(1( داخل سلولي هموگلوبين وزن انديسهاي خوني شامل

)MCH(2 و غلظت متوسط هموگلوبين گلبولي)MCHC(3 در شمارش كلي گلبولهاي قرمز و . نيز محاسبه گرديد

اندازه گيري هماتوكريت با  .ول ريس رقيق و با لام نئوبار شمارش گرديدندسفيد، نمونه خون با استفاده از محل

اندازه . دور در دقيقه انجام شد 12000دقيقه در  5استفاده از لوله ميكروهماتوكريت و سانتريفوژ نمونه به مدت 

هاي سفيد، در شمارش تفريقي گلبول. گيري هموگلوبين با استفاده از روش سيانومت هموگلوبين انجام گرديد

عدد گلبول سفيد  100ها با گيمسا رنگ آميزي و در هر گسترش  پس از تهيه گسترش از نمونه ها، گسترش

و ميزان ) MCV(براي تعيين ميزان حجم گلبولي. شمارش و تعداد هر نوع گلبول بصورت درصد بيان گرديد

  ).1378عامري مهابادي ، 1384طبرستاني(از روابط زير استفاده گرديد) MCH(هموگلوبين گلبولي 

  هماتوكريت                                                          10 ×
MCV=   

       تعداد گلبولهاي قرمز بر حسب ميليون                                                                                 

 هموگلوبين                                                                                          10 ×

MCH=                                                  
 تعداد گلبولهاي قرمز بر حسب ميليون                                                                                                      

 هموگلوبين                                                                                        100 ×

MCHC=                                                                                                           

  هماتوكريت                                                                                                                            

دور، سرم جداسازي و تا زمان  4000دقيقه با   10از نمونه خون هاي غير هپارينه پس از سانتريفوژ به مدت 

در زمان انجام آزمايش با استفاده از كيت پارس . درجه سانتيگراد نگهداري گرديد -20آزمايش در فريزر 

آزمون و دستگاه اتوآنالايزر فاكتورهايي بيوشيميايي نظير ميزان پروتئين تام سرم و آلبومين،  فاكتورهاي سرمي 

                                                 
1
 - Mean corpuscular volume    

2 - Mean Corpuscular Hemoglobin 
3 - Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration 
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ارزيابي نيز ) ALT(و آلانين آمينوترانسفراز ) AST(نزيمهاي آسپارتات آمينوترانسفراز و  آ C4و  C3تام،   IgMمانند

  ).1386بينايي (گرديد

                                     
 

  خونگيري با سرنگ استريل از ساقه دمي  :15شماره تصوير

  
 

 

 
 
 
 
 
 
 

  واجد و فاقد هپارين لوله هاينه خون به انتقال نمو  : 16شماره تصوير 

  

  

         
  جهت قرائت هماتوكريت آماده سازي نمونه ها :17شماره تصوير 
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 آميزي و شمارش تفريقي گلبولهاي سفيد تهيه گسترش خون جهت رنگ: 18شماره تصوير

  

  

 ايمونوهيستوشيمي آزمايش-5-3-2

  :به ترتيب زير انجام شد Co.  Aquatic diagnosticsانجام آزمايش به روش توصيه شده توسط

  .تهيه شدتثبيت شده در فرمالين قالب هاي پارافينه از بافت مغز و چشم  -1

  .با كمك ميكروتوم تهيه شد µ5مقاطع بافتي به ضخامت  -2

 100، اتانـل  )دقيقـه   5بـار بمـدت    Xylene  )2يـب بـه كمـك    پارافين زدايي و آبدهي مجدد به مقاطع به ترت -3

  .و سپس شستشو با آب مقطر انجام شد) دقيقه  3( درصد 70، اتانل )دقيقه  5( درصد

در تمام طول آزمايش بايد از خشـك شـدن مقطـع جلـوگيري     ( بافتي در اتاقك مرطوب قرار گرفت مقاطع -4

  .)شود

  .گرديدمت گذاري دور بافت بر روي لام علا Wax papبوسيله  -5

 C° 22دقيقـه در    10متانول بمـدت   حاوي H2O2براي غير فعال كردن فعاليت پراكسيداز داخلي، مقاطع را با  -6

  .قرار گرفت

  .ه شدشستشو داد PBSبار با  3مقاطع   -7

دقيقه و  10بمدت  ) 10به  1به نسبت (  TBSكمك سرم نرمال بزي رقيق شده در ه باندهاي غير اختصاصي ب -8

  .شدند فعالاي اتاق غير در دم

  .سرم را دور ريخته و اضافات سرم با كمك دستمال كاغذي از كناره هاي لام جمع آوري شد -9

بـر روي محـل مقطـع     )(.Aquatic diagnostics Coسـاخت  )  Mab( ميكروليتر از آنتي نـوداويروس   50 – 100 -10

  .ري شداتاقك مرطوب نگهدا قرار داده شد ودر) بسته به وسعت مقطع ( بافتي

  .شستشو داده شدند PBSبار با  3مقاطع  -11
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بـه   1(  (.Aquatic diagnostics Co)سـاخت   آنتي بادي بزي ضد ايمونوگلوبولين موشي كنژوگه شده با بيوتين -12

  .اضافه شد)  BSAوزن به حجم    PBS 1%رقيق شده در  10

  .شستشو داده شد PBSبار با  3اسلايدها  -13

دقيقـه بـر روي اسـلايد     30بمدت )  BSAدر %  PBS 1درصد در  Co.  (Daco  )1 ( پراكسيداز -استرپتاويدين -14

  .قرار گرفت

   PBSبار شستشو با  3 -15

  .انكوبه شد DABدقيقه با محلول  10براي قابل مشاهده شدن واكنش ، اسلايد ها به مدت  -16

  .گرفتدقيقه در هماتوكسيلين قرار  3-4و به مدت  شد شستشو داده PBSاسلايد ها با  -17

  .دقيقه در آب قرار گرفت 10د ها بمدت اسلاي -18

و ) دقيقـه   5( درصـد   100، اتانـل  )دقيقـه   3( درصـد  70آبگيري مجدد اسلايد ها با قرار دادن آنها در اتانل  -19

Xylene  )2  انجام شد) دقيقه  5بار بمدت.  

  .مونته شد و در زير هود شيميايي قرار داده شد Pertexاسلايد ها با  -20

يكروسكوپ نوري بررسي شد و بافتهاي آلوده به رنگ قهوه اي طلايـي بـراق بـا رنـگ     اسلايد ها در زير م -21

 .) 2001و همكاران،  Lai(  ديده مي شود DABآميزي 

 

 كشت سلول-6-3-2

  : SSN-1تلقيح نمونه بر روي تك لايه سلولي  -الف

  

محيط  ميلي ليتر 10 ازاي به نسبت يك گرم به در شرايط استريل خارج گرديد و چشم ماهي نمونه هاي مغز و -1

EMEM موژن شداي هي ميلي ليتر محيط، هواحد پني سيلين به از 100ايسين و ميلي گرم استرپتوم100حاوي.  

 درجـه سـانتي گـراد    4دقيقـه در   10بمدت  rpm 2000 درو شد نمونه هاي هموژن شده در لوله فالكون ريخته -2

  .گرديد سانتريفيوژ

  .ميكرون فيلتر گرديد 45/0نگي با فيلتر سر سر مايع رويي-3

حـاوي تـك لايـه    ساخت شـركت فـالكون    خانه  24هموژن فيلتر شده به هر چاهك پليت  از  ميكروليتر 150 -4

درصـد سـرم    5داراي  EMEMتلقيح گرديد و بـدين منظـور از محـيط كشـت     )  SSN-1   )Frerichs  ،1996سلولي 

  .استفاده شد)  FCS( جنين گاوي

  .) OIE  ،2006( درجه سانتي گراد قرار داده شد 25در انكوباتور پليت مذكور  -3
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  :بررسي سلول هاي تلقيح شده –ب 

  

)  CPE( در زير ميكروسكوپ اينورت براي مشاهده آثار آسيب سـلولي  روز 10سلول هاي تلقيح شده بمدت  -1

  .بررسي گرديد

و  Nested RT-PCR روش هاي استفاده ازمراحل تشخيص ويروس با )  CPE( در صورت مشاهده آسيب سلولي -2

  .انجام شد درخشان غير مستقيم پادتن هاي 

به صورت سلولهاي گرانوله گرد يا باريـك شـده حـاوي      SSN-1در تيره سلولي )  CPE( آثار آسيب سلولي: نكته

  )OIE  ،2006.( ئول استوواك

  

  

 :(IFAT) درخشان به روش غيرمستقيم پادتن هايآزمايش -7-3-2

ي بـر  تي ژن هاي ويروس ـآنوتائيد  ر روي مقاطع بافتي يا تك لايه سلولي آلوده شده جهت رد يابي ب آزمايش اين

  .صورت گرفت روي نمونه هاي مثبت مورد آزمايش در كشت سلولي 

  :بدين شرح بود)  2006(  OIE براساس روش توصيه شده بر روي تك لايه سلولي IFAT آزمايشمراحل  ) الف

  

كه به مـدت   يكنواختي سلولها در گوده هادرصد  70با حداقل  SSN-1نه حاوي تك لايه سلولي خا 24پليت  -1

  .درجه سانتي گراد تهيه گرديد 25ساعت در  24

  .به لايه سلولي تلقيح گرديد  EMEMدر محيط  درصد 10سوسپانسيون ويروسي با رقت  -2

  .شدقرار داده  48-72سانتي گراد بمدت  درجه 25پليت در انكوباتور  -3

و سـپس بـا متـانول بمـدت ده دقيقـه تثبيـت        شـده شستشـو   PBSو بـا   شده تخليه محيط كشت روي سلول ها  -4

  .گرديد

  .ه تا كم كم خشك گرددگرفتپليت در زير هود شيميايي قرار  -5

بـر روي    )و دانشگاه تكنيكـال دانمـارك   .Aquatic diagnostics Co( آنتي بادي خرگوشي ضد بتا نودا ويروس -6

  .گرديدداري درجه سانتي گراد و در اتاقك مرطوب نگه 37دقيقه در  30و بمدت  گرفتي قرار لايه سلول

  .انجام شد)  PBS-tween 80  )PBSTبار شستشو با  چهار -7

 Aquaticشـركت  ( آنتي بادي ضـد ايمونوگلوبـولين خرگوشـي كنژوگـه شـده بـا فلورسـئين ايزوتيوسـيانات          -8

diagnostics   گرديدگراد نگهداري درجه سانتي 37دقيقه در  30بمدت  و رفتهگروي لايه سلولي قرار بر.  

  .صورت گرفت)  PBS-tween 80  )PBSTبار شستشو با  چهار -9
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 .قرار گرفتمشاهده  موردپليت درزير ميكروسكوپ فلورسنت  -10

  

  :بدين شرح بود )2006( OIE بر اساس دستورالعمل بر روي مقاطع بافتي IFATمراحل آزمايش   ) ب

بر روي  Imprintingاز بافت مغز يا چشم را به صورت فشاري بر روي لام قرار داده و اثر آن به روش  ابتدا قطعه اي

دقيقه در دماي اتاق نگهداري گرديد تا اثر نمونه بر روي لام خشك گردد  10لام ايجاد گرديد سپس به مدت 

نيومي بسته بندي كرده و در فريزر سپس با ريختن استن سرد بر روي لام نمونه را تثبيت كرده و در فويل آلومي

آزمايش نمونه ها درآزمايشگاه مركز تشخيص سازمان دامپزشكي تهران . درجه سانتيگراد نگهداري گرديد  -20

  .و به طريق ذيل و بر اساس مراحل بالا صورت گرفت OIE  ،2006طبق دستورالعمل 

  

بر اساس در آسيب شناسي  حاصله بر روي نمونه هاي فيكس شده بافتي IFATمراحل آزمايش   ) ت

  :به شرح ذيل انجام پذيرفت )OIE )2006دستورالعمل 

  .و پارافينه گرديد شدهدرصد تثبيت  10ر فرمالين دمونه بافتي مغز و چشم ن -1

قرار گرفت تـا مجـددا آبـدهي      PBSتهيه شده و پس از پارافين زدايي در داخل  µ 5مقاطع بافتي با ضخامت  -2

  .گردد

 .شستشو داده شدسرد  PBSمقاطع با  -3

  .مي باشد) به بعد 6از مرحله ( مشابه مراحل بالا بقيه مراحل  -4

در صورت آلودگي سلول به ويروس، رنگ فسفري طلايي براق در داخل سيتوپلاسم سلولهاي مغز، نخـاع و   -5

 .شبكيه قابل مشاهده است

 

 Aquaticدر شركت  ل تهيه شدهآنتي بادي مونوكلونا شايان ذكر است در انجام آزمايشات فوق الذكر علاوه بر

diagnostics Co.   ، از آنتي بادي مونوكلونال تهيه شده در دانشگاه استرلينگAquatic diagnostic Ltd. (  آنتي و

  .بادي مونوكلونال تهيه شده درآزمايشگاه رفرانس ويروس شناسي دانشگاه تكنيكال دانمارك نيز استفاده گرديد

  
 

  1)واكنش زنجيره اي پلي مراز آزمايش( انجام آزمايشات مولكولي  -8-3-2

 – RTو كيـت   RNAكه حاوي كيت استخراج  IQ2000 TMجهت انجام آزمايشات مولكولي از دستورالعمل كيت  

PCR را براي اين كار ابتدا در شرايط آسپتيك جمجمـه ماهيـان   . به همراه كنترل مثبت و منفي بود استفاده گرديد

                                                 
  Polymerase Chain Reaction (PCR) -١  
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4و بصل النخاع3، مخچه2، لبهاي بينايي مغز مياني1مل مغز جلوييشكافته و تمام قسمتهاي مغز شا
از جمجمه خارج  

در اين مرحله مغز ماهيان به دو قسمت تقسيم شـده و نيمـي از آن بـراي انجـام آزمايشـات مولكـولي  بـه        . گرديد

زمايشات آ همچنين يكي از چشمها نيز در شرايط آسپتيك جدا و براي انجام. منتقل شد% 70ظروف حاوي الكل 

  . فوق به ظرف حاوي الكل انتقال داده شد

همچنين اسپرم و تخمك ماهيان مولد خاوياري نيز در انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتـر دادمـان   

  .بوسيله اين كيت مورد بررسي قرار گرفت) رشت(

و بـردن محصـول      Nested - PCRو  RT – PCRو انجام آزمايشات  RNAادامه انجام آزمايشات در جهت استخراج 

اصل آن در ضمائم انجام شد كه  IQ2000 TMازمايش به روي ژل آگارز و تفسير نتايج بر اساس دستورالعمل كيت 

  . موجود مي باشد

  

  

  

  

  

  
 تهيه نمونه چشم از ماهيان : 20شماره تصوير                تهيه نمونه مغز از ماهيان       : 19شماره تصوير 

 
 
 
 

  

  
 

  

  
  PCRجام آزمايش برداشت نمونه مغز جهت ان : 21شماره تصوير 

  

  .انجام شد) تايوان (  IQ2000 TMتمامي مراحل اين آزمايش با كمك كيت تجاري شركت 

                                                 
١ - Ferebrain   
٢ - Optic lobs of midbrain   
٣- Cerebellum  
٤ -Medulla oblangata  
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 : RNAاستخراج 

 قرار داده و ml 5/1 اپندروف  را درتيوپ ، اسپرم يا تخمك ماهيچشم ماهي ،از نمونه هاي مغز mg20ميزان  – 1

  .گرديداضافه )  IQ2000 TMساخت شركت (  RNAمحلول استخراج  lµ 500به آن 

  .گرديدبا كمك قيچي نوك تيز در داخل ميكروتيپ خرد و هموژن  نمونه ها – 2

3 – lµ 100  ثانيه   20و بمدت  شدهكلروفرم به تيوپ مذكور اضافهVortex و در درجـه حـرارت    صورت گرفت

درجـه   4دقيقـه و در درجـه حـرارت     15بمدت  rpm  12000سپس در قرارگرفته وقه دقي 3تا  2آزمايشگاه بمدت 

  .گرديدسانتي گراد سانتريفوژ 

4 – lµ 200  از فاز شفاف آبي بالايي را به يك ميكروتيوپml 5/0  استريل وارد كرده وlµ 200  بـه   ايزوپروپانـل

  .شداضافه  آن 

درجـه سـانتي گـراد سـانتريفوژ      4 در دمـاي و rpm 12000در  دقيقـه  10كرده و بـه مـدت    Vortexبسيار كوتاه - 5

  .گرديد

  .شدريخته ر س از تشكيل پلت، ايزوپروپانل دوپ – 6

7 – ml 5/0  دقيقـه در   5به تيوپ مذكور اضافه كرده و بمدت %  75اتانلrpm 9000 درجـه سـانتي    4 در دمـاي  و

  .تشكيل گردد RNA تا پلت شفاف  كردهگراد سانتريفوژ 

  .تا خشك گردد دادهپس اتانل را دور ريخته و به پلت اجازه س – 8

  .گرديدحل )  DEPC (دي اتيل پيروكربنات آب مقطر درمان شده با lµ 200پلت مذكور را در  – 9

  

  : RT-PCRانجام 

  :شدبه شرح زير عمل  IQ2000 TMطبق دستورالعمل شركت 

  :گرديدآماده  4نمونه طبق جدول را بر اساس تعداد  RT-PCRمواد مصرفي واكنش  مخلوط  -1

  

Lµ 7  

  

Lµ 5/0  
 

Lµ 5/0  

RT-PCR Pre-mixed Reagent 

IQzymeTM     2unit/ 1µl 

Reverse Transcription(RT) Enzyme mix 

Lµ 8   مورد نياز هر واكنش مخلوطميزان  
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ت يـا شـماره نمونـه هـا     ميلي ليتري برداشته و مشخصـا  2/0ابتدا به تعداد نمونه هاي مورد آزمايش ميكروتيپ  -2

  .ثبت گرديدروي آنها 

3-  lµ 8   كـه داراي برچسـب مشخصـات اسـت اضـافه      ميلي ليتـري   2/0به هر ميكروتيوپ تهيه شده   مخلوطاز

  .گرديد

اسـتخراج شـده نمونـه يـا كنتـرل مثبـت يـا         RNAاز  lµ 2 مخلـوط ميلي ليتري حاوي  2/0در هر ميكروتيوپ   – 4

  .شدكنترل منفي اضافه 

  :گرديدطبق برنامه زير در دستگاه ترمال سايكلر اجرا RT-PCRواكنش  –5

دقيقـه كـه بـه ايـن ترتيـب       2درجه سانتي گراد به مـدت   94دقيقه و سپس  30درجه سانتي گراد به مدت  42ابتدا 

cDNA گرديدو بلافاصله وارد مرحله بعد  دساخته ش.  

 ثانيـه در  30و سـپس    C°62 ثانيـه در  20بعد  C°94ثانيه در 20ابتدا  در هر سيكل كهسيكل بود 15مرحله بعد شامل  
C°72   گرفتقرار.  

  .يافتقرار گرفته و واكنش پايان  C°20 ثانيه در 30و  C°72 ثانيه در 30در مرحله پاياني 

  

  : Nested-PCR انجام

  

  :گرديدتهيه  5طبق جدول  Nested-PCR مخلوط - 1

  

Lµ 14  

Lµ 1  

Nested-PCR Pre-mixed Reagent 
IQzymeTM , 2 unit/ lµ 

Lµ 15   مورد نياز براي هر واكنش مخلوطميزان  

  

 Nested –PCRش هر ميكروتيوپ اضافه كرده و واكـن  از ميكس تهيه شده را به RT-PCR  ،lµ 15پس از اتمام  – 2

  :گرديدبر اساس برنامه زير اجرا 

 30و در پايان  C°62ثانيه در  20سپس  C°94 يه درثان 20كه در هر سيكل به ترتيب  بودسيكل  30مرحله اول شامل 

  . شدقرار داده  C°72ثانيه در

  .يافتقرار گرفته و واكنش خاتمه  C°20ثانيه در 30سپس  C°72ثانيه  در 30درمرحله بعد ابتدا 
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   PCR الكتروفورز محصول
دقيقـه تحـت    60يد بمـدت  اتيديوم بروما µg/ml1-5/0 محتوي  در صد 2بر روي ژل آگارز   PCRمحصول نهايي 

  .ولت الكتروفورز گرديد 85ولتاژ 

  

 الكترونيميكروسكوپ   -9-3-2

روش  يا TRANSMISSON ELECTRON MICROSCOPYبراي مشاهده ذرات ويروس در داخل سلول ها از روش 

(TEM)   استفاده شد و نمونه ها بر اساس روش توصيه شده توسطChi   آماده گرديد) 1999(و همكاران.  

ساعت  2بمدت  =pH 2/7مولار با  PBS 1/0درصد در  5/2مونه هاي مغز و چشم ماهي را در گلوتارآلدهيد نابتدا 

مرحله تثبيت دوم را با اضافه كردن . ه شددادشستشو % 1بار با فسفات بافر يا سديم كاكوديلات  3قرار داده سپس 

و با دستگاه  قرار دادهري بافت را در رزين پس از آبگيداده و ساعت انجام  5/1سرد بمدت % 1اسميوم تتراكسايد 

و بـا اورانيـل    شـد  مقاطع مذكور بر روي گريد مسي قرار داده . گرديداولترا ميكروتوم برشهاي بسيار نازك تهيه 

  .گرديدو بوسيله دستگاه ميكروسكوپ الكتروني تصوير برداري  شدهرنگ آميزي % 2استات 

  

 شناسي باكتريتهيه نمونه وانجام آزمايشات   -10-3-2

به منظور تكميل آزمايش هاي طرح ملي و بررسي احتمال وجود ساير عوامل بيماريزا در بروز تلفات عديده اخير 

در كفال ماهيان ، با هماهنگي مجري مسئول دو آزمايش تكميلي باكتريولوژي و سنجش فلزات سـنگين بـرروي   

  .گرفت صورت) ساري(نمونه هاي صيد شده در پژوهشكده اكولوژي درياي خزر

ماهي صيد شده در  56نمونه ماهي با علائم باليني از ميان  23 شناسي از مغز و كليه  باكتريزمايشات آبراي انجام 

كشت به عمل آمد به اين ترتيب كه قسمتي از مغز كه در مرحلـه نمونـه بـرداري بـراي      ،1386فصل زمستان سال 

جهت كشت از كليـه نيـز در سـطح شـكمي     . منتقل شد 1آزمايشات مولكولي جداشده بود به محيط لاكتوز براث

در ابتـدا  . ضد عفوني شده و در كنار شـعله و در شـرايط آسـپتيك محوطـه بطنـي بـاز گرديـد       % 70ماهي با الكل 

وضعيت احشا ماهيان و وجود علايم باليني در اين بخش ارزيابي گرديد و سـپس از كليـه مـاهي بـر روي محـيط      

درجـه   22 – 25ظروف نمونه هاي مغز و پليتهاي كشـت داده شـده در دمـاي    . دكشت به عمل آم 2آگار خوندار

پس از اين مدت با ايجاد كدورت در محيط لاكتـوز  . ساعت گرمخانه گذاري شدند 24 – 48سانتيگراد به مدت 

با رشـد باكتريهـاي كشـت داده شـده از مغـز و      . براث از محيط فوق به روي محيط آگار خوندار كشت داده شد

                                                 
١- Lactose broth  
٢
-  Blood agar   
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سلطاني و همكاران (ه، متعاقب آن آزمايشات تكميلي در خصوص شناسايي اوليه  باكتري مورد نظر انجام شدكلي

1383.(  
 

 تهيه نمونه و سنجش فلزات سنگين-11-3-2

بـا اسـتفاده از    و براي آماده سازي نمونه ابتدا از بافتهاي كبد، عضله، آبشش و محتويات دسـتگاه گـوارش جـدا    

شيوه آماده سازي بطريق هضم بسته بـا   . شدخشك و بر روي هيتر عمل هضم اسيدي انجام  Freeze drierدستگاه 

مجهز به سه سيستم شعله ، گرافيتي و سيستم بخار با لامپ زمينه دوتريم  1دستگاه جذب اتمي با استفاده ازاسيد و 

  ). Moopam 1983( گرديد با تكرار نمونه ها انجامصحت روش و  ت دق .اندازه گيري گرديد

  
 

 ):  Challenge( سازيه همواجآزمايش -12-3-2

درماهيان سالم از مهم ترين روش هاي مورد استفاده جهت تأييد  )2پاتوژنيسيته( آزمايش بيماري زاييانجام 

در اين روش  .(OIE,2006)اطلاعات بدست آمده قبلي و تاييد تشخيص يك بيماري جديد و نوظهور مي باشد 

و اجازه )  Challenge(ه در مراحل قبل جداسازي شده است با ماهيان سالم تماس داده شده عامل بيماري زا  ك

پس از بروز . بروز بيماري در ماهيان سالم در محيط كاملاً استريل از لحاظ ديگر عوامل بيماريزا داده مي شود

تشخيص بيماري انجام شده است در ماهيان، مجدداً كليه مراحل تأييدي بيماري كه در مراحل اوليه  بالينيعلائم 

پاسخ هاي يكسان در هر دو مرحله در همه آزمايشات دليلي بر تأييد شدن مشخصات ارائه شده . بايد تكرار گردد

از طرح ملي كه در پژوهشكده آبزي  قسمتدر اين بخش به مراحل انجام اين . براي عامل بيماري خواهد بود

   :پرداخته مي شودگرفت صورت ) انزلي(پروري آبهاي داخلي كشور 

  

  :روش هاي مختلف مواجهه سازي  •

 ) (Bath challenge حمام روش .1

كوچك و بچه ماهيان مورد استفاده قرار مي گيرد، عامل ويروسي به اندازه در اين روش كه براي ماهي هاي با 

داده شده و اجازه در هر ميلي ليتر از آب مورد آزمايش قرار ) TCID50(مقدار مشخص تعريف شده براي ويروس 

و  گاه گوارش و آبشش ها داده مي شودتماس مستقيم ماهي با ويروس و جذب آن از طريق جلدي و دست

  . ويروس جذب شده مسير خود را تا رسيدن به بافت هدف طي خواهد نمود

  Injection test)( تزريقي روش .2

                                                 
١-  Atomic absorbtion  
٢- Pathogenicity  test  
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فاده مي شود، و روش مطمئن تري نيز مي در اين روش كه براي ماهي هاي بزرگ تر مانند ماهي هاي مولد است 

به ماهي در محيط كاملاً استريل از  بالينيباشد، ويروس در بافت هدف ويروس تزريق شده و اجازه بروز علائم 

 . احتمالي داده مي شود يديگر عوامل بيماري زا

ل باشد و هيچ نوع در هر دو روش بايد محيطي كه ماهي در آن قرار مي گيرد از لحاظ همه شرايط تحت كنتر

عارضه اي وقوع هر نوع . ماهي هاي مورد آزمايش نگردد در آلوده كننده جانبي ديگر باعث بروز بيماري

  . خواهد شد آزمونمتفاوت در جمعيت هاي مورد آزمايش باعث افزايش خطا در نتايج و نهايتاً عدم تأييد 

ماهي براي هر گروه  عدد 30حداقل    (IC) (Injection Challenge)و (Bath Challenge) (B.C) (دو روشدر هر 

جمعيت تكرار و يك جمعيت  دوانتخاب شده بايد در نظر گرفته شود همچنين داشتن جمعيت تكرارها حداقل 

  .نياز استمورد ) كنترل(شاهد 

  انتخاب گونه •

مورد مطالعه  ت جدا سازي و بررسي ويروس بيماري نكروز عصبي در ايران ماهيهدر مطالعات انجام شده ج

در . و در بستر دريا زندگي مي كند بوده اين گونه به لحاظ بيولوژيكي گونه اي بنتوز خوار .بودكفال طلائي 

بررسي ها ومطالعات انجام شده قبلي بر روي اين گونه آنچه كه كاملاً مشهود است سازگاري سخت اين گونه با 

به زمان انجام اين آزمايش در ايران كه در ابتداي فصل  همچنين با توجه. ريوم مي باشدوآآكدر شرايط اسارت

نياز به زمان طولاني نگهداري   B.C روشدر انجام . ميسر نبوداز دريا بود صيد بچه ماهي كفال  (September)پاييز 

 استاد مشاور طرح مليبا توجه به دلايل ارائه شده و پس از مشورت با . ريوم مي باشدآماهي در آكو

(Prof.G.Bovo)  ماهي گوپيدر ايتاليا )(Guppy  بيماري زايي انتخاب شد آزمايشگونه جايگزين جهت به عنوان .  

است  ويروسي بيماري نكروز عصبيو حساس به مستعد  اناز جمله ماهي Guppy  (Poecilia retriculata)گوپي ماهي

خصوصيات اين ماهي آداپتاسيون از جمله . گزارش شده است VNNآن به بيماري ابتلاي كه در كشور سنگاپور 

  . بازماندگي بالا مي باشد مناسب وبالا و پذيرش شرايط آكواريومي خوب و تكثير

  انتخاب شده انتعداد ماهي •

 3 باماهي  عدد 30 براي هر تيمار حداقل. ه شوداستفاد بايد از جمعيت آماري مناسب B.C آزمايش براي انجام

انجام شده دو تيمار انتخاب گرديد لذا تعداد ماهي  آزمايشدر. ته شدتكرار و يك جمعيت كنترل در نظر گرف

  :مورد استفاده عبارت بودند از 

  2× ) 3+1(× 30=   240قطعه ماهي 

  :ريوميآلوازم و تجهيزات آكو •

تهيه شده در بخش ) ليتري 54(  40×  40× 40ريوم هاي شيشه اي به ابعاد آاز آكو B.C آزمايش براي انجام

ريوم آآكو هشتتعداد . استفاده گرديد) انزلي (ي پژوهشكده آبزي پروري آب هاي داخلي كشورويروس شناس

 .جهت آزمايش در نظر گرفته شد و ذرات معلق NH4هاي هواده و همچنين فيلتر هاي جاذب  پمجهز به پم
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ريوم ها آوتعويض آب آك. گرمي آبگيري شدند 2-4ماهي حدود  عدد 30ليتر براي  40ريوم ها به مقدار آآكو

آب مورد استفاده آب .  جهت كنترل وضعيت بهداشتي و آلودگي احتمالي هر هفته يك بار انجام مي گرديد

ساعت قبل از استفاده جهت از بين رفتن اثر كلر در محفظه هاي استريل نگهداري  24كه بود لوله كشي شهري 

  . مي شد

ريوم آبا محيط آكو سازگاريشرايط  در اه منتقل وبه آزمايشگمواجهه سازي روز قبل از  15 گوپيماهي هاي 

  . پلت توليدي كارخانه چينه استفاده گرديد يجهت غذادهي ماهي ها از غذا. قرار گرفتند

  

  Supernatant)( سوپرناتانت  تهيه •
Infected cell line media from naturally infected Fish  

  

آلوده به ويروس كه در  SSN-1 از محيط تيره سلولي   VNNيروس آلوده به و Supernatant ناتانتبراي تهيه سوپر

  . واضح و به مقدار زياد ديده شده بود استفاده گرديد CPEآن 

و توسعه   Redundancyبه آنها مراحل  EMEMكشت و افزودن محيط داسازي سلول ها از بستر محيط پس از ج

CPE  و تكثير ويروس تا رسيدن به)TCID50 (  به مدت ده  1500ادامه يافت سپس محيط كشت در دور  104برابر

  .درجه سانتي گراد سانتريفوژ گرديد 15دقيقه و در دماي 

 & Freezing(گرديد  و ذوب بار منجمد 3درجه سانتي گراد  -70سپس محيط كشت حاوي ويروس در دماي 

Thawing  (ي يمحيط رو. رار مي گيردبا اين كار ديوار سلول هاي محيط تخريب و ويروس درون محيط كشت ق

   RPMدرجه سانتي گراد و در دور 15دقيقه در دماي  20به مدت  ، پس از جدا سازيمحلول سانتريفوژ شده

  . مجدداً سانتريفوژ شد  4000

  :انواع تيمار و مدت زمان مورد استفاده  •

مقدار  Iت كه در تيمار بر روي ماهي گوپي از محلول ويروسي يكسان استفاده گرديد به اين صور B.C روش در

از محلول    CC50ساعت و با  2ليتري شيشه اي مجهز به هوادهي به مدت  2ريوم آآكو سهقطعه ماهي در درون  90

 54ريوم آآكو سهتايي در درون  30ساعت ماهي هاي گروه هاي  2پس از اتمام . ويروسي مجاورت داده شدند

وپي نيز بدون آلوده شدن به محلول ويروسي به عنوان كنترل يك گروه از ماهي هاي گ. ليتري منتقل گرديدند

  . ريوم مجزا قرار داده شدآدرون يك آكو  Iتيمار 

از همان محلول ويروسي استفاده گرديد اما مدت زمان قرار گرفتن ماهي ها در مجاورت با محلول   Пدر تيمار 

 54ريوم هاي آساعت در آكو 4تمام زمان و در تحت همان شرايط پس از ا. ساعت در نظر گرفته شد 4ويروسي 

  . ليتري قرار داده شدند
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هوادهي و تغذيه ماهي ها بر اساس برنامه  بالينيريوم تا شروع اولين علائم آدر طول نگهداري ماهي ها در آكو

بطور كلي جهت اطمينان از تائيد تشخيص عامل بيماري در اين طرح ملي، . غذا دهي منظم انجام مي گرديد

  :يش مواجهه سازي در دو گونه از ماهيان حساس به شرح ذيل انجام شدآزما

  

  :ه سازي در ماهيان گوپيهمواج

به تعداد زياد در فلاسك هاي كشت  SSN-1ابتدا سلول بصورت مشروح بيان شد  كليات  همانگونه كه در قسمت

cm2 75 شـده و در مـدت ده روز در    طعه ماهي گوپي خريـداري ق 240سپس تعداد . به تعداد زياد كشت داده شد

بـا سـوپرناتانت سـلولهاي داراي     SSN-1تلقيح سلولهاي . ريومي موجود در پژوهشكده آداپته گرديدآشرايط آكو

CPE كه از قبل آماده شده بود انجام شد.  

درجـه   4دور و  4000دقيقـه در  10كـرده وبمـدت    منجمـد و ذوب را  CPEبراي مواجهه سازي، سـلولهاي داراي  

  .گرديداد سانتريفيوژسانتيگر

وف شيشـه  در ظـر  تيمـار  گروه هاي  .بودگروه كنترل هر تيمار واجد سه تكرار و يك  ماهيان به دو گروه تيمار و

پـس از فيلتـر شـدن بـا فيلتـر سـر        104مساوي بـا   TCID50با  CPEسوپرناتانت سلولي داراي  cc50اي داراي هواده با 

ريوم آساعت در تيمار دوم  مواجهه سازي شده و به آكو 4مار اول وساعت در تي 2ميكرون، بمدت  45/0سرنگي 

مشاهده علايم به صورت روزانه انجام شده و در صـورت بـروز تلفـات يـا     . هاي مجزا و داراي هواده منتقل شدند

نمونه برداري براي آزمايشات پاتولوژي، كشت سلولي و ميكروسـكوپ الكترونـي انجـام     ،علايم بيماريمشاهده 

  .شد

  

  :مواجهه سازي در بچه ماهيان قره برون

م  وري ـآشـرايط آكو در گرم تهيه شده و بمدت يك هفتـه   5-10بچه ماهي قره برون با وزن حدود  عدد 80تعداد 

سوپرناتانت سلولهاي آلوده طبق روش بالا تهيه شده و پس از فيلتر شدن بـا فيلتـر   .  ندگرديد سازگارداراي هواده 

تزريق شـد و بـراي    گروه كنترل پشت حدقه چشم ماهيان دوميلي ليتر در  5/0به ميزان ميكرون  45/0سر سرنگي 

مشاهده علايم تا يكمـاه انجـام   . مقايسه به ميزان مساوي محيط كشت استريل به ماهيان گروه كنترل تزريق گرديد

  .)24تا  22تصاوير (م ها به صورت روزانه انجام شدوريآدرصد حجم آكو 20گرفت و تعويض آب به ميزان 
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  م قبل و پس از تزريقوريآآداپتاسيون و نگهدار ي ماهيان در آكو:  22تصوير 

  

  
  م پس از تزريقوريپتاسيون و نگهداري ماهيان در آكوآآدا: 23تصوير شماره  
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  )پيكان(بچه ماهي قره برون تزريق سوپرناتانت سلولي در پشت حدقه چشمي : 24تصوير شماره  
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  نتايج-3

  مشاهدات بالينيو  زيست سنجي  -1-3

در سركشي هاي مداوم به پره هاي صيادي استان هاي گيلان و مازندران در طول فصل صيد در سه سال متوالي از 

نمونـه در اسـتان مازنـدران و     56گـيلان و  در اسـتان   كفال طلايي 312تعداد  1388تا فروردين ماه  1385مهر ماه 

داراي علايمي همچون عدم تعادل در شنا، تيرگي رنگ، بـاد كردگـي محوطـه شـكمي در محـدوده       گلستان كه

كالبد گشايي هيچ علامتي بجز بادكردگي نمونه هاي استان گيلان درگرم مشاهده گرديد كه در  250تا  50وزني 

 ) 25 تصوير شماره.( واضح در كيسه شنا نداشتند

 

     
  

؛ بادكردگي محوطه شكمي و )a) (پيكان( اي باد كرده در كفال طلايي درياي خزركيسه شن : 25تصوير شماره 

  )b) (پيكان( خوابيدن روي سطح آب درحاليكه شكم به سمت بالا قرار دارد

  

ولي در نمونه هاي صيد شده در استان مازندران و گلستان شواهد حاكي از بروز علائم متفاوتي از نمونه هاي 

نمونه هاي صيد شده از ( طي نمونه برداري در مرحله اولژوهشكده اكولوژي مازندران در پ.استان گيلان بود

علايم ظاهري خاصي جز در بعضي موارد پرخوني  ويا ) 24/4/86استان گلستان در مورخه ه تركمن ، صيدگا

طني محوطه ب در هيچيك از ماهيان صيد شده اتساع. خونريزي در سطح شكمي و قاعده باله ها وجود نداشت

  .كالبد گشايي نيز علامت خاصي وجود نداشتدر. مشاهده نشد

با توجه به . شرايط ماهيان بسيار متفاوت بود) 20/12/86الي  27/11/86مورخه (ليكن در مرحله دوم نمونه برداري

ذيـل   را ميتـوان بـه دو گـروه   مبـتلا  و اندامهاي داخلي ماهيان مشاهده شد، كفال ماهيـان  علائم باليني نچه كه در آ

  :تقسيم كرد

در ايـن دسـته از ماهيـان در    . در گروه اول عمده علايم باليني بصورت تورم در ناحيه بطنـي مشـاهده شـد    –الف 

. به حدي بود كه ماهي حتي پس از تحريك قادر به فرو رفتن به عمـق آب نبـود   بعضي موارد اتساع محوطه بطني

. فت ولي پس از مدت اندكي مجدد به سطح آب مي آمددر بقيه چنانچه ماهي تحريك مي شد به عمق فرو مي ر

b  a 
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بيحالي يكي ديگر از علايم اين ماهيان بود، بطوريكه فقط ماهيـان بطـور درجـا در سـطح آب بالـه هـاي خـود را        

در سطح بدن يا علايـم خاصـي وجـود نداشـت  و يـا درجـات مختلفـي از        . حركت ميدادند و شناي فعال نداشتند

در مواردي نيز بيرون زدگي چشمها بصورت يك يا . ها و نيز اطراف چشم مشاهده ميشد خونريزي در  قاعده باله

هيچگونه مايعي در داخل . در كالبد گشايي اين ماهيان مهمترين يافته تورم شديد كيسه شنا بود. دو طرفه ديده شد

تغذيـه طـولاني مـدت را     كيسه صفرا در اين ماهيان كاملا پر بود كه نشـان از عـدم  . محوطه بطني مشاهده نگرديد

لـيكن در مـواردي تجمـع    . در بررسي دستگاه گوارش، خالي بودن معده و روده هـا مشـاهده گرديـد   . نشان ميداد

كليه ها در اكثر ماهيان رنگ پريده و بافت عضـلاني بشـدت   . متراكم شن و ماسه در معده ماهيان ملاحظه گرديد

نريزي در سطح بدن وجود داسـت همـين مسـئله در سـطح احشـا      در مواردي كه پرخوني و يا خو. تحليل رفته بود

  )29و 28، 27،  26تصاوير شماره ( . داخلي نيز مشاهده گرديد

در ايـن دسـته  لاغـري مفـرط  و تحليـل شـديد       . در گروه دوم علايم با گروه اول تا حدودي متفـاوت بـود   –ب 

در اين ماهيان دستگاه گوارش كاملا . ك بودعضلات مشاهده گرديد بطوريكه سر بسيار بزرگ و بدن بسيار باري

در مـواردي در ايـن ماهيـان انحـراف سـتون      . خالي از غذا بود و بدن آنها به شدت دچار پولك ريـزي شـده بـود   

تصاوير ( اين گروه نيز بشدت بيحال بوده و در سطح آب شناور بودند. فقرات و نيز كدورت قرنيه مشاهده گرديد

 .)31و  30شماره 

  

    

  

  

  

  

  
 
 
  

                     

                 

 
           

 

  نمايي از احشا داخلي،: 27تصوير شماره 

  خالي بودن روده ها

 

نمايي از ماهيان صيد شده :  26تصوير شماره 

 واجد علائم باليني و رنگ پريدگي كبد
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و ماهيان بيمار و سالم صيد شده  86و تعيين سن در ماهيان صيد شده در تابستان  زيست سنجي نتايج حاصل از 

 .آورده شده است 6در جدول شماره  86در زمستان 

  

1

2  
3

4  

1

2  

3

نمايي از :  28تصوير شماره 

 خونريزي سطحي در بدن

نمايي از بيرون :  29تصوير شماره 

 زدگي چشم و خونريزي

 3ماهي شماره : 30تصوير شماره 

 واجد علايم باليني

مقايسه اندازه بين : 31تصوير شماره 

ماهي سالم  گروه اول  و ماهيان 

و )  1ماهي شماره (  2و  1شماره 

در گروه دوم                                                                       ) 2،3،4ماهيان (بيمار

 كفال ماهيان هم سن
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   1389و 1386ماهيان صيد شده طي تابستان و زمستان  زيست سنجي نتايج حاصل از  – 6جدول 

 

  

و تعيين سن مشخص شد كه ماهيان صيد شده در تابستان از نظر وزن و  نجي زيست سبا توجه به نتايج حاصل از 

. طول تفاوت معني داري با ماهيان سالم دارند كه اين مسئله با توجه به سن ماهيان فوق كاملا توجيه پذير است

اوت معني ،  تف)تقريبا هم سن بودند(ليكن در ماهيان صيد شده در زمستان علي رغم عدم تفاوت در سن ماهيان 

داري در طول و وزن آنها وجود داشت و ماهيان بيمار در مقايسه با ماهيان سالم از وزن و طول كمتري برخوردار 

بر اساس گزارش  .نكته قابل توجه كاهش شديد طول و وزن ماهيان مبتلا طي سال هاي اخير مي باشد. بودند

كفال پوزه باريك طي سال  زيست سنجي وص در خص بخش ارزيابي و ذخائر پژوهشكده اكولوژي درياي خزر

بوده است، اين  گرم 213سانتيمتر و 4/27 متوسط طول و وزن ماهيان سالم چهار ساله به ترتيب 1383-1388هاي 

زيست  ودر استان مازندران  1389از تلفات اخير در زمستان  بر طبق اطلاعات جديد دريافتيه ك در حالي است

  .گرم بوده است 3/61سانتيمتر و  4/20متوسط طول و وزن آنهابه ترتيب  ،ماهيان مبتلا كفال سنجي 

  

  پارامترهاي هماتولوژي و سرمي نتايج  -2-3  

به منظور تكميل بررسي ها و با عنايت به اهميت مطالعات خون شناسي در تشخيص اوليه بيماري ها ، اين بررسـي  

بهداشـت و بيمـاري هـاي آبزيـان پژوهشـكده       ها با هماهنگي مجري مسئول طرح ملـي توسـط همكـاران بخـش    

  .ي استاني صورت گرفتو تحت نظر مجر)  ساري(اكولوژي درياي خزر 

از نظر ظاهري در نمونه هاي خون بدست آمده از ماهيان صيد شده در فصل تابستان ويژگي خاصي مشاهده نشد  

ون از وريـد دمـي، خـون اخـذ شـده در      ليكن در ماهيان واجد علايم باليني صيد شده در زمستان در زمان بزل خ ـ

در ماهيـان بيمـار خـون بسـيار كـم      . بسياري از موارد فاقد رنگ و غلظت معمولي در مقايسه با ماهيـان سـالم بـود   

اطلاعـات مربـوط بـه داده هـاي     . و بسـيار رقيـق بـه نظـر مـي آمـد      ) دامنه اي قرمز روشن تـا صـورتي تيـره   (رنگ

از آنجـايي كـه فاكتورهـاي    . بطـور خلاصـه آورده شـده اسـت     8و  7هماتولوژي و آزمايشات سرمي در جـدول  

اطلاعـات مربـوط بـه ماهيـان صـيد شـده در        ذكـر هماتولوژي با سن و فصل تغيير ميكند لذا در اين بخش تنها به 

  نمونه

 

  پارامتر

ماهيان  مشكوك به 

بيماري  صيد شده در 

 1386تابستان 

  عدد 50

ماهيان بيمار 

صيد شده در 

  1386زمستان 

  عدد 50

ماهيان سالم 

صيد شده در 

  1386زمستان 

  عدد 50

هيان بيمار ما

صيد شده در 

  1389زمستان 

  عدد 50

   4/20 ± 3/0  5/32 ± 5/0  6/30 ± 4/0  2/23±3/0  )سانتيمتر(متوسط طول 

  3/61 ± 5/4   233± 3/11  1/193 ± 2/10  3/77 ±3/5  )گرم(متوسط وزن 

  4 ±1/0  9/3 ± 1/0  7/3 ± 1/0  73/1 ± 1/0  )سال(متوسط سن 
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لـيكن در  . تابستان اكتفا شده است و داده هاي اين ماهيان با ماهيان صيد شده در زمستان مقايسـه نگرديـده اسـت   

صيد شده در زمستان بررسي ها  نشان داد كه تعداد گلبولهاي قرمـز، ميـزان هموگلـوبين،  هماتوكريـت و      ماهيان

MCHC  لـيكن ميـزان   . در ماهيان بيمار كاهش معني داري در مقايسه با ماهيان سالم داشته اسـتMCV   در ماهيـان

  . ) 37تا  32تصاوير ( دو گروه نداشت تفاوتي در MCHبيمار بطور معني داري بيشتر از ماهيان سالم بود و ميزان 

  

  

  

  

  

  

  34تصوير                          33تصوير                                32تصوير                            
  

  ،)در محل پيكان(نوتروفيل : 33 تصوير نمايي كلي از گلبولهاي قرمز، : 32تصوير:  34تا  32تصاوير 

     ،)درمحل پيكان(سيتميلو :34تصوير

  

  

  

             

  

  

  

  37تصوير                           36تصوير                                   35تصوير                      
  

  )در ��� ����ن(��#���� ٣٧، )در ��� ����ن(
�و�!���� ٣٦، )در ��� ����ن(������� : ٣٥
	�و�� 
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  1386گين فاكتورهاي خوني ماهيان صيد شده طي تابستان و زمستان مقايسه ميان –7جدول

 

  نمونه

  پارامتر   

ماهيان صيد شده در 

  1386 تابستان 

  )50تعداد (  

ماهيان بيمار صيد شده 

  1386در زمستان 

  )50تعداد ( 

ماهيان سالم صيد شده 

  1386در زمستان 

  )50تعداد ( 

شمارش كلي گلبولهاي 

  )RBC )(N×106(قرمز

1/0 ± 6/2  2/0 ± 3/3  1/0 ± 3/4  

  Hb(  2/0 ± 7  6/0 ± 5/10  5/0 ± 5/13(هموگلوبين

  Hct%(  7/0 ± 3/24  7/1 ±5/34  5/1 ± 6/43(هماتوكريت

MCH( pg)(  8 ± 26  4/0 ± 8/31  1 ± 31  

MCV( fL)    9/2 ±6/92  2/5 ± 1/85  6/6 ± 7/59  
MCHC  9 ± 9/28  2/0 ± 8/29  8 ± 8/30  

هاي شمارش كلي گلبول

  )WBC(سفيد

651 ± 4/15177  534 ± 5/9837  515 ± 3/11933  

  5/64 ± 7/1  6/61 ± 5/2  3/83 ± 7/1  لنفوسيت

  8/28 ± 1/2  3/26 ± 7/1  7/10 ± 4/1  نوتروفيل

  4/0 ± 2/0  8/0 ± 2/0  7/0 ± 1/0  مونوسيت

  5/6 ± 7/0  3/11 ± 6/1  1/5 ± 1  ميلوسيت

  

تام، پروتيئن تام و آلبـومين در مقايسـه بـا ماهيـان سـالم      IgM درميزان  همچنين در ماهيان بيمار كاهش معني داري

. عليرغم كـاهش عـددي در بيمـاران، از كـاهش معنـي داري برخـوردار نبـود        C4و  C3ليكن مقادير . مشاهده شد

 تـا  3نمودارهـاي  (افزايش معني داري را در ماهيـان بيمـار نشـان داد    ASTو  ALTبرخلاف اين فاكتورها دو آنزيم 

13(.   
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  1386مقايسه ميانگين فاكتورهاي سرمي ماهيان صيد شده طي تابستان و زمستان  – 8جدول

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  نمونه

  پارامتر   

ماهيان صيد شده در 

  1386تابستان 

  )50تعداد ( 

ماهيان بيمار صيد شده 

  1386در زمستان 

  )50تعداد ( 

ماهيان سالم صيد شده 

  1386در زمستان 

  )50تعداد ( 

  g/dL(  1/0 ± 4/2  2/0 ± 4/3  2/0 ± 5/4(سرم پروتئين تام

  mg/L(  1/0 ± 8/0   1/0 ± 2  2/0 ± 8/2(آلبومين 

IgMتام سرم)mg/L(  7/4 ± 54  4/5 ± 8/90  6/7 ± 4/112  
C3 (mg/L)  3/2 ± 1/27  1 ± 6/22  4/1 ± 2/24  
C4 (mg/L)  1 ± 6/5  7/1 ± 8/14  1/3 ± 5/17  
AST (U/L)  ______  3/20 ± 193  1/8 ± 5/69  
ALT (U/L)   ______  2 ± 1/16  3/0 ± 7/3  
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0/اد .-!��,�+ *��( در ��ه��ن ���' و &�%�ر –٣#%�دار  34��5 ���1�2#�  
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  ���' و &�%�ر�34��5 ���1�2# 
0/اد .-!��,�+ ���/ در ��ه��ن  – ٤#%�دار  

  

  
          

  �34��5 در8/ ا#�اع  .-!��,�+ ���/ در ��ه��ن ���' و &�%�ر – ٥#%�دار  
Mylo      = ،ميلوسيتNeut  =،نوتروفيل  Lym  =لنفوسيت  
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534 ± 5 /9837  

515 ± 3 /11933   
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 �34��5 ���#1�2 ه%�.-�&�1 در ��ه��ن ���' و &�%�ر - ٦#%�دار 

  

  

  

  

  

  
 
 
 
 

  �34��5 در8/ ه%�
�>��� در ��ه��ن ���' و &�%�ر - ٧#%�دار 
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  در ��ه��ن ���' و &�%�ر 34��5�MCV ���#1�2  - ٨#%�دار 

  

  

  

  

  
   
 
  
 

  در ��ه��ن ���' و &�%�ر 34��5�MCH ���#1�2  - ٩#%�دار  
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  ��' و &�%�ردر ��ه��ن � 34��5�MCHC ���#1�2  - ١٠#%�دار 

  

  
 

  

  

  

  
 
 
 
  

 در ��ه��ن ���' و &�%�ر C4و  34��5�IgM ،C3 ���#1�2  -  ١١%�دار #
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�م و �A!���1 در ��ه��ن ���' و &�%�ر - ١٢#%�دار  1�C
  �34��5 ���#1�2 ��و

  

  

  
 
 
 
 
 
 
 

 در ماهيان سالم و بيمار ALTو  ASTمقايسه ميانگين آنزيمهاي  - 13نمودار 

  
 

  شناسي باكتري يافته هاي  - 3 – 3

نمونه از   23ليكن در . جدا نشدخاصي هاي باكتري شناسي از نمونه هاي صيد شده در تابستان باكتري  در بررسي

از . تهيه شده از بافتهاي مغز و كليه مثبت بـود  باكتريائيعدد ماهي با علايم باليني صيد شده در زمستان كشت  56

وباسيلهاي گرم منفي، اكسيداز مثبت، تخمير كننده ، با پرگنـه هـاي خاكسـتري رنـگ،      تمام نمونه هاي فوق كوك

طي آزمايشات .  جدا شد كه در روي محيط آگار خوندار هموليز آلفا ايجاد كردند 1قوام خامه اي و رشد خزشي

يص داده شـد  تشـخ  2يتيكـوس ولتفريقي كه بر روي نمونه هاي ميكروبي انجام شد باكتري جدا شده ويبريـو آلجين 

                                                 
١
 - Swarming  

2 - Vibrio alginolyticus 
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مشخص مي باشد و نتايج آن به تفصيل در   39و  38كه خصوصيات پرگنه و مورفولوژيك آن در تصاوير شماره 

   .آورده شده است 8جدول شماره 
  خصوصيات باكتري ويبريو آلجينوليتيكوس جداشده از مغز و كليه ماهيان صيد شده  – 8 شماره جدول

  86در زمستان 

  باكتري

  نوع ازمايش

  ريو آلجينوليتيكوسويب

  )سلطاني و همكاران(

باكتري جداشده از مغز و كليه 

  ماهيان

  +  +  حركت

  __  __  درجه سانتيگراد 4رشد 

  +  +  درجه سانتيگراد 37رشد در 

  __  __  %0رشد در نمك 

 + +  %3رشددرنمك 

 + +  %7رشد در نمك 

  µg10  R Rديسك O/129حساسيت به 

 TCBS Y Yرشد روي 

  __  __  سيدازبتاگالاكتو

  __  __  آرژنين دهيدرولاز

 + +  ليزين دكربوكسيلاز

 + +  اورنيتين دكربوكسيلاز

  + d  مصرف سيترات

 __ __  توليد سولفيد

 __ __  اوره آز

  +  +  اندول

  __  __  متيل رد
RM – VP + + 

 + +  هيدروليز ژلاتين

  __  __  توليد اسيد از آرابينوز

  +  +  گلوكز

  __  __  اينوزيتول

  +  +  مانيتول

 __ __  ساليسين

 __ __  سوربيتول

  +  +  سوكرز

R  =      مقاومY =        پرگنه زردd =واكنش متغير  
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  آزمايشات فلزات سنگينيافته هاي   -4-3

طي اين آزمايشات ميزان فلزات سنگين شامل سرب، روي، آهن، كبالت، كادميم ، مس، كروم، منگنـز، نيكـل و   

حتويـات دسـتگاه   شامل عضلات، كبد و م صيد شده در استان مازندران، ماهي 56جيوه در بخشهاي مختلف بدن 

  . منعكس شده است 9گوارش مورد بررسي قرار گرفت كه نتايج آن در جدول شماره 
 

نتايج حداقل و حداكثر مقادير فلزات سنگين در بافتهاي مختلف كفال ماهيان صيد شده    – 9شماره جدول 

 )وزن خشك ppmبر حسب ( 1386در زمستان 

  فلز

  ميزان 

Hg Ni Mn Cr Cu  Cd Co Fe Zn Pb 

 ND ND 67/1 33/0 83/0 ND ND 6 16 ND حداقل

 5/1 147 3834 13 16/21 3465 67/18 510 67/23 54/2 حداكثر

محتويات  بافت

 گوارش لوله

محتويات 

 گوارش لوله

محتويات 

 گوارش لوله

محتويات 

 گوارش لوله

ك كبد كبد

 بد

محتويات 

 گوارش لوله

برانش  كبد

و 

 عضله
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  اسي بافتي آسيب شنيافته هاي   -5-3

ئول در بافت مغز، نخاع، و عصب بينايي و شبكيه چشم ماهيـان بيمـار را نشـان    ومطالعات بافت شناسي حضور واك

ئول ها در بافت مغز و چشم متفاوت بوده و عمدتا در ماده خاكستري مغز و نخاع هسـتند و در  وگسترش واك. داد

ئول ها در  شبكيه چشم نيز واضح ومي دهد وبروز واك ئولاسيون واضح نشانوبرخي از ماهيان ، عصب بينايي واك

  .) 43الي  40 تصاوير(  است

از سوي ديگر در بررسي هاي انجام شده بر روي ماهيان خاوياري در بررسي مقاطع بافتي مغز و شبكيه چشم 

  ) 45و  44 تصاوير. ( ماهيان هيچگونه علامتي از حضور واكوئول مشاهده نشد

  

  
  ) H&E x10) (پيكان ها(  L. auratus ماهي مقطع نخاع ئولاسيون واضح دروواك  :40تصوير شماره 

  
 

  
  )پيكان ها( ئولاسيون گسترده وداراي واك L. auratus ماهي بافت عصب بيناييمقطع  : 41تصوير شماره 

 )H&E, x4(  
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  )پيكان ها( فراوان در شبكيه  ئولهايوداراي واك مبتلا L. auratusمقطع بافت چشم ماهي  : 42تصوير شماره 

 )H&E x4(  

  
 

  
  )H&E, x4) ( پيكان(  واكوئولداراي  L. auratusبزرگنمايي كم مقطع بافت مغز  : 43تصوير شماره 
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  ل در شبكيهوواكوئ بدون حضور )A. persicus( مقطع بافت چشم تاس ماهي ايراني : 44تصوير شماره 

 )H&E, x4(  

  

  

  )H&E, x4(ل وبدون واكوئ )A. persicus( مقطع مغز تاس ماهي ايراني : 45تصوير شماره 



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / / 78787878

 

  آزمايش ايمونوهيستوشيمينتايج  -6-3

قهوه اي در مقطع بافتهاي آزمايش شده در آزمايش ايمونوهيستوشـيمي نشـان دهنـده     -حضور رنگدانه هاي قرمز

، ايـن رنـگ در زيـر     DABده رنگـي  حضور آنتي ژن بتانوداويروس بود كه بـه دليـل واكـنش غيـر مسـتقيم بـا مـا       

  ).47و  46تصاوير .( ميكروسكوپ نوري مشاهده مي گردد

  

  

  
قهوه اي را  -مقطع بافت مغز ماهي كه در آزمايش ايمونوهيستوشيمي، رنگدانه هاي قرمز:  46تصوير شماره  

 )H&E, 40X)( پيكان ها.(ئول هاي موجود در ماده گرانولار نشان مي دهدودر واك

 )Prof.G.Bovoنمونه كنترل مثبت دريافتي از ير تصو(

  

   
كه در آزمايش ايمونوهيستوشيمي، رنگدانه هاي  L.auratusمقطع بافت شبكيه چشم ماهي : 47تصوير شماره  

  ) H&E,40X)( پيكان.(ئول هاي موجود در شبكيه چشم نشان مي دهدوقهوه اي را در واك-قرمز
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  كشت سلولنتايج  -7-3

روز پـس از تلقـيح همـوژن     6و در تحقيـق حاضـر ،   . به كندي رخ مي دهد SSN-1در )  CPE( سيب سلوليآثار آ

بـه صـورت    CPEفيلتر شده بافت هاي مغز و چشم ماهيان كفال بيمار به تك لايه سلولي اولين آثار آسيب سلولي 

چند نقطه ايجاد شده و كم كم بـه   ئوله شدن سيتوپلاسم سلولها ديده شد كه ابتدا در يك ياوگرد، دانه دار و واك

مساوي  TCID50تيتر ويروس نيز . پاساژ بعدي افزايش پيدا كرد سهدر  CPEميزان . تمام لايه سلولي توسعه پيدا كرد

  ) 51الي  48 تصاويرشماره  .(به ازاي هر ميلي ليتر محاسبه شد 104با 

  

  
  

  روز پس SSN-1  ،6م سلولهاي ئولاسيون ايجاد شده در سيتوپلاسوواك: 48تصوير شماره 

  ) 20X(بيمار )  L.auratus( از تلقيح هموژن فيلتر شده بافت مغز و چشم ماهيان كفال طلايي

  

  
  

  روز بعد ازتلقيح هموژن فيلتر شده SSN-1  ،7ئولاسيون در سلولهاي وواك: 49تصوير شماره  

 ) 20X(بيمار )  L.auratus( بافت مغز و چشم ماهيان كفال طلايي
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  روز بعد ازاولين پاساژ از SSN-1  ،5ئولاسيون در سلولهاي وواك: 50تصوير شماره  

  ) 20X(آلوده شده SSN-1سوپرناتانت سلولهاي 

 

  
  

  از پاساژ دومينروز بعد از SSN-1  ،5ئولاسيون در سلولهاي وواك: 51تصوير شماره  

  ) 20X(آلوده شده SSN-1سوپرناتانت سلولهاي 

  

گر جهت بررسي احتمال حضور عامل بتانوداويروس در مولدين خاوياري، نمونه هاي مغز وچشم تاس از سوي دي

ماهي ايراني دربخش بيماريهاي پژوهشكده آبزي پروري، هموژن شده وسوپر ناتانت آن پس ازعبور از فيلتر 

  CPEهيچ گونه  تلقيح گرديد و طبق گزارش بخش بيماريهاي آن پژوهشكده SSN-1ميكرون برروي سلول 45/0

 . )52تصوير (در سلول ديده نشد و لذا نتايج كشت سلول در مولدين خاوياري منفي گزارش گرديد

 



 81818181.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

 
  

  CPE بدون آثار تلقيح شده با نمونه چشم و مغز تاس ماهيان ايراني مورد مطالعه SSN-1سلول : 52تصوير شماره 

  

  

  يمدرخشان به روش غير مستق پادتن هاي آزمايشنتايج  -8-3

شـبكيه چشـم ماهيـان    مقطع در آزمايش ايمونوفلورسنت انجام شده بر روي مقاطع بافتي، نقاط براق فلورسنت در 

روز پـس از تلقـيح همـوژن فيلتـر      7آلوده،  SSN-1همچنين آنتي ژن هاي ويروسي در سلولهاي . بيمارمشاهده شد

مقايسه با نمونه كنترل منفـي، تصويرشـماره    در  56الي  53 تصاوير.( شده بافت مغز و چشم آلوده مشاهده گرديد

57(.  
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  آلوده)  L. auratus(درمقطع شبكيه چشم ماهي كفال طلايي) پيكان ها( نقاط طلايي براق:  53 تصوير شماره 

 ) IFAT,4X( به بتا نوداويروس در آزمايش ايمونوفلورسنت 

  

  

  
  وجود)  L.auratus( ي مقاطع شبكيه چشم ماهي كفال طلاييآزمايش ايمونوفلورسنت بر رو: 54تصوير شماره  

  )4X) (پيكان.( آنتي ژن هاي نوداويروس را نشان داد
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آلوده شده با هموژن بافتي ماهي كفال  SSN-1آزمايش ايمونوفلورسنت بر روي سلول : 55تصوير شماره  

راق را در داخل سيتوپلاسم سلولهاي آلوده نشان مي روز پس از تلقيح، نقاط طلايي ب L.auratus ( ،6(    طلايي

  )  40X) (پيكان.( دهد

  

  
آلوده شده با هموژن بافتي ماهي كفال  SSN-1آزمايش ايمونوفلورسنت بر روي سلول : 56تصوير شماره  

  )  60X) (پيكان.( نقاط نارنجي براق را در داخل سيتوپلاسم سلولهاي آلوده نشان مي دهد)  L.auratus(   طلايي
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  )  SSN-1 )X40كنترل منفي درآزمايش ايمونوفلورسنت بر روي سلول : 57تصوير شماره 

  

  

نتايج حاصـله در آزمـايش ايمونوفلورسـنت    ) رشت(در انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان

  :انجام شده بر روي مقاطع بافتي به شرح ذيل بود

ت كه بر روي آثار بافتي تثبيت شده بر روي لام شيشه اي در مقايسه با نمونه هاي مثبت درآزمايش ايمونوفلورسن

حاصل از كفال ماهيان انجام شد، نقاط براق درخشان كه نشانه حضور آنتي ژن ويروسي است در نمونه هاي 

  ).59و  58تصاوير شماره ( ماهيان خاوياري مشاهده نشد

  

  
  IFATروي مولدين تاس ماهي در آزمايش  نمونه منفي بر: 58تصوير شماره  
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  IFAT  كنترل مثبت در آزمايش : 59تصوير شماره  

 )كفال طلايي در پژوهشكده آبزي پروريماهي  جدا شده از ( 

  

  : Nested-Rt-PCR واكنش زنجيره اي پلي مراز آزمايشنتايج   -9-3

به  RT – PCRكيت  همچنين  و RNAاستخراج كه حاوي كيت  IQ2000 TMآزمايشات مولكولي با استفاده ازكيت  

مركـز تحقيقـاتي شـمال ايـران     همراه كنترل مثبت و منفي بود و بر اساس دستورالعمل شركت سازنده در هـر سـه   

و انسـتيتو  ) انزلـي (، پژوهشكده آبزي پروري آبهاي داخلي)ساري(شامل پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر

  :و نتايج ذيل حاصل شد به مرحله اجرا درآمد) رشت(وياري دكتر دادمان تحقيقات بين المللي ماهيان خا

  

  ):ساري(پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر) الف

در نمونه هاي تهيه شده از مغز ماهيان صيد شده در تابستان، در كليه نمونه هاي فوق پس از آماده سـازي و انجـام   

باند اختصاصي كه دلالت بر آلودگيهاي ماهيـان فـوق داشـته     بر اساس دستورالعمل كيت هيچگونه PCRآزمايش 

در نمونه هاي مغز بدست آمده در ماهيان بيمار صيد شده در زمستان كليه نمونه ها بـا اسـتفاده   . باشد  مشاهده نشد

قرار گرفـت و    RNAمورد استخراج  VNNاز دستورالعمل موجود در كيت اختصاصي مربوط به شناسايي ويروس 

  .انجام شد Nested PCRو بعد از آن RT-PCRمحصول بدست آمده ابتدا بر روي 

و  bp289    ،bp 479سه باند مشاهده  ميشـودكه درانـدازه هـاي     ) C+(بر اساس دستورالعمل كيت دركنترل مثبت 

bp 1160 در نمونه هايي كه فقط باند. مي باشد bp289  در نمونـه هـايي كـه دو بانـد     خفيفمشاهده شود عفونت ،

bp289  وbp 479      عفونت متوسط  و در نمونه هايي كه هر سه باند مشاهده شود نشانه عفونـت شـديد بـه ويـروس

  . مشاهده شود نمونه از نظر وجود ويروس منفي است bp 665ليكن اگر در نمونه فقط باند . است
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مشـاهده شـد    bp665نـه هـا بانـد    نمونه مغز ماهيان داراي علايم باليني، در تمـام نمو   56با انجام آزمايش  بر روي 

مشاهده شد كـه جهـت    bp 479و  bp289علاوه بر اين باند هاله اي از وجود دو باند   18و   16ليكن در دو نمونه  

بر لـذا . مشاهده گرديد bp 665فقط باند  مجدد، آزمايشتاييد مجددا بر روي آنها آزمايش صورت گرفت كه در 

 60 – 66نمونه ها طي تصاوير    PCRنتايج حاصل از . ه منفي اعلام مي گرددنتيج روي نمونه هاي اين پژوهشكده

  . ارائه شده است آمده است 
 

  

  

 .  
 
 

  
  نمونه هاي پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر  RT-PCR : 60تصويرشماره

  

  
 

 
 
 

  

  

  

  
  نمونه هاي پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر  RT-PCR : 61 شماره تصوير
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 ���	
 Dر�%Eه��3 ا+ از دو&�#/  : ٦٢  D/ه�Nو  �٢٨٩bp ١٨و  ١٦در #%�#3 ه�+  ٤٧٩ 

  
  

  

  

  

  
 

  
 

  ���	
 Dر�%Eل   : ٦٣�	از �� I��%#PCR  3#�%# د ١٨و  ١٦دو/O� Pز���A در  
  
  

 
 
 

  

  

  

  
 

���	
 Dر�%E ل :  ٦٤�	از �� I��%#PCR 
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    33تصوير   
  

  
���	
 Dر�%E ل :  ٦٥�	از �� I��%#PCR  

  
  

 
 ���	
 Dر�%E٦٦:  Q��M# ج�M�Mا� I2#�2S �,H ��< +�%راه�  
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  ):رشت(انستيتو تحقيقات بين المللي ماهيان خاوياري دكتر دادمان ) ب

  

مولد نرتاس ماهي ايراني انجام شد  15مولد ماده  و  27از چشم و مغز   IQ2000با استفاده از كيت  RNAاستخراج 

 25و  18،  5باند  3درصد صورت گرفت كه 2استخراج شده با الكتروفورز آن بر روي ژل آگارز  RNAو كيفيت 

bp  مشاهده گرديد كه نشانه استخراج مناسبRNA 68و  67تصاوير ( بود(.  

  
  درصد 2استخراج شده بر روي ژل آگارز  RNAباندهاي  : 67 تصوير شماره 

  

حاكي از  Nested RT-PCRدر يررسي نتايج الكتروفورز محصول  bp 665بر اساس دستورالعمل كيت، مشاهده باند 

  .عدم وجود نوداويروس در نمونه هاي تاس ماهي ايراني مورد مطالعه بود 
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  چشم تاسماهي ايرانينمونه هاي مغز و  Nested-PCRنتايج  : 68تصوير شماره

نمونه  bp 289  ،10، كنترل منفي، كنترل مثبت )  bp 333و  bp 848  ،bp 630(ماركر : از چپ به راست

  )bp 665( منفي 

  

 

  ):انزلي(پژوهشكده آبزي پروري آبهاي داخلي )ج

اي بـافتي مغـز و   مرحله اول بر روي اسيد نوكلئيك استخراج شده از نمونه ه. اين آزمايش در دو مرحله انجام شد

چشم ماهيان كفال داراي علايم باليني صيد شده از پره هاي صيادي استانهاي گيلان و مازندران و در مرحلـه دوم  

نتايج بر اسـاس دسـتورالعمل كيـت    . تلقيح شده با هموژن بافتي ماهيان بيمارانجام گرفت SSN-1بر روي سلولهاي 

IQ2000  حاكي از وجودRNA افت مغـز و چشـم ماهيـان و همچنـين در سـوپرناتانت سـلولهاي       بتانوداويروس در ب

SSN-1  دارايCPE  بود به اين ترتيب كه مشاهده باندهايbp 289  وbp 479  در بيماري با حدت متوسط و باندهاي

bp 289  وbp 665     در حدت خفيف بيماري مشاهده شد و در نمونه هاي منفـي نيـز بانـدbp 665     بـه تنهـايي ديـده

  .) 70و 69 رتصاوي(شد
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   Nested-RT-PCRوفورز محصول رالكت  :69تصوير شماره 

  يعيحاصل از نمونه  مثبت بدست آمده از عفونت طب

  

  

  IQ2000 TM )محصول شركت  VNNبا استفاده از كيت تشخيص ( براي نمونه هاي مثبت 289bpباند  

M:  نمونه مغزشماره  دو :3                             نشانگر وزن مولكولي                                                       

N: نمونه چشم شماره دو :4                                           كنترل منفي                                         

P: شماره سهنمونه مغز :5                                           كنترل مثبت  

 نمونه چشم شماره سه :6                                 نمونه مغزشماره يك :1

 نمونه چشم شماره يك :2

  .از ماهيان مبتلاي طبيعي تهيه شده است مورد نظر  cDNAدر اين شركت نمونه 

  

289bp  

665bp 
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  CPE يدارا SSN-1 يحاصل از سلولها  Nested-RT-PCRوفورز محصول رالكت  :70تصوير شماره 

  )IQ2000 TM محصول شركت  VNNبا استفاده از كيت تشخيص ( براي نمونه هاي مثبت  289bpباتد 

   M:  نشانگر وزن مولكولي                             

   N: كنترل منفي                                                                                   

   P: كنترل مثبت  

            :2&1 را نشان مي دهد   665bpغيرآلوده كه باند SSN-1 تيره سلولي 

           :3   را نشان مي دهد 665bpو   289bpآلوده كه باند SSN-1تيره سلولي                      

       :4 نشان مي دهد را 479bpو   289bpآلوده كه باند SSN-1تيره سلولي                            

  

  

  ميكروسكوپ الكترونينتايج  -10-3

در مقاطع بسيار نازك بافتي در زير ميكروسكوپ الكتروني ذرات ويروسي با آرايش منظم و متمركـز در داخـل   

  .)71شكل(اندازه گيري شد nm 30-25اندازه تقريبي ذرات ويروسي مذكور. ئول مشاهده شدوديواره واك

  

289bp 

665bp 

333bp 

630bp 

848bp 

479bp 
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تصوير ذرات بتانوداويروس به طور متراكم و داراي آرايش منظم در شبكيه چشم ماهي  : 71 تصوير شماره

ديواره كپسول حاوي ويروسها . كه در سطوح مختلفي مقطع خورده اند ) L.auratus(كفال طلايي درياي خزر

  ) X 7650با ميكروسكوپ الكتروني بزرگنمايي(  )پيكان(  است صمشخ

  

  

 ) Challenge( ازيمواجهه س نتايج -11-3

  مواجهه سازي در ماهيان گوپي -1-11-3

تلفات نيز در  بالينيپس از بروز علائم . بيماري در ماهي ها مشاهده شد بالينيروز اولين علائم  15بعد از گذشت 

  . روز بعد از اولين تلفات ادامه داشت 75جمعيت هاي هر دو تيمار آغاز وتا 

شناي غير عادي، بي اشتهايي، تيرگي بدن، بيرون زدگي چشم ها ، بودند از مشاهده شده عبارت  بالينيعلائم 

و خونريزي هاي زير جلدي در ناحيه سر و ديگر مناطق  Darting ، Belly-up شناياتساع محوطه شكمي ،

  . )72تصوير (بدن

  . اري گرديدويروسي و سرولوژي نمونه برد، جهت بررسي هاي آسيب شناسي بالينياز ماهي هاي داراي علائم 

بررسي هاي آسيب شناسي واكوئولاسيون شديد و واضح را در لايه گرانولار مغز و در شبكيه چشم به صورت 

  . كاملاً مشخص نشان داد

 73تصاوير(ونتايج رضايت بخش و مثبت بودگرديد انجام  IHCو  IFAT آزمايش هايبررسي هاي سرولوژي در 

  . ) 74و

كتروني اجزاء ويروس را نشان در ميكروسكوپ ال نمونه هانگ آميزي منفي در بررسي ويروس شناسي نتايج ر

  )76و  75  تصاوير شماره(داد
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  ماهي گوپي داراي علايم بادكردگي محوطه شكمي و تيرگي چشم : 72تصوير شماره 

  

  

  
  

در آزمايش  ساعته با ويروس قرارداشته است 4كه در مواجهه گوپي مقطع بافت مغز ماهي  : 73تصوير شماره 

  .قهوه اي را در ماده خاكستري مغز نشان مي دهد -طلائيايمونوهيستوشيمي، رنگدانه هاي 

  ) H&E, 100X)( پيكان(
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ساعته با ويروس قرارداشته است در آزمايش  4كه در مواجهه گوپي مقطع بافت مغز ماهي  : 74تصوير شماره 

  .ا در ماده خاكستري مغز نشان مي دهدقهوه اي ر -طلائيايمونوهيستوشيمي، رنگدانه هاي 

  ) H&E, 100X)( پيكان(

  
 

  
ذرات  سكوپ الكتروني از مغز ماهي گوپي مبتلا و داراي علائم باليني و نمايش.تصوير ميكر :  75تصوير شماره 

 )داستاندارد مطابقت دار VNNاندازه گيري ابعاد ذرات ويروسي با اندازه ويروس ( (Virus particles) ويروسي
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  سكوپ الكتروني از مغز ماهي گوپي مبتلا و داراي علائم باليني و.تصوير ميكر : 76تصوير شماره 

 )Virus particles( ذرات ويروسي نمايش

  
 

  مواجهه سازي بچه ماهيان قره برون -2-11-3

در اتسـاع محوطـه شـكمي، شـتاي نامتعـادل و مـرگ        روز پس از تزريق ويروس علايـم بيمـاري بـه صـورت     21

تصوير (و در كالبد گشائي علائم پرخوني و آثار سپتي سمي در اندامها قابل مشاهده بود گروههاي تيمار ديده شد

 OIEزمايش هاي تكميلي به آزمايشگاه رفرانس سازمان آ نمونه هاي بلوك هاي پارافيني جهت انجام. )77شماره 

و  Real time PCR نيـز  و  IHC  هـاي تكميلـي همچـون   ارسال شد كه  ايشان نيزآزمايش  Prof.Bovoدر ايتاليا جهت 

Nested PCR   ليكن در بررسي . )5ضميمه شماره(. نتايج آن ها منفي بود كهرا بر روي نمونه هاي ارسالي انجام داد

 دي ـمغـز و چشـم، مشـاهده گرد   هاي آسيب شناسي انجام شده بر روي مقاطع بافتي، آثار واكوئولاسيون شديد در 

ــه ا ــوارد  يدر برخــكــه  يبگون ــم م ــا ناح ونيواكوئولاســعلائ ــت ــمخچــه، بصــل النخــاع و نخــاع ن  هي اســتمرار  زي

  ).83تا  78تصاوير شماره (داشت
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  بعد از تلف شدنبچه ماهيان قره برون كالبد گشايي : 77تصوير شماره 

  

  

  

  
  

  ) 40X ،H&E() ن هاپيكا( هاي متعدد واكوئولماهي قره برون داراي بچه مقطع چشم : 78تصوير شماره   
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  داراي واكوئول هاي فراوان در بخش خاكستريبچه ماهي قره برون مقطع مغز : 79تصوير شماره  

)20X  ،H&E (  

  

  
  

) پيكان ها(در بخش خاكستري داراي واكوئول هاي فراوانبچه ماهي قره برون  مقطع مغز: 80تصوير شماره  

)20X  ،H&E ( 
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) پيكان ها(در بخش خاكستري داراي واكوئول هاي فراوان مغز بچه ماهي قره برونمقطع : 81 تصوير شماره  

)20X  ،H&E ( 

  

  
  

  )پيكان ها(داراي واكوئول هاي فراوانبچه ماهي قره برون  مقطع بصل النخاع: 82تصوير شماره   

 )20X  ،H&E ( 
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  داراي واكوئول هاي فراوان پيكان هاره برون بچه ماهي ق مقطع بصل النخاع: 83تصوير شماره   

)10X  ،H&E (  
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  در كفال ماهيان و بيماريزائي در ماهيان گوپي جمع بندي نتايج -10جدول شماره

  

 نتيجه آزمايش نام آزمايش

 مثبت CPE كشت سلول

 مثبت IFATآزمايش 

 مثبت Nested PCRو  RT-PCRآزمايش 

 مثبت  سيب شناسي بافتي در ماهيان بالغآ

  مثبت  آزمايش ميكروسكوپ الكتروني

  مثبت  مواجهه سازي در ماهيان گوپي

  مثبت  گوپي سيب شناسي بافتي در ماهيانآ

 مثبت در ماهيان گوپي IHC آزمايش 

 مثبت در ماهيان گوپي IFATآزمايش 

  مثبت  آزمايش ميكروسكوپ الكتروني در ماهيان گوپي
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  ر ماهيان خاوياريد جمع بندي نتايج: 11جدول شماره 

  

 نتيجه آزمايش نام آزمايش

 منفي CPE كشت سلول

 منفي IFATآزمايش 

 منفي Nested PCRو  RT-PCRآزمايش 

 منفي سيب شناسي بافتي در مولدينآ

  مثبت   مواجهه سازي در بچه ماهيان قره برون

  مثبت  سيب شناسي بافتي در بچه ماهيان قره برونآ

 منفي ان قره بروندر بچه ماهي IHCآزمايش 

  منفي  Nested PCRو  Real time PCRآزمايش 

  

  

نودا ويروس عامل بيماري نكروز حضور بتا انجام شده مي توان نتيجه گرفت كه هاي با توجه به آزمايش

در نمونه به اثبات رسيد ولي  و ماهيان گوپي در آزمايش بيماريزائي در ماهيان كفال  (VNN)عصبي ويروسي

اثبات رسيد ولي جداسازي و تشخيص  عامل بيماري به حساسيت آنان به ماهيان خاوياريدر طالعه هاي مورد م

  .ي داردترقابل شناسائي نبود و اين بررسي نياز به تحقيقات بيشترو مستمردراين تحقيق  عامل بيماري

اهيان خاوياري در اين در حالي است كه در مطالعه موردي انجام شده توسط ذريه زهرا و همكاران انستيتو م

صورت   83كه بر مبناي گشت دريايي انجام شده توسط بخش ارزيابي ذخائر انستيتو در زمستان  1383اسفند 

عدد ماهي خاوياري  73ايستگاه دريائي در استان گيلان را تحت پوشش قرار داده بود تعداد  32گرفت و 

و  نمونه از مغز 35قرار گرفته ودر مجموع بصورت تصادفي صيد شد و سر ماهيان منجمد شده مورد بررسي 

چشم اين ماهيان بر اساس پروتكل مربوطه مورد فراوري قرار گرفت و سوپرناتانت حاصله به آزمايشگاه هاي 

انجام شده  Nested RT-PCR روش رفرانس ژاپن و دانشگاه ملي تايوان ارسال شدكه درآزمايشات مولكولي با

از نظر وجود ويروس احتمالي ) از نمونه هاي فوق% 20معادل ( ه هاي ارسالي،چهار مورد از بيست مورد نمون

  .نتايج حاصله به شرح صفحات بعد مي باشد.مثبت اعلام گرديدند
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VNN in Caspian Sea (2005)

Golden grey mullet (moribund)

: No. 1-5 (eye & brain filtered homogenates)
Sturgeon (healthy)

: No. 1-10 (eye & brain filtered homogenates)

Sample
no. RT-PCR N-PCR

1 
2
3 
4
5 
6 
7
8 

+

Mullet

RT-PCR N-PCR

Sturgeon

9 
10 

  
  

 (Prof.Nakai) ژاپن OIEنتايج دريافتي از آزمايشگاه رفرانس:  84تصوير شماره 

  )Nested-PCRاهيان خاوياري درآزمايش گزارش يك مورد مثبت در م(
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  انجام آزمايش آناليز سكانس بر روي نمونه مثبت به منظور شناسائي ساختار فيلوژنيكي :  85تصوير شماره 

  ويروس مورد نظر
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651     700

Sturgeon no.2 ACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCACCATGACACA

SGNNV RNA2 GTTCCATCTCTTGAGACACCTGAAGAGACCACCGCTCCCATCATGACACA

701  750

Sturgeon No.2              AGGTTCCCCGCACAACGATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCC

SGNNV RNA2 AGGTTCCCTGTACAACGATTCCCTTTCCACAAATGACTTCAAGTCCATCC

751  800

Sturgeon No.2 TCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGCCCCTGATGGAGCAGCCTTCCAG

SGNNV RNA2 TCCTAGGATCCACACCACTGGACATTGCCCCTGATGGAGCAGTCTTCCAG

801   850

Sturgeon No.2 CTGGACCGTCCGCTGTCCATTGACTACAGCCTTGGGACTGGA

SGNNV RNA2 CTGGACCGTCCGCTGTCCATTGACTACAGCCTTGGAACTGGAGATGTTGA

Caspian Sea Sturgeon 2005

The sequence from a sturgeon brain  (Sturgeon No.2) 

was similar to that of RGNNV (SGNNV RNA2)  

  
 

  كانس نمونه مثبت و مشخص شدن اختلاف در پنج باز نوكلئوتيدينتايج آزمايش آناليز س:  86تصوير شماره

  در ژنوم ويروس مورد نظر 

  

  
  

 (Prof. Chi Shau Chi) نتايج دريافتي از آزمايشگاه دانشگاه ملي تايوان :  87تصوير شماره

 )Nested-PCRگزارش سه مورد مثبت در ماهيان خاوياري در آزمايش (
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  بحث و نتيجه گيري  -4

يك بيماري مهم در صنعت پرورش ماهيان دريايي است كـه همـه سـاله    )  VNN( بيماري نكروز عصبي ويروسي 

اين بيماري گستره جغرافيايي زيادي داشته و در آب . موجب وارد آمدن خسارات هنگفتي به اين صنعت مي شود

گونه از ماهيان دريايي  40نون ابتلاي بيش از تاك .ه مي گرددمشاهدتا مناطق سردسير و هواي گرمسيري و معتدل 

پرورشي و وحشي به اين بيماري در سراسر دنيا بجز قاره آفريقا گزارش شده و پيش بيني مي گـردد در آينـده بـا    

،  OIE؛  Bovo  ،2007؛  1993و همكـاران،   Arimoto( پرورشي اين رقم نيز افـزايش يابـد   معرفي گونه هاي جديد

ماهيان مبتلا ممكن است علايم باليني متفاوتي را با توجه به گونه، سن و دماي  .) Nakai  ،1997و  Munday؛ 2006

علايم بـاليني نتيجـه   . بعلاوه علايم و ميزان تلفات در اشكال حاد و تحت حاد متفاوت مي باشد. محيط نشان دهند

ه چشم هستند كه به دليل تمايل ويروس به بافت و شبكي)  CNS(مستقيم ضايعات بيماري در سيستم عصبي مركزي

عصبي اتفاق مي افتد و عمدتا به صورت رفتار شناي غير طبيعي مانند شناي مارپيچي، دايره اي و عـدم تعـادل در   

. شنا ، تيرگي رنگ و اتساع محوطه شكمي تظاهر مي يابد كه بسـته بـه سـن و گونـه مـاهي اشـكال متفـاوتي دارد       

عامـل بيمـاري يـك ويـروس كوچـك بـدون       . دگشايي نيز باد كردگي كيسه شنا مي باشـد مهمترين علامت كالب

 Bovo؛  2002و همكـاران ،   Munday (نوداويريده و جنس نـوداويروس اسـت   دار متعلق به خانواده RNAانولوپ، 

،2007 (.  

سيون بافت عصـبي بـه   ئولاو،هرگونه تلفات ماهيان كه با رفتار شناي نامتعادل و واك OIE  ،2006بر اساس تعريف 

همراه وجود ذرات ويروسي از خانواده نوداويريده باشد بايد به عنوان يك بيماري منفـرد بـه نـام نكـروز عصـبي      

  .شناخته شود)  VER( يا آنسفالوپاتي و رتينوپاتي ويروسي)  VNN( ويروسي

گزارش شـده اسـت كـه     طي سالهاي گذشته روشهاي متعددي براي تشخيص بتا نوداويروس در نمونه هاي ماهي

، )IFAT(مسـتقيم  -يـر پـادتن هـاي درخشـان غ   ميتوان به تشخيص اوليه با استفاده از ميكروسكوپ نوري، آزمايش 

 SJNNV  ،   ELISA ،Western blot ،In situبـا اسـتفاده از سـرم خرگـوش ضـد ويـروس      (IHC) ايمونوهيستوشـيمي  

hybridization  ،لي حسـاس شت بتا نوداويروس در تيره هاي سـلو ك)SSN – 1  وE11 (   و ، ميكروسـكوپ الكترونـي

  ). 2002و همكاران   Munday(بر روي آن اشاره نمود IFAT آزمايشسپس انجام 

خود به تنهايي و يا همراه با كشت ويروس به عنوان يكي  Nested PCRبا يا بدون    RT - PCRاما اخيرا  آزمايشات 

  ).2001و همكاران  Iwamoto،  2000و همكاران  Dalla Valle(تاز ابزارهاي دقيق تشخيصي شناخته شده اس

ليكن اين تكنيك بدليل بعضي از مشكلاتي كه دارد ممكن است در مـواردي بـه مـوارد مثبـت يـا منفـي كـاذب         

 Dalla(جهت تشخيص اين بيماري پيشنهاد ميگـردد  Real – time PCRبه همين دليل امروزه استفاده از . منتهي شود

Valle  2005همكاران و.(  

كه موجب تلفات، علايـم بـاليني و تغييـرات بافـت شناسـي مغـز و        VNNدر اين تحقيق نوداويروس عامل بيماري 

 SSN-1گرم شـده بـود بـر روي تيـره سـلولي       250الي  50چشم در ماهيان كفال طلايي درياي خزر با وزن حدود 
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 Nested-RT- PCRمسـتقيم،   -درخشـان غيـر  ي پادتن هـا تكثير و جداسازي شده و تشخيص ويروس به روش هاي 

درخشـان غيـر مسـتقيم، ايمونوهيستوشـيمي و      پادتن هـاي رديابي ويروس در مقاطع بافتي با روش هاي . انجام شد

Nested-RT- PCR درصد مربوط به نمونه هايي كه در آزمايشات  3قطعات تثبيت شده در گلوتارآلدهيد . انجام شد

   . شاهده ذرات ويروسي مورد آزمايش با ميكروسكوپ الكتروني قرار گرفتندذكر شده مثبت بودند جهت م

درصـد ميـزان صـيد     50كفال ماهيان از مهمترين و اقتصادي ترين ماهيان استخواني درياي خزر هستند كه حدود 

ماهيـان   ماهيان استخواني درياي خزر را به خود اختصاص مي دهند اما متاسفانه در سالهاي اخير ميزان صيد كفال

مـديريت  (  1387تـن در سـال    2780بـه حـدود    1381تـن در سـال    6446درياي خزر به شدت كاهش يافته و از 

  .رسيده  است) تارزيابي ذخاير موسسه تحقيقات شيلا
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  1387تا  1380 يخزر در سالها يايدر يانكفال ماه يدص يزانم-14نمودار

  

دهه اخير با وقوع تلفات نامتعارف كفال ماهيان در طـول سـال و بـويژه مشـاهده تلفـات در      كاهش ميزان صيد در 

علايم باليني گزارش شده در ماهيان در حـال تلـف شـدن شـامل بـي حـالي، شـناي        . فصل صيد  همراه بوده است

 تسـاع او  حالـت خوابيـده بـر پشـت     ، ، اگزوفتالمي دوطرفـي، خـونريري در سـطح پوسـت    نامتعادل، تيرگي رنگ

، ) گـرم مثبـت  ( علائم مزبور در برخي بيماري هـاي باكتريـائي همچـون اسـترپتوكوكوزيس     .محوطه شكمي بود

Eubacterium terantellus )ايـن بيمـاري هـا موجـب مننژيـت و      . نيز مشـاهده مـي شـود     زيسو ويبريو ) گرم منفي

موجـب   ر كيسه شنا زنـدگي مـي كنـد   كه د .Spharospora spتك ياخته از سوي ديگر . مننگوآنسفاليت مي گردد

علايم باليني، كالبدگشايي و . در بررسي كالبدگشايي،كيسه شناي متورم مشاهده شد .بروز علائم مشابه مي گردد



 107107107107.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

شدت تلفات بر اساس تعاريف ذكر شده در بالا احتمال حضور و نقـش نـوداويروس را در تلفـات كفـال ماهيـان      

  . نشان مي داد

س، غده قرمز يا غده گازي در كيسه شنا نقش مهمي در توليد يا جذب گـاز در كيسـه شـنا    در ماهيان فيزوكليستو

در  .)1997و همكاران،  Alexander(داردكه در حفظ تعادل و تغيير وضعيت شنا در اعماق مختلف آب موثر است

و  Mundayو  1996، و همكـاران،   Fukudaاين بررسي بادكردگي كيسه شنا و اتساع محوطه شكمي همانگونه كـه  

را به اختلال در كار غـده گـازي   آن ،2009و همكاران،  Pirarat. مشاهده شد تشريح كرده بودند 2002همكاران، 

نتوانست ذرات ويروسي  Piraratمربوط دانستند اما ممكن است كه كيسه شنا ارگان هدف نوداويروس نباشد زيرا 

و ميكروسـكوپ الكترونـي در كيسـه شـنا       RT-PCR  ،In situ hybridizationرا به روش هـاي ايمونوهيستوشـيمي ،   

، معتقدند زماني كه ماهي توانايي شناي طبيعي را در اثر عفونت )1999(و همكاران  Wurtz. مشاهده يا رديابي كند

نوداويروسي مغز و چشم از دست مي دهد ممكن است اختلال در عملكرد غده گازي به دليل افـزايش متابوليـت   

نوداويروس مي . انند اسيد لاكتيك اضافي حاصل از آنيدريداز كربونيك در غده گازي ايجاد گرددهاي سمي م

در ماهيـان جـوان و لاروهــا   . توانـد در بافتهـاي مختلـف بـر اســاس  گونـه و سـن مـاهي رديـابي و مشــاهده شـود         

ولهاي خوني ديـده شـود   نوداويروس مي تواند در سلولهاي مختلف از جمله سلولهاي عصبي، اپيتليالي، قلبي و سل

  .)2001و همكاران،  Tanaka(       غز و چشم سلولهاي هدف اصلي هستندولي سلولهاي عصبي در م

و  SSN-1كه شناسايي ويروس را منوط به جداسازي آن بر روي تيره سلولي )  OIE  )2006توجه به دستورالعمل  با

دانـد  مـي  RT- PCRدرخشـان غيـر مسـتقيم و    پـادتن هـاي   تشخيص ويروس جدا شده به كمك دو روش همزمان 

لذا اين تحقيق  بـراي جداسـازي و   . تاكنون سابقه اي از جداسازي و تشخيص كامل بيماري در ايران وجود ندارد

  .انجام شد OIE، 2006تشخيص كامل نوداويروس عامل بيماري نكروز عصبي ويروسي بر اساس دستورالعمل 

ئولاسيون و نكروز در سلولهاي عصـبي  وال ماهيان داراي علايم باليني، واكدر مقاطع بافت شناسي مغز و چشم كف

 Munday( يم ذكر شده توسط ساير محققين بـود مغز، نخاع و لايه گرانولار شبكيه چشم مشاهده شد كه مشابه علا

  .)2003و همكاران،  Grove؛ Raynold ،1996و  Comps؛ 1995و همكاران،  Grotmol؛ 1992و همكاران، 

؛  1991و همكـاران،   Breuil( ققين بسياري در جداسازي نوداويروس بر روي تيره هاي سلولي موفق نبوده اند مح

Mori  ،؛ 1991و همكارانMunday  ،؛ 1992و همكارانNguyen  ،؛ 1994و همكارانGrotmol   ،1995و همكـاران  (

كـه از مـاهي    SSN-1ولي تيـره سـلولي    به طور كلي تيره هاي سلولي معدودي براي تكثير نوداويروس وجود دارد

Striped snakehead     مشتق شده اولين و موثر ترين تيره سلولي اسـت كـه توسـطOIE     و بسـياري از محققـين بـراي

  ). Frerichs، 1996؛ Bovo ،2007؛ OIE 2006(      جداسازي نوداويروس توصيه شده است

م باليني را در ئفتهاي مغز و چشم ماهيان كفال داراي علادر اين تحقيق براي جداسازي عامل ويروسي احتمالي، با

قـرار   C°25تلقيح نموده و در دماي   SSN-1بوته چيني هموژن كرده و پس از فيلتر كردن بر روي تك لايه سلولي 

روز بعد از تلقيح هموژن فيلتر شده بافتهاي مغز و چشـم كفـال بـه صـورت      CPE  ،6آثار آسيب سلولي . ه شدداد
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ئوله شدن سلولها در برخي نقاط ايجاد شده و به تدريج به تمـام لايـه سـلولي گسـترش پيـدا      وانه دار و واكگرد، د

تيتـر  . پاساژ بعدي افزايش پيدا كـرد سه  در CPEميزان . كرد و سلولها شروع به جدا شدن از كف فلاسك نمودند

ين علايم در بسياري از مقالات به عنوان آثار ا. به ازاي هر ميلي ليتر محاسبه شد TCID50 10 4 به ميزان ويروس نيز

؛ 1999و همكـاران،   Chi؛ 1999و همكـاران،   Iwamoto.( آسيب سـلولي ناشـي از نـوداويروس عنـوان شـده اسـت      

Bovo، 2007(  

و در مقـاطع   SSN-1در سـلولهاي   CPEدرخشان غيرمسـتقيم پـس از ايجـاد    پادتن هاي تشخيص ويروس به روش 

انجام شد و  Aquatic diagnosticsتفاده از مونوكلونال آنتي بادي ضد نوداويروس ساخت شركت بافتي پارافينه با اس

آلوده حاكي از حضور آنتي ژن هاي نـوداويروس در سيتوپلاسـم    SSN-1ظهور نقاط درخشان در داخل سلولهاي 

بـادي ضـد   م بـا آنتـي  ر غيرمسـتقي طـو سلولها و واكنش آنها با آنتي بادي ضد نوداويروس تهيه شده در موش و بـه 

درخشـان   پـادتن هـاي  طـور همزمـان آزمـايش    بـه  .ايمونوگلوبولين موشي فلورسئينه تهيه شـده در خرگـوش بـود   

غيرمستقيم به روش ذكر شده در بالا بر روي مقاطع بافت مغز و چشم پارافينه ماهيان كفال داراي علايم انجام شد 

ايـن  . يه گرانولار شبكيه چشم نشـانه حضـور نـوداويروس بـود    آلوده نقاط درخشان در لا SSN-1و مانند سلولهاي 

و  Nguyen؛ OIE ،2006(ارد باليني بيماري توصـيه شـده اسـت    روش به عنوان يك روش دقيق و حساس برا ي مو

  .)Tanaka ،1998؛ Bovo ،b 1999؛ 1996همكاران، 

براي تكثير  PCRهاي يشتر روشب. است Nested-RT- PCRروش ديگر توصيه شده براي رديابي نوداويروس روش 

 Thiery ; 1994و همكاران  Nishizawa( اندمي كند طراحي شدهكه پروتئين كپسيد را كد  RNA2قطعه كوچكي از 

  .)2001و همكاران  Skliris ;2000و همكاران  Grotmol ; 2000و همكاران  1999b ; Dallavalleو همكاران 

ر روي نمونـه هـاي بـافتي مغـز و چشـم كفـال ماهيـان، حضـور ژنـوم          انجـام شـده ب ـ   Nested RT-PCRدر آزمايش 

 2در ژل آگـارز   bp 289ماهي كفال طلايـي داراي علايـم بـاليني بـا ايجـاد بانـد        312نمونه از  21نوداويروس در

حضـور    SSN-1همچنين نتـايج ايـن آزمـايش بـر روي سـلولهاي آلـوده شـده        . درصد، مثبت تشخيص داده شدند

  . اييد نمودنوداويروس را ت

در آزمايش اول كـه بـر    )ساري(در پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر مولكولي در بررسي هاي انجام شده

به جز دو مورد از نمونه هاي مغز و با استفاده ازكيت مربوطه صورت گرفت    IQ2000اساس دستورالعمل شركت 

در تكرار آزمايش براي دو نمونه مشكوك نيز باند . بوداستفاده شده براي آزمايشات مولكولي بقيه نمونه ها منفي 

با توجه به آنچه كه ذكر شد عليرغم منفي بودن جواب آزمايشـات  . مورد نظر بدست نيامد و نمونه منفي تلقي شد

PCR  نمـود، لـذا نمـي     يـا رد  و اينكه در منابع عنوان شده كه تنها با يك روش نمي توان حضور ويروس را اثبـات

و ساير شـواهد پـاراكلينيكي    بيماري نكروز عصبي را با توجه به علايم باليني محرزي كه وجود داشته توان وجود

  . رد نمود در اين منطقه
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ايـن روش بـر   . در روش ايمونوهيستوشيمي، ذرات ويروسي و تغييرات بافتي ناشي از ويروس قابل مشـاهده اسـت  

يـا آنتـي ژن هـاي مشـابه اسـتوار اسـت و سـويه هـاي         پايه استفاده از يك آنتي سرم عليـه يـك آنتـي ژن خـاص     

و همكـاران،   Mori؛ 2001و همكـاران،   Skliris(ند مـي باش ـ  ف از نظر سـرولوژيكي قابـل تفريـق   نوداويروس مختل

يك آنتي سرم ممكن است عليه يك سويه خاص واكنش نشان دهد ولي عليه سويه هاي ديگر كه از نظر  .)2003

بـا   IHCاولين رديابي نوداويروس جداشده از آتلانتيك هاليبوت بوسيله . نشان ندهدسرولوژيكي متفاوتند واكنش 

و بارهـا نيـز در مطالعـات ديگـر     ) a 1997و همكاران،  (Grotmol .انجام شد SJNNVاستفاده از يك آنتي سرم ضد 

بعدها آنتي .  )2000و همكاران،   Denevig؛ 2000و همكاران،  Grotmol؛ 1999و همكاران،  Grotmol(ستفاده شد ا

و  2002و همكاران،  Johansen( ليبوت نيز ساخته شد و استفاده شد سرم ضد نوداويروس جداشده از آتلانتيك ها

بادي ساخت در اين تحقيق از مونوكلونال آنتي .)2005و همكاران،  Sommerset؛ 2003و همكاران،  Grove؛ 2003

ايـن مونوكلونـال   . براي آزمايش ايمونوهيستوشيمي استفاده شـد ) نگدانشگاه استرلي(  Aquatic diagnosticشركت 

و آتلانتيـك هـاليبوت و آتلانتيـك كـد     )  RGNNV( اروپايي  Sea bassهاي جداشده از  آنتي بادي با نوداويروس

 ) SJNNV(  Striped snakeheadولي با نـوداويروس جداشـده از   ) 1999و همكاران،  thiery( واكنش نشان مي دهد

ــد  وا ــي ده ــان نم ــنش نش ــاران،  Grotmol( ك ــاران،  Starkey؛ 2000و همك ــاوت  ). 2001و  2000و همك ــرا تف زي

  .)1997، و همكاران Nishizawa( يه هاي ديگر نوداويروس وجود دارد فيلوژنتيكي زيادي بين اين سويه و سو

قهـوه   -تمركز يا پراكنده قرمزدر آزمايش ايمونوهيستوشيمي انجام شده بر روي مقاطع مغز و چشم ماهيان نقاط م

 .اي درخشان در زير ميكروسكوپ نوري ديده شد كه حاكي از حضور آنتـي ژنهـاي نـوداويروس در بافـت بـود     

مجموع نتايج حضور نوداويروس را بافتهاي عصبي و چشم كفال ماهيان درياي خزر تاييدكرده و نشان مـي دهـد   

  .اط با ابتلا به بيماري نكروز عصبي ويروسي مي باشدكه علايم باليني و تلفات كفال ماهيان در ارتب

Galzebrook انتقال افقي بيماري را با مجاور قرار دادن لاروهاي سالم و آلوده )1990(و همكاران ،Lates calcarifer 

  .اثبات كرد 

خـل صـفاقي و   از طريق دا Epinephelus akaaraدر مطالعه ديگر ايجاد عفونت تجربي در نوزادان هامور خال قرمز 

روز پس از مواجهه سازي آثار آسيب بافتي شبيه عفونت طبيعي با ميزان مرگ و مير كمتـر ايجـاد    10-14حمام ، 

 Pseudocaranx  dentex  (Striped( همچنين بيماري در لاروهـاي سـالم مـاهي    )  1991و همكاران،  Mori.( گرديد

jack  مـار ايجـاد شـد   از طريق حمام يا مجاورسازي لاروهاي سـالم و بي ).Arimoto   ،؛  1993و همكـارانNguyen  و

  ) 1996همكاران، 

منتقل شد و علايم بـاليني   ،، بيماري با تزريق داخل صفاقي مواد آلوده Epinephelus malabaricusدر هامور مالابار 

حالـت عفونـت    در اين گونه در هـر دو . درصد عنوان شد 40 – 60مانند عفونت طبيعي بوده و ميزان مرگ و مير 

حالـت حـاد بيمـاري را     تجربي و طبيعي فاز حاد بيماري ايجاد نمي شود در حاليكه در شرايط پر استرس مي توان

درصـد را   28ميزان مرگ و ميـر )  1997و همكاران ،   Thiery؛  1996و همكاران،  Boonyaratpalin.( مشاهده كرد
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و همكاران،  Peducasse.( لاني هموژن مغز آلوده اعلام نموداروپايي پس از تزريق داخل عض Sea bassدر نوزادان 

 Sea bassنشان دادند كه عفونت تجربي از طريق خوراكي، حمام و مجاورت ماهي سالم و بيمار در گونـه  )  1999

  .اروپايي به صورت تحت حاد با آسيب هاي عصبي و مرگ و ميركم ايجاد مي گردد

گونـه از ماهيـان دريـايي بـه ايـن       30شده مشـخص گرديـده كـه بـيش از      بر اساس مطالعات انجاماز سوي ديگر 

خورند اين بـدين معنـا    ويروس حساس هستند و در اين ميان گروه زيادي از ماهيان دريايي پرورشي به چشم مي

است كه بروز بيماري نكروز عصبي عموما از ماهيان دريايي گزارش شده كه مرحله اي و يا تمام مراحل تكثير و 

و  OIE 2000 ،Hegde، 2002و همكـاران   Mundday(ورش آنها  در محيط هاي مصنوعي صورت گرفتـه اسـت   پر

اين بيماري در حالي از كفـال   بر اساس يافته هاي اين تحقيق، ليكن).  2006و همكاران  Buchan، 2005همكاران 

تكثير و پرورش آن در طبيعت ماهيان درياي خزر گزارش ميشود كه اين ماهي كاملا وحشي است و كليه مراحل 

 Liza  (و تاكنون در خصوص تكثير مصنوعي اين گونه هاي در معرض خطـر از كفـال ماهيـان    گيرد صورت مي

saliens  نيز گونهو (Liza auratu       نهـا بـوده اسـت، هيچگونـه     آ كه بيشـترين گـزارش طـي سـالهاي اخيـر از ابـتلاي

طـي   (Mugil cephalus)  مصـنوعي گونـه كفـال خاكسـتري    موفقيتي حاصل نشده است و تنها در خصـوص تكثيـر   

قانعي تهرانـي،   محمود  (بدست آمده است  اكولوژي درياي خزرسالهاي اخير دستاوردهاي مثبتي در پژوهشكده 

با توجه به اين مسئله ميتوان عنوان نمود كه با مشاهده اين علايم در ماهيان كفال طلايي و پـوزه باريـك   . ) 1381

دنيـا  بر اساس گزارشـات محققـين    از طرفي .ها را در زمره ميزبانان حساس به اين ويروس قلمداد نمودتوان آن مي

البتـه حساسـيت   . بيشترين ميزان تلفات ناشي از اين ويروس در مراحل لاروي و بچه ماهي نورس اتفـاق مـي افتـد   

ت كـه ماهيـان بـالغ در اثـر ايـن      به ايـن معنـي نيس ـ  ) مراحل لاروي و نورس(بالاي ماهيان در مراحل اوليه زندگي

بر اساس آخرين يافته هاي علمي علاوه بر ابتلاي ماهيان بالغ در دو گونه كفـال   بيماري متحمل تلفات نمي شوند

 Brown grouper E. malabaricus (Blochيـا  اي  قهوه ن هامورماهيان ديگري همچودر ايران طلايي و پوزه باريك 

& Schneider),  هفـت خـط يـا    ، ماهي هامورSeven-banded groupers E. septemfasciatus Thunberg    مـاهي هـامور ،

،   Cobia Rachycentron canadum (L.)ا ي ـمـاهي سـوكلا   ، Greasy grouper E. tauvina (Forsskal)يـا همـان   چـرب 

در شـكل بـالغ نيـز بـه      از جمله ماهيـاني مـي باشـند كـه    ،  Euorpean eel Anguilla anguilla (L.)مارماهي اروپائي يا 

اولين سمپوزيوم در  Prof.Chiسخنراني ارائه شده از خانم .( ويروس عامل بيماري نكروز عصبي حساس مي باشند

و  OIE 2000 ، Murogo، 1999و همكـاران    Bovo(  و) 2006بيماري نكروز عصبي ويروسي، هيروشـيماي ژاپـن،   

صـورت گرفتـه در ايـران از     قبلي در مطالعات ).2005ران و همكا Hegde، 2002و همكاران  Oh، 2001همكاران 

ي در مورد مرگ و مير بچـه ماهيـان كفـال وجـود نداشـته اسـت و بـروز        مستند تا كنون هيچ گزارش 1382سال 

  ). 1384 ،؛ سعيدي و همكاران 2005و همكاران،  زهرا ذريه (در ماهيان بالغ گزارش شده است فقط بيماري 

تابسـتان هيچگونـه    فصـل در ماهيان صـيد شـده در   ،)1384(ده توسط سعيدي و همكاران هاي انجام ش در بررسي

ليكن در ماهيان صـيد شـده   . گزارش شده باشد وجود نداشتويروسي ه در بيماري نكروز عصبي ك علايم باليني
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ط اين درحـالي اسـت كـه متوس ـ   . مشاهده شدبوضوح زمستان علايم باليني توصيف شده در اين بيماري  فصل در

سال بوده است و اين مسئله كاملا با يافته هاي قبلي ديگـر محققـين    3سن ماهيان صيد شده در اين مرحله بيش از 

  .مطابقت دارد

يكي ديگر از ابزار هاي تشخيصي در اين تحقيق انجام آزمايش هاي هماتولوژي و سـرمي بـود كـه بـا همـاهنگي      

ارزيـابي پارامترهـاي   بـدون شـك   . صورت گرفت) ساري(هاي قبلي در پژوهشكده اكولوژي آبزيان درياي خزر

ايـن  . سلولي، سرمي  و بيوشيميايي خون در حيوانات روشي معمـول و ابـزارمهم تشخيصـي در دامپزشـكي اسـت     

تكنيك ساده اطلاعات ضروري در مورد وضعيت فيزيولوژيكي حيوانـات را فـراهم نمـوده و بـه ايـن ترتيـب در       

   ).Zinkl 1999 و  Groff(دقت در پيش آگهي بيماري به كلينيسين كمك ميكنداتخاذ بهترين روش درماني و يا 

آناليز فاكتورهاي سلولي و بيوشيميايي خون مي تواند تغييرات پاتوفيزيولوژيكي حاد يا مزمنـي را كـه بـه تغذيـه،     

ليكن از آنجايي كه فاكتورهاي خوني ماهيـان  . كيفيت آب، سموم و بيماريها نسبت داده ميشود را مشخص نمايد

به شدت تحت تاثير عواملي همچون تغذيه، سن، جنس و شرايط محيطي است و نيز در اين موجودات بر خلاف 

مهره داران خونگرم مرجع معين جهت تجزيه و تحليل هاي هماتولوژيك وجود ندارد كاربرد تشخيصي اين ابزار 

  ).2001و همكاران   Hrubec( بيماريهاي ماهي برخوردار است ارزشمند  از گستردگي كمتري در

 1971با همه اين اوصاف سابقه بررسي تغييرات فاكتورهاي سلولي و بيوشيميايي خون در ماهيان بيمار به سالهاي  

، Rehulka( ميلادي اين امر از توسعه و توجه بيشتري برخوردار گرديد 80ليكن در آغاز دهه . باز ميگردد 1969 –

2002 .(  

هـاي محـيط زنـدگي مـثلاً      شناسي، پاسخ فيزيولوژيك ماهي نسـبت بـه اسـترس    در واقع تغييرات پارامترهاي خون

  .است (Austin,1987)و يا عفونت هاي ميكروبي  )Vosyliene 1996,( آلودگي محيط به فلزات سنگين

و  IPN(و ويروسـي   )Flavobacterium ،Vibrio ،Edwardsiella ،Aeromonas(درماهي اغلب عفونت هـاي باكتريـايي   

IHN  وVHS( هاي داخلـي،   سمي، اغلب بافت باشند و در اثر بروز عارضة سپتي سميك و خونريزي دهنده مي سپتي

تحـت تـأثير   ) كليه، كبد، طحـال، پـانكراس  (هاي مهمي را كه در فيزيولوژي ماهي نقش موثري دارند  بويژه بافت

ها نسبت به  شوند كه تغييرات خوني را كه محصول واكنش بافت و سبب مي  (Austin,1987). دهند آلودگي قرارمي

  .هاست را به دنبال داشته باشند عفونت

تحريـك و فعـال   ) سـلولي (هاي عفـوني بـا منشـأ باكتريـايي و ويروسـي، سيسـتم دفـاع غيراختصاصـي          در بيماري

تا بدن را با مكانيسم فاگوسيتوزيس و ) لكوسيتوز(ها افزايش مي يابند  دراين گونه موارد اغلب لكوسيت. گردد مي

هـا، بـه    هرچند در برخـي از ايـن عفونـت   . توليد مواد ضد باكتريايي و يا ويروسي در مقابل بيماري مراقبت نمايند

هـا   هاي ويروسـي، متعاقـب آن تعـداد لكوسـيت     دنبال يك لكوسيتوز اوليه در مراحل اوليه ابتلا بويژه در آلودگي

هايي كه عامل بيماريزا از نـوع انگـل    اين مسئله اينگونه قابل توجيه است كه در عفونت). لكوپني(د ياب كاهش مي

شـدن در داخـل سيتوپلاسـم     ها كـه پـس از فاگوسـيت    ها و برخي از باكتري ويروس(اجباري داخل سلولي هستند 
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كنند و يا نيمه عمر سـلولي را   م ميها را ك از اين طريق تعداد لكوسيت)  شوند ها زنده مانده و تكثير مي فاگوسيت

  .دهند كاهش مي

; 1992) & Haley (Weiser هـا بـرروي مـاهي آزاد     در يك مطالعه برروي بيماري ويروسي نكروزدهنده اريترويست

و ) Hct(و پارامترهاي وابسته به آن مثل هماتوكريـت  ) R.B.C(هاي قرمز  گزارش نمودند كه كه تعداد گلبول 1چام

  .يابند افزايش ميماهي ) W.B.C(هاي سفيد  كنند ولي تعداد گلبول كاهش پيدا مي) Hb(هموگلوبين 

 كاهش ميزان گلبولهاي قرمز، هماتوكريت و هموگلوبين در قزل آلاهاي رنگين كمان مبتلا به بيمـاري ويروسـي  

2نكروز عفوني بافت هاي خونساز
) IHN ( 3و بيماري باكتريايي كليه )BKD(  همچنـين در  . سـت مشاهده شـده ا نيز

لـيكن  . ماهيان آزاد اقيانوس اطلس مبتلا به عفونتهاي آئروموناسي و ويبريوزيس نيزچنين كاهشي ديده شده است

  ) . Rehulka 2002( مشاهده نشده است MCHCو MCV ،MCHدر تمام اينها تغييراتي از نظر انديسهاي 

عات خـونريزي دهنـده كـاهش گلبولهـاي قرمـز،      مطالعات نشان داده است در زمان بروز خونريزي يا ايجاد ضـاي 

ثبات اين انديسـها  . هماتوكريت و هموگلوبين مشاهده ميشود، ليكن تغييري در  انديسهاي خوني بوجود نمي آيد

 ). 1988و همكاران  Waagbø(نشان از عدم اختلال در روند اريتروپويزيس ميباشد

در يك عفونـت تجربـي    (IHN)پاتوفيزيولوژي بيماري  در گزارش  (Amend & Smith;1992) عليرغم اين موضوع،

گلـوبين و هماتوكريـت كـاهش    ودر ماهيان مبتلا ميزان گلبول هـاي قرمـز، هم  نشان دادندكه در ماهيان قزل آلا ، 

عليرغم آنكه اين بيماري بشـدت  (   طبيعي بود MCHCو MCV ،MCHيافت ولي ساير انديس هاي خوني همچون 

  ).شود يه اثر تخريبي داشته و موجب اختلال در روند اريتروپويزيس ميبر روي قسمت خونساز كل

در اين بررسي در ماهيان صـيد شـده در زمسـتان، در ماهيـان واجـد علايـم بـاليني كـاهش معنـي داري درميـزان           

و  MCHCاين در حالي بود كـه انديسـهاي خـوني ماننـد     . گلبولهاي قرمز، هماتوكريت و هموگلوبين مشاهده شد

MCV يز در اين ماهيان ثابت نمانده و نسبت به ماهيان سالم افت معني داري را نشان ميـداد ولـي در ميـزان    نMCH 

با توجه به نتايج فوق مشخص گرديد كه ماهيان بيمار مبتلا به آنمي از نـوع  . تفاوتي در بين دو گروه مشاهده نشد

  .ماكروسيتيك هيپوكروميك بودند

ت كـه كـم خـوني ماكروسـيتيك هيپوكروميـك عمـدتا در اثـر كمبـود اسـيد          هاي مختلف نشان داده اس بررسي

با منشـا  (پديده اي كه در اغلب بيماري هاي عفوني  .و بطور كلي سوء تغذيه ايجاد ميشود B12فوليك و ويتامين 

 عارضه اي طبيعي و ثانويه بوده و متعاقب پيشرفت بيماري و ضـعف سيسـتم ايمنـي ماهيـان    ) باكتريائي يا ويروسي

بطـور كلـي   (، نياسين، پيرودوكسين، اينوزيتـول، ريبـوفلاوين   Cبعلاوه كمبود ويتامين  .گريبانگير ماهيان مي شود

 و  Johan، 1993و همكـاران  Stoskopf(و آهن ميتواند ايجاد آنمي تغذيـه اي نمايـد  ) Bكمبود ويتامينهاي خانواده 

                                                 
١- Chum Salmon (Oncorhynchus keta)    

  Infectious Hematopoietic Necrosis (IHN) -٢  
٣- Bacterial Kidney Diseases (BKD)  
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Mahajan 1979 .(  با توجه به نوع غذاي مصرفي و و  بوده 1ديتريت خوارضمن آنكه كفال ماهيان از نظر تغذيه اي

و ) فلـزات سـنگين    هيدروكربورهاي نفتـي،   سموم نباتي،(بقاياي آلاينده ها  ، اينكه همراه اين دسته از مواد غذايي

پروتئين هاي سمي ممكن است مورد استفاده قرار گيرند لذا بيشتر در معـرض ايـن نـوع آلـودگي هـا و تضـعيف       

  .ي قرار دارندسيستم ايمن

اصولا بروز عفونتهاي باكتريايي موجب افزايش گرانولوسيتها و كاهش لنفوسيتها مي شـود كـه ميتوانـد ناشـي از     

لوكوپني همراه با لنفوپني و يـك   بروز لكوسيتوز در مرحله اول و سپس پديده  ليكن. سپتي سمي باكتريايي باشد

اين تابلوي خـوني در بـروز تلفـات سـال     ( .شود ايجاد ميي عفونت هاي ويروس يك نوتروفيلي نسبي در پاسخ به

كـاهش لكوسـيت   (ليكن لكوپني ) 2005در منطقه زيبا كنار گيلان نيز مشاهده شد، ذريه زهرا و همكاران،  1382

بطـور معمـول در مواقـع ضـعف و      )كاهش نوتروفيل هـا ( پنيوو نوتر) كاهش لنفوسيت ها( همراه با لنفوپني ) ها

در مطالعـات انجـام شـده بـر فعاليـت      . گرسنگي طولاني مدت ايجـاد ميشـود  يستم ايمني  و يا دركلاپس كامل س

سيستم ايمني مشاهده شده اسـت كـه بـا كـاهش لوكوسـيتها، بـدن جهـت حفـظ سـطح ايمنـي تـلاش در جهـت             

باشـد   سريع و غير قابل جبـران ليكن در مواردي كه اين كاهش . جايگزيني سلولهاي ايمني از دست رفته را دارد

بـا  .  فرصت براي طي تمامي مراحل تكاملي سلولي وجود نداشته و سلولها بصورت نارس بـه خـون وارد ميشـوند   

توجه به اينكه سلولهاي ميلوسيتي سير تكاملي خود را كامل نكرده اند لذا از عملكرد مناسب برخوردار نبـوده در  

يفاي درست نقش خـود در بهبـود عملكـرد سيسـتم     مواردي چون فاگوسيتوزيس ناتوان هستند در نتيجه قادر به ا

نوتروپني در ماهيان مي پديده بروز . هستندمبتلا ايمني نمي باشند و در چنين حالتي  ماهيان به نوعي ضعف ايمني 

رونـد مـزمن شـدن     شاخصـي از  در مراحـل انتهـائي و   تواند انعكاسي از هجوم نوتروفيل ها به يك كانون عفونت

  ).2008و همكاران  Clauss. ( باشد بيماري

وپني به چشم ميخورد و لكوپني و نوتروپني در لكدر بررسي نتايج بدست آمده در مورد گلبولهاي سفيد يك پن 

ايـن يافتـه در بررسـي كـه سـعيدي و همكـاران       . مقابل ميلوسيتوزيس در تابلوي خوني ماهيان بيمار مشـاهده شـد  

داشتند نيز مشاهده  1384تا تابستان  1383علايم باليني از زمستان طي نمونه برداري از كفال ماهيان واجد ) 1384(

  . شده گزارش گرديد

به نظر مي رسد افزايش تعداد ميلوسيتها در ماهيان بيمار نشانه تلاش بدن در جهت جايگزيني سـلولهاي از دسـت   

يلوسـيتها وارد خـون   رفته است، ليكن از آنجايي كه اين كاهش شديد بود، روند تكاملي سـلول كامـل نشـده و م   

  .و پديده ميلوسيتوزيس حادث گرديد شده بودند

 ,Hunn)گـزارش شـده اسـت    انماهي ـمختلـف  كاهش سطوح پروتئين هاي سرم خون در بسياري از بيماري هـاي  

گزارش كرده بود كه هيچ كاهش آشـكاري در ميـزان پـروتئين      IHNدر بيماري )  Dorson)   ،1972قبلا .   (1964

ماهيان مبتلا مشاهده نشده است ولي تغييرات اختصاصي در برخي از پروتئين هاي سرم خون قابل  هاي سرم خون
                                                 

١- Detritus  
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 Chinook پـروتئين سـرمي را در ماهيـان    beta-2افزايش ميـزان بخـش    )  1965و همكاران،   (Klontz .رديابي است

salmon  زنده مانده از بيماريIHN    ه بودكه ايـن موضـوع مـي توانـد     و پيشنهاد داد مطرحرا در بررسي هاي خود

در واقع فعاليت توليد پادتن در ماهيان زنده ناشـي از مهـاجرت آهسـته     .بيانگر اهميت ايمنولوژيكي موضوع باشد

نشان داده اسـت كـه كـاهش پـروتئين هـاي      ) 2005و همكاران، (Rehulka از سوي ديگر  .ماكروگلوبولين هاست

نحوه تغذيه ، عفونت هاي بـا منشـا باكتريـائي يـا ويروسـي و يـا سـموم         مي تواند پاسخ متابوليكي ماهي به  1خون

  .مختلف باشد

در بيماريهاي عفوني ماننـد ويبريـوزيس، اسـترپتوكوكوزيس، بيمـاري باكتريـايي كليـه، سـندرم نكـروز جلـدي          

ومين سـرم  اولسراتيو، ساپرولگنيازيس، فرونكلوزيس، آئرومونازيس و نيز سوء تغذيـه ميـزان پـروتئين تـام  و آلب ـ    

مدت گلوبولينهاي خون نيز كـاهش   2همچنين در گرسنگي طولاني. افزايش مي يابد ALT , ASTكاهش و ميزان 

  ).1370 ؛، مجابي2004و همكاران  Chen ؛Rehulka ،2002؛1988 ،و همكاران Waagbø(مي يابند

عامل بيماري و تاثير آن بر كبد و  يمكانيزم بيماريزائناشي از مي توان بروز چنين نتايجي در بيماريهاي عفوني را 

در موارد بروز گرسنگي طولاني مدت نيز كبـد  . دانستيا بروز پاسخهاي التهابي و افزايش نفوذ پروتئين به بافت 

  ).1975 ،و همكاران Johansson، 1993و همكاران Stoskopf (و عضلات مهمترين اندامهاي مورد آسيب هستند

متري ماهيان مشخص گرديد كه علي رغم اختلاف سني كم بين دو گروه كفالهاي در بررسي نتايج حاصل از بيو 

بيمار و سالم صيد شده در زمستان اختلاف معني داري در طول و وزن آنها وجود دارد و ماهيان بيمار بـه مراتـب   

يمـاران نسـبت بـه    ب  IgMهمچنين ميزان پروتئين تام سرم، آلبـومين و  . كوتاهتر و كم وزن تر از ماهيان سالم بودند

بين بيماران و ماهيان   C4و C3اگر چه تفاوت معني داري در دو فاكتور . ماهيان سالم افت معني داري را نشان داد

با توجه بـه يافتـه هـاي فـوق بـه نظـر ميرسـد        . نشان داد مبتلايانسالم نبود ولي اين دو فاكتور كاهش عددي را در

وتئين رنج ميبرند كه اين مسئله نه تنها در تـابلو بيوشـيميايي كـه در تـابلو     ماهيان بيمار از يك كاتابوليسم شديد پر

لازم به ذكر است كه در تمام منابع بيماري نكروز عصبي را يك بيماري ويروسي . خوني ماهيان نيز  نمايان است

ي  مشـاهده  گـردد لـيكن تفاوتهـا    مي و ماهيان جوان ماهيانبچه حاد دانسته كه به سرعت موجب بروز تلفات در 

را نشان ميدهـد و   شده در ميزان طول، وزن و تابلو خوني اين ماهيان يك روند مزمن ناشي از سوء تغذيه طولاني

 .بروز فرم مزمني از بيماري يا ايجاد نوعي مقاومت نسبي در كفال ماهيان بالغ درياي خـزر باشـد   مي تواند بيانگر 

بظاهر سالم  3اين ماهيان به حاملينبزرگ را تهديد نمايد تبديل  خطري كه مي تواند در آينده اين اكوسيستم آبي

ولي حاوي ويروس عامل بيماري است كه مي تواند در نقل و انتقال عامل بيمـاري و سـرايت آن بـه گونـه هـاي      

  .بزيان درياي خزربسيار مهم و موثر باشدآديگر 

                                                 
١- Proteinaemia     
2
- Long term starvation 
٣- Carrier  



 115115115115.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

اكتري شناسـي در پژوهشـكده اكولـوژي    يكي ديگر از آزمايش هاي تكميلي در اين پژوهش انجـام مطالعـات ب ـ  

جداسـازي بـاكتري ويبريـو آلجينوليتيكـوس از      اين بررسي،بر اساس نتايج حاصل از بود كه ) ساري(درياي خزر

ويبريـو  .بـود  1386 سـال زمسـتان   فصـل  عدد مـاهي بيمـار صـيد شـده در     56از مجموع  ماهي مبتلا عدد 23تعداد

همچنين بيماريزايي اين . جدا ميگرددن آ از آب دريا بوده و به راحتيآلجينوليتيكوس معمولا جز فلور ميكروبي 

مرگ و مير شديد ناشي از حضور اين باكتري پس از ايجـاد  . گزارش شده است 1در كفال مخطط عامل بيماريزا

استرس شديد مانند دستكاري غير اصولي يـا تغييـرات شـديد محيطـي گـزارش شـده اسـت و آن را يـك عامـل          

  ).Rodgers 1981و  Bruke(انويه  مي شناسندبيماريزاي ث

با توجه به نتايج حاصل از تابلو خوني ماهيان بيمار به نظر مي رسد اين افت شديد در فاكتورهاي خوني و سرمي  

بوده است و در واقع با توجـه  و وجود ضعف ايمني در اين ماهيان مهمترين عامل ابتلا ماهيان فوق به اين باكتري 

  .ن اين آلودگي به جمعيت مورد مطالعه مي توان آنرا يك عفونت ثانويه در مبتلايان دانستبه محدود بود

در بررسي نتايج سنجش ميزان فلزات سنگين در بافتهاي مختلف ماهيان كفال با توجه به نتايج فوق هر چند برخي 

گذشته مقادير بالاتري از ايـن   ال هاي، ليكن  در سگرديددر عضله تعيين  ppm5/1از عناصر مانند سرب تا ميزان  

ميزان روي، مس و كادميم نيز زير مقادير استاندارد در عضله نشان داده . فلز در كفالهاي سالم گزارش شده است

مقادير حداكثر در ساير بافتهاي كفال در گزارشهاي مختلف ديده شـده اسـت مـثلا ميـزان روي تـا بـيش از       . شد

ppm160 در كبد وppm76 بـراي نيكـل نيـز    . ديده شده است نيز در آبششppm 6   در كبـد وppm7/5   در آبشـش

بنابراين براي بافتهاي مختلف غير از  عضله مقادير متفاوتي .  براي كفال ماهيان درياي خزر گزارش گرديده است

از تجمع فلزات سنگين در كفال درياي خزر گزارش گرديده است ولي اين تجمع دليلـي بـر بـروز بيمـاري ايـن      

  ). 1389واردي (نمي تواند باشد هيان ما

سيسـتم عصـبي   با توجه به شرايط فيزيولوزيكي ماهي كفال و دتريت خواري آن، به نظر ميرسـد بـروز ضـايعه در   

يسه شناي اين ماهي كه مي تواند ناشـي از ابـتلا بـه بيمـاري نكـروز عصـبي       مركزي و مركز كنترل فعاليت هاي ك

حفظ تعادل ، كنترل اعمال شده و ماهي پس از بروز اختلال در كيسه شنا قادر به  ماهيانباشد مانع از شناي طبيعي 

براساس مطالعات انجام شده يكي از پيامدهاي مهـم بيمـاري نكـروز عصـبي     . نبوده استمناسب تغذيه حركتي و 

ذا بـه نظـر   ل ـ. ارائه نشده اسـت تاكنون در جهان تلفات شديد مي باشد و گزارشي مبني بر مزمن بودن اين بيماري 

ميرسد چنانچه ماهيان فوق به بيماري نكروز عصبي مبتلا باشند، يا ويـروس از حـدت بـالا برخـوردار نبـوده و يـا       

كه موجـب بـروز تلفـات    بوده اند برخورداردر مقابل اين بيماري درياي خزر از يك مقاومت نسبي  ماهيان كفال

  .است شدهايجاد  انماهيزاينگونه انشده و روند مزمن در گسترده در ماهيان بالغ 

لذا پيشنهاد ميگردد براي تشخيص نهايي علت اصلي چنين تغييراتي در تابلو خوني واينكه اين نتـايج امـري اوليـه    

و نيز ابـتلا بـه عفونـت     )ناشي از تبعات بيماري و اختلال در تغذيه(و  يا ثانويه ) ناشي از فعاليت ويروس احتمالي(
                                                 

1- Striped mullet 
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،  امكاناتي براي بررسي روند بيماري نكروز عصبي بصورت تجربي در بوده است وسناشي از ويبريو آلجينوليتيك

  .ماهيان كفال فراهم آيد تا ابهامات ايجاد شده در اين مورد كاملا برطرف گردد

بررسي شد نيز در ماهيان مولد خاوياري  VNNدر اين پژوهش، حضور يا عدم حضور نوداويروس عامل بيماري 

بصورت VNN و وقوع اولين مورد بيماري زارش حساسيت ماهيان خاوياري به نوداويروسزيرا  با توجه به گ

در ماهيان ومجاورت ماهيان خاوياري و كفال )  2004و همكاران،  Athanassopoulou(تجربي درماهيان خاوياري 

درياي  اوياريبررسي حضور بيماري در مولدين خ لذا مطرح بوده استدرياي خزر، احتمال انتقال افقي بيماري 

، شناسايي ويروس را منوط به جداسازي آن بر روي ) OIE  )2006دستورالعمل . رسيدمي  ضروري به نظر خزر

درخشان غير مستقيم و  پادتن هايو تشخيص ويروس جدا شده به كمك دو روش همزمان  SSN-1تيره سلولي 

RT- PCR علايم باليني بيماري در ماهيان خاوياري، رديابي  بروز تلفات ومشاهده داند بنابراين با توجه به عدم مي

و آسيب  Nested-RT- PCRدرخشان غير مستقيم،   پادتن هاينوداويروس و آثار آن در مقاطع بافتي با روش هاي 

در . تلقيح گرديد SSN-1شناسي بافتي انجام شد و سوپرناتانت مغز و چشم تعدادي از نمونه ها بر روي تيره سلولي 

 ئولاسيون و نكروز در سلولهاي عصبي مغز، نخاع و شبكيه چشموفت شناسي مغز و چشم ماهيان، واكمقاطع با

اين علايم از مهمترين علايم پاتوگنومونيك بيماري نكروز عصبي ويروسي . مشاهده نشد ماهيان خاوياري

و همكاران،  Grove ؛Raynold ،1996و  Comps؛ 1995و همكاران،  Grotmol؛ 1992و همكاران،  Munday( هستند

2003(  

؛  1991و همكاران،  Breuil( محققين بسياري در جداسازي نوداويروس بر روي تيره هاي سلولي موفق نبوده اند 

Mori  ،؛ 1991و همكارانMunday  ،؛ 1992و همكارانNguyen  ،؛ 1994و همكارانGrotmol  ،1995و همكاران  (

كه از ماهي  SSN-1تكثير نوداويروس وجود دارد ولي تيره سلولي  به طور كلي تيره هاي سلولي معدودي براي

Striped snakehead  مشتق شده اولين و موثر ترين تيره سلولي است كه توسطOIE  و بسياري از محققين براي

در اين تحقيق نيز، بافتهاي ). Frerichs ،1996؛ Bovo ،2007؛ OIE) 2006جداسازي نوداويروس توصيه شده است  

تلقيح   SSN-1ز و چشم ماهيان را در بوته چيني هموژن كرده و پس از فيلتر كردن بر روي تك لايه سلولي مغ

ذكر شده در منابع كه شامل گرد، دانه دار و  CPEقرار داده شد ولي آثار آسيب سلولي  C ° 25نموده و در دماي 

و همكاران،  Chi؛ 1999و همكاران،  Iwamoto. ( ئوله شدن سلولها در مغز و شبكيه چشم است مشاهده نشدوواك

  )Bovo ،2007؛ 1999

درخشان غيرمستقيم كه مهمترين روش سرولوژي توصيه شده در بسياري  پادتن هايتشخيص ويروس به روش 

انجام  Aquatic diagnosticsدستورالعملها است با استفاده از مونوكلونال آنتي بادي ضد نوداويروس ساخت شركت 

طلايي درخشان حاصل از كمپلكس آنتي ژن ويروسي با آنتي بادي و آنتي آنتي بادي فلورسئينه  شد ولي نقاط

، OIE(موارد باليني بيماري توصيه شده است  ياين روش به عنوان يك روش دقيق و حساس برا. مشاهده نشد

  ).Tanaka ،1998؛ Bovo ،b 1999؛ 1996و همكاران،  Nguyen؛ 2006
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هاي مولكولي با توجه به روش. است Nested-RT-PCRراي رديابي نوداويروس روش روش ديگر توصيه شده ب

توانند مواد ژنتيكي ويروس را حتي در عفونت هاي خفيف يا غلظت هاي كم حساسيت و ويژگي آنها مي

براي تكثير قطعه كوچكي از  PCRهاي بيشتر روش).  2001a & 2001bو همكاران  Iwamoto(ويروس رديابي كنند

RNA2 اند كه پروتئين كپسيد را كد مي كند طراحي شده)Nishizawa  1994و همكاران ; Thiery  و همكاران

1999b ; Dallavalle  2000و همكاران ; Grotmol  2000و همكاران; Skliris  2001و همكاران(.  

كلي بافت  RNAرم، انجام شده بر روي نمونه هاي بافتي مغز، چشم، تخمك و اسپ Nested-RT- PCRدر آزمايش 

انجام شد   IQ2000ژنوم بتانودا ويروس، طبق دستورالعمل كيت  T4به صورت پلت جدا سازي شد و تكثير قطعه 

ولي در هيچيك از نمونه ها باند مثبت مشاهده نشد كه اين مساله  حاكي از عدم وجود ژنوم ويروسي در نمونه 

ي بكار رفته بر روي نمونه هاي مشكوك ايران فاقد كارائي و يا اينكه كيت واردات هاي مورد مطالعه مي باشد

 خاوياري مجموع نتايج، عدم حضور نوداويروس را در بافتهاي عصبي و چشم ماهيان. تشخيصي لازم مي باشد

  .مورد مطالعه تاييد كرد

اره آسيا نيز عفونت هاي نوداويروسي در بسياري مقالات به عنوان بيماري  ماهيان آبهاي شورعنوان شده و درق 

 Glazebrook؛  1998وهمكاران،  Sea bass )Chew-Limموجب تلفات در گونه هاي مختلف پرورشي دريايي مانند 

و ) 1998(و همكاران  Zafran؛  و 1991و همكاران،  Renault؛  1992و همكاران،  Munday؛  1990و همكاران، 

و  Zafran؛  1995و همكاران،  Danayadol؛ 1997ن، و همكارا Chi؛ 1996و همكاران،  Boonyaratpalin(گروپر

ليكن  گزارش نشده استدر جهان گرديده ولي ابتلاي ماهيان خاوياري وحشي تاكنون ) 2000همكاران، 

گزارشات متعددي از انتقال تجربي اين بيماري به ماهيان آبهاي شيرين  و خاوياري وجود دارد كه نشان از 

در ايجاد خسارات عمده به صنايع پرورش ماهيان دريايي، سردابي، گرمابي و خاوياري توانايي بالقوه اين بيماري 

بروزبيماري در كفال )  2002و همكاران،   Munday؛ 2003و همكاران،   Hedge؛  2003و همكاران،  Chi(   .است

ماهيان آبهاي شور به  تواند نشانه تغيير گستره ميزباني ويروس ازكه ماهيان لب شورهستند ميدرياي خزر ماهيان

ماهيان آبهاي لب شور يا حتي شيرين باشد و ممكن است در آينده شاهد درگيري ماهيان خاوياري وحشي و 

به همين دليل بررسي حساسيت ساير گونه ها بويژه ماهيان خاوياري ضروري . حتي ماهيان آب شيرين باشيم

اهيان قره برون با نوداويروس جداشده از كفال ماهيان بنابراين در ادامه اين تحقيق، مواجه سازي بچه م. است

انجام شد كه بروز شناي نامتعادل، بي حالي، اتساع محوطه شكمي، مرگ و واكوئولاسيون واضح در مقاطع بافت 

مرحله تاييد تشخيص در آزمايشگاه رفرانس . شناسي نشان از ابتلاي ماهيان مورد آزمايش به نوداويروس است

نيز صورت گرفت كه نتايج تفاده از آنتي بادي مونوكلونال ضد نوداويروس به روش ايمونوهيستوشيمي ايتاليا با اس

  .آن نيز منفي گزارش گرديد

هرچند در اين مطالعه موارد ابتلاي طبيعي بيماري نكروز عصبي ويروسي در مولدين وحشي ديده نشد اما ايجاد 

ن مجاورت اين ماهيان با كفال ماهيان در درياي خزر احتمال تجربي بيماري در آزمايشگاه با در نظر گرفتشكل 
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چه بسا موارد طبيعي بيماري در درياي خزر پيش از مشاهده . انتقال بيماري را به ماهيان خاوياري ممكن مي كند

از طرفي در . مصرف شده يا به طريق ديگري حذف مي شوند در دريا شدن توسط صيادان، توسط صيادان طبيعي

از مقالات بيشترين ميزان شيوع و تلفات بيماري نكروز عصبي ويروسي در مراحل لاروي و بچه ماهيان بسياري 

قابل مشاهده نبوده و بسادگي گونه هاي دريايي است كه در صورت بروز آن در لارو ماهيان خاوياري وحشي 

ري كه بر اساس اطلاعات موجود ذخائ .تاثير آن را در ذخاير درياي خزر مشاهده كرددر بلند مدت تنها مي توان 

لذا براي درك بهتر پراكنش طبيعي بيماري و اتخاذ استراتژي  .روند كاهشي در درياي خزر در پيش گرفته است

مناسب كنترل بيماري در آينده بهتر است كه بررسي هاي مستمر اپيدميولوژيكي در ماهيان خاوياري صورت 

  .گردد نسبت به پرورش مولدين خاوياري غير آلوده اقدامگرفته و براي اطمينان از حفظ ذخاير پاك 

از نظر  درياي خزر. در درياي خزر فرضيه هاي متعددي وجود دارد VNNعلل بروز بيماري چرايي در خصوص 

با درياي بالتيك، درياي سفيد و درياي سياه از طرق شبكه  گسترده اي از راه هاي آبي داخلي آنها مرتبط  آبي

و  سياه  كشتي هائي كه ميان درياي حاصل از 1آبهاي توازني. رود ولگا مي باشد هامترين آنمي باشد كه مه

  .دنند منشا انتقال عوامل بيماريزا به درياي خزر باشندر تردد مي باشند مي توااز طريق اين آبراهها درياي خزر 

از طريق آبهاي توازني  و ل مكانيكياز طريق زئوپلانكتونها به عنوان ناق VNNانتقال افقي ويروس عامل بيماري 

آنها در . مورد آزمون قرار گرفت 1998و همكاران در سال  Sklirisاين فرضيه توسط . مي تواند صورت پذيرد

 Rotiferو Brain shrimp (Artemia salina)بررسي هاي خود مشخص نمودند كه زئوپلانكتونهائي همچون 

(Brachionus plicatilis)  2اين فرضيه در خصوص ويروس .عنوان ناقل نوداويروس عمل كنند توانند به مي
KHV  نيز

مي تواند  در   KHVنمودند كه ويروس  اعلاماين محققين   ).2010و همكاران،  (Minamoto به اثبات رسيده است

ين نتايج آنها از ا. و اين ويروس به اثبات رسيد هاروتيفر باقي بماند و ارتباط مثبت معني داري ميان تعداد روتيفر

در  .پيشنهاد دادند كه پلانكتونها مي توانند بر روي اكولوژي ويروسي در محيط هاي طبيعي اثر گذار باشند

صورت گرفت آنها انتقال نوداويروس ها را از طريق آب ) 2007و همكاران،  Nerland( تحقيق مشابهي كه توسط

شانه دار يا همان   Comb jellyآبزي موضوع  سالهاي اخير، در مشابه همين معضل .هاي دريائي به اثبات رساندند

كه در سالهاي اخير از طريق آبهاي توازني كشتي ها از ساير محيط هاي دريائي بود )   (Mnemiopsis leidyiمزاحم

جمعيت اين گونه مهاجم در اين دريا افزايش  در اين سالها). 2006و همكاران،  Galina(به درياي خزر وارد شد

و هنوز بعد از سالها هنوز راه حل  ت و بر روي جوامع زئوپلانكتون ها اثرات مخربي بر جاي گذاشته استياف

درواقع يكي از مشكلات بزرگ كنوني درياي خزر .مناسبي براي رفع اين معضل زيست محيطي يافت نشده است

سيستم محيط شده و تأثيرات مي باشد كه سبب اختلال در اكو  Mnemiopsis leidyiمربوط به وجود شانه دار 

  :مستقيم و غيرمستقيم آن بر اكوسيستم محيط به شرح ذيل مي باشد

                                                 
 Ship’s Ballast water  -١  

 Koi Herpes Virus -٢  
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 كاهش بيوماس و تراكم زئوپلانكتون ها •

 افزايش بيوماس و تراكم فيتوپلانكتون ها •

 تغيير در تراكم و بيوماس جمعيت هاي مختلف پلانكتوني •

 حذف غالبيت برخي از گونه هاي زئوپلانكتوني •

  TOMيزان مواد آلي بستر افزايش م •

 افزايش ميزان مواد بيوژن •

 تروفي شدنآسير تكاملي دريا بسوي  •

 رودخانه ها احتمال وقوع بلوم جلبكي در مناطق مصبي •

 برهم زدن شبكه يا زنجيره غذائي اكوسيستم •

 تغذيه از لارو و تخم ماهيان دريائي •

 تغذيه مستمر از زئوپلانكتون ها •

 لانكتون خواررقيب غذائي با ماهيان زئوپ •

 پراكندگي وسيع در حوزه جنوبي دريا  •

 زمستان گذراني در حوزه جنوبي بدليل وجود دماي مناسب •

 اختلال در صيد و گرفتگي تورهاي صيادي •

  كاهش ميزان صيد كيلكاماهيان •

  

از گونه ازماهيان دريائي در درياي خزر زندگي مي كنند ولي چرا وقوع نلفات ناشي  120از سوي ديگر بيش از 

VNN  فقط در كفال ماهيان گزارش شده است؟ خصوصيات فيزيولوژيك كفال ماهيان مي تواند حساسيت اين

خصوصيات احتمالي كه اين گونه را به ابتلاي به اين بيماري . تشريح نمايد  VNNگونه را به ابتلاي اين ماهي به 

ن بيماري جهان گستر از ميان هزاران گونه حساس به اي 40مشابه همين وضع در ميان قريب  .مستعد مي سازد

گونه از ماهيان دريائي وجود دارد كه نمايانگر آن است كه نوداويروس نيازهاي اختصاصي جهت تكثير و 

بيماريزائي خود در گونه هاي حساس دارد از جمله گيرنده هاي اختصاصي درسطح سلول هاي هدف كه در 

منتشر گرديد مشخص شده  2004و همكاران در سال  Ucko در تحقيقي كه توسط.گونه هاي حساس وجود دارد

كه به خانواده كفال ماهيان تعلق دارد در درياي سرخ به اين )  Mugil cephalus(ماهي كفال خاكستري  است كه

وقوع )  1998 -2002( نكته جالب توجه در آن است كه در سالهاي مورد مطالعه. بيماري مبتلا گرديده است 

توسط محققين ياد شده، بصورت همزمان  و سواحل مديترانه درياي سرخگونه مهم اقتصادي در  پنجدر بيماري 

در سواحل زيبا  2003سال( آغاز شده بودتوسط تيم محققين ايراني نيزوقوع بيماري در كفال ماهيان درياي خزر 

نكته  ) .2005و همكاران،  ذريه زهرا( دو سال بعد منتشر گرديدنيز بيماري وقوع و گزارش تاييد ) كنار انزلي
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جالب توجه در آن است كه ويروس عامل بيماري در هر دو مورد از نظر فيلوژنيكي مشابه هم بوده و هر دو به 

   .تعلق داشته است RGNNVژنوتايپ 

همانگونه كه قبلا نيز ذكر شده بود  دو گونه كفال طلايي و كفال پوزه باريك در اصل جز ماهيان بومي درياي 

توسط روس ها از درياي سياه به درياي ) شمسي 1309 – 1313( 1934تا  1930نبوده اند بلكه طي سالهاي خزر 

طي اين سالها بچه ماهيان سه گونه كفال طلايي، پوزه باريك و كفال مخطط يا خاكستري . خزر پيوند زده شدند

باريك  بخاطر گرمتر بودن آب درياي  از درياي سياه به درياي خزر آورده شدندكه پيوند دو گونه طلايي و پوزه

خزر نسبت به درياي سياه، منابع غذايي مناسب و نيز وجود مناطق كم عمق تر كه مورد پسند اين ماهيان براي 

و در مدت كوتاهي بخوبي با شرايط اكولوژيكي درياي خزر سازگار شدند و از   زندگي است موفقيت آميز بود

در آبهاي جنوب نيز نكته حائز اهميت آن است كه گونه كفال خاكستري . دندپراكنش خوبي نيز برخوردار گردي

و از منابع مهم شيلاتي در مناطق جنوبي كشور محسوب مي شود و گزارش ابتلاي آن به اين ايران وجود داشته 

العات بنابراين مط. بيماري در درياي سرخ، بايستي از سوي مسئولين شيلاتي كشور مورد توجه ويژه قرار گيرد

اپيدميولوژيكي در خصوص ميزان وقوع و گسترش عامل بيماري، چرخه زندگي ويروس و منشا انتقال بيماري در 

  .منطقه بسيار ضروري است

از سوي ديگر در سواحل مختلف درياي خزر، چه در سواحل جنوبي و چه سواحل شمالي مزارع پرورش ماهي 

از  در توليد آن ودر ماهي در تغذيه ماهيان خود استفاده مي كنند كهاغلب اين مزارع از پ. گوناگوني فعاليت دارند

 VNNاحتمالا آلوده به  اين پودر ماهيان مي تواند از ماهيان. تراشه ماهيان مخلوط با روغن ماهي استفاده مي شود

زتراشه ماهيان ا  VNN                                  جداسازي بتانوداويروس عامل بيماري  .آلوده ساخته شود مناطقدر 

  .فرضيه انتقال بيماري از طريق تراشه ماهيان را تقويت مي نمايد ،2010و همكاران در سال   Gomezتوسط 

به علاوه تخليه آب از مزارع آلوده كه بصورت مستمر به طرف درياي خزر جريان دارد مي تواند يكـي ديگـر از   

از    RT- PCR تشخيصي نمونه برداري و انجام آزمايشات. باشد راههاي احتمالي گسترش ويروس در درياي خزر

موادغذائي و پودر ماهي هاي وارداتي و آب هاي تخليه شده در درياي خزر به منظور تاييد اين فرضيه و به عنوان 

  .يك هدف تحقيقاتي جديد پيشنهاد مي گردد

انزلي در استان گيلان ، با تخليه مستمرپساب از سوي ديگر در سالهاي اخير به دليل افزايش آلودگي هاي مرداب 

هاي مختلف و سرازيرشدن آن به درياي خزر روبرو بوده ايم كه بالنتيجه با تغييرات رسوبات و فـون بنتونيـك در   

كف درياي خزر در سواحل جنوبي همراه بوده است و از آنجا كه كفـال ماهيـان ديتريـت خـوار مـي باشـند و از       

در كفال ماهيان است تغذيه نمايند كه با ذرات ويروسي آلوده شده اند و بالطبع بيماري  رسوبات آلوده اي ممكن

و اين فرضيه اي است كه در علل چرائي آلودگي كفال ماهيان طي سـال هـاي اخيـر مطـرح مـي       حادث مي شود

   .گردد
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بـه   1377ن در سـال  ت ـ 4558متغيـري داشـته و از    رونـد  1385لغايـت   1377ميزان صيد كفـال ماهيان طي سالهاي 

به بعـد   1381رسيد ولي نگاهي به آمار صيد كفال ماهيان نشان مي دهد كه از سال  1381تن در سال  6873مقدار 

به بعد همچنان رونـد نزولـي   1385روند صيد در درياي خزر اندكي با افزايش روبرو بوده و از سال   1385تا سال 

در سـالهاي اخيـر تركيـب گونـه اي كفـال      .  ي اخير رسـيده اسـت  داشته است و به كمترين ميزان خود طي سالها

درصـد در سـال    7/67نيزتغييرات قابل ملاحظـه اي داشـته و سـهم كفـال طلايـي از       1376ـ86ماهيان طي سالهاي 

رسيد و سهم كفال پوزه باريك در تركيب گونه اي صيد كفال ماهيـان   1386درصد در سال  99به بيش از  1376

كه مي تواند بدليل هجوم شانه دار مهاجم به دريـاي خـزر و   . ته و به زير يك درصد رسيده استروند نزولي داش

آمار بخش مديريت ذخاير موسسه تحقيقـات  (.تغذيه از تخم و لارو اين ماهي و يا ايجاد رقابت غذائي با آن باشد

  )شيلات ايران

مه راهبردي محصولي ماهيان استخواني و آمار و اطلاعات موجود در برنابا مروري بر مطالعات انجام شده و

مي توان گفت كه تركيب گونه اي ماهيان استخواني در چند دهه اخير شديداً تغيير يافته است و هم  كيلكا،

با توجه به . اكنون فقط سه گونه ماهي سفيد، كفال طلائي و ماهي كپور غالبيت تركيب صيد را دارا مي باشند

ماهيان سفيد، وضعيت صيد و ذخاير اين گونه بهبود نسبي يافته است و از ذخاير  تكثير مصنوعي و رهاسازي بچه

. بطور قابل ملاحظه اي كاسته شده است... ساير گونه هاي مهم و اقتصادي نظير ماهي ماش، سيم، سس ماهي و 

، كفال ماهيان و  سه گونه اصلي ماهي سفيد.متأسفانه اقدام جدي براي احياء ذخاير ساير گونه ها انجام نشده است

  . ماهي كپور دريائي همواره سه گونه اصلي صيد ماهيان استخواني درياي خزر را  بر عهده داشته اند

، جهت ارزيابي صيد ماهيان استخواني در 1380تا پايان مرداد سال  1379در يك مطالعه موردي كه از شهريور 

هاي  ستخواني از روش دام گستر استفاده شد و چشمهخليج گرگان انجام شد، در اين تحقيق براي صيد ماهيان ا

در تركيب صيد دامهاي تحقيقاتي هفت گونه از . ميليمتر مورد استفاده قرار گرفت 54و  50، 40، 30، 28، 22

در . ماهيان استخواني شامل ماهي سفيد، كفال، كلمه، كپور، شگ ماهي، شاه كولي و گاو ماهي مشاهده شد

هاي مذكور اردك ماهي و ماهي سوف  ان غيرمجاز فعال در اين منطقه علاوه بر گونهبررسي تركيب صيد صياد

  .نيز مشاهده شد

كيلوگرم از هفت گونه  1561رشته دام در خليج گرگان مستقر شد كه حاصل آن صيد  1296طي اين مدت 

 2/1ماهيان استخواني براي كل ) يك رشته دام در روز(ميزان صيد در واحد تلاش . ماهيان استخواني مذكور بود

كيلوگرم مربوط به كفال ماهيان بوده و ماهي كپور و ماهي  557بيشترين ميزان صيد با . كيلوگرم محاسبه گرديد

درصد از  7/35كفال ماهيان كه . كيلوگرم بيشترين ميزان صيد را داشتند 8/269و  4/440سفيد به ترتيب با 

درصد  7/57و  3/42زه باريك و كفال طلايي بودند كه به ترتيب تركيب صيد را داشتند شامل دو گونه كفال پو

  .از تركيب صيد كفال ماهيان را بخود اختصاص دادند
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بيشترين ميزان صيد ماهيان استخواني درياي خزر مربوط به ماهي سفيد  بر اساس آمار موجود ولي در حال حاضر

ذخائر اين گونه و افزايش ميزان رهاكرد بچه ماهيان نامه هاي بازسازي برمي باشد كه مي تواند ناشي از افزايش 

در درياي خزر  باشد ولي از سوي ديگر ميزان صيد كفال ماهيان طي سالهاي اخيرسفيد توليدي در مراكز تكثير

بازسازي ذخاير كفال ماهيان كاملاً  با عنايت به اينكهكاهش نهاده است كه رو به ) بويژه گونه كفال پوزه باريك(

باشد و هيچ گونه اقدامي براي تكثير مصنوعي و رهاسازي بچه  ميدر محيط درياي خزر به تكثير طبيعي وابسته 

ها انجام نمي شود لذا ضرورت توجه جدي به ميزان ذخائر كفال ماهيان به عنوان ذخائر  براي اين گونه ماهيان

  .اجتناب ناپذير است كشور ارزشمند و منحصر به فرد درياي خزر بيش از پيش از سوي مسئولين شيلاتي
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  پيشنهادها

 

 از انتقال تجربي اين بيماري به ماهيان آبهاي شيرين  و خاوياري وجود دارد كهكه متعددي  هايگزارش با توجه به

از توانايي بالقوه اين بيماري در ايجاد خسارات عمده به صنايع پـرورش ماهيـان دريـايي، سـردابي،     همگي حاكي 

به همين دليل بررسي حساسيت ساير گونه ها بـويژه گونـه هـاي پرورشـي رايـج در      . ي باشدمگرمابي و خاوياري 

،  Salmo trutta caspius)(آزاد درياي خزرشانك و هامور ماهيان ، ماهي ماهي . ضروري به نظر مي رسدنيز كشور 

اند و شور اضافه شدهگونه هاي پرورشي ك از گونه هاي جديد پرورشي آبهاي شور هستند كه در سالهاي اخير به

بسيار حساس بـوده و بـه عنـوان اولـين دسـته از ماهيـان پرورشـي كشـور در          نيزويروسي  به بيماري نكروز عصبي

از طرفي با توجه به انتقال تجربي بيماري به برخي از ماهيان آب شيرين ممكـن اسـت كـه    . معرض خطر مي باشند

فتـه و آنهـا را بـا خطـر روبـرو سـازد       بي و سردابي كشور انتقـال يا اين بيماري بتواند به صنايع پرورش ماهيان گرما

در كشـورهاي اروپـائي همچـون    ضمن آنكه اطلاعات موثقي از بروز اين بيماري مهلك در ميان ماهيان سردآبي 

  .نروژ وجود دارد

موانع موثر  كمبود اطلاعات اپيدميولوژيك و دانش محدود در مورد مكانيزم هاي بيماريزايي اين بيماري يكي از

به همين دليل بايد رويكرد چند جانبه اتخاذ گردد كه شامل اقدامات سختگيرانه بهداشتي . در كنترل بيماري است

لذا بـراي درك بهتـر    .و اقدامات پيشگيري، كنترل و آزمايش مستقيم همه ماهيان مولد و حذف حاملين مي باشد

ل بيماري در آينده بهتر است كه بررسي هاي اپيـدميولوژيكي  هاي بيماري و اتخاذ استراتژي مناسب كنتر مكانيزم

و ژنوتيپيكي نوداويروس در ايران در تمامي گونه هاي با ارزش شيلاتي پرورشي و وحشي آبهاي شـور و شـيرين   

به منظور كنترل، پيشگيري و اقدامات  بنيادي در جهت مبارزه بـا گسـترش و انتشـار بيمـاري در سـاير       .انجام شود

  :ذيل پيشنهاد مي گردد اساسي آبزي كشور برنامه ها و اقداماتجوامع 

خالص سازي ويروس عامل بيماري و انجام آزمايشات آناليز سكانس به منظور  به منظور فعلي ادامه مطالعات .1

 .تعيين ساختار فيلوژنيكي ويروس موجود در درياي خزر

 -RTبيماري بـه روش هـاي مولكـولي     آغاز مطالعات و برنامه ريزي لازم جهت ساخت كيت تشخيص سريع .2

PCR   وNested PCR  وReal time PCR 

بر روي پلانكتون ها و روتيفـر هـا و بچـه ماهيـان حسـاس       Nested PCRو   RT- PCRانجام آزمايشات تكميلي  .3

با استفاده  ويروس موجود در درياي خزر  (Life Cycle)شناسائي چرخه زندگي تعيين و درياي خزر به منظور 

 .گشت هاي دريائي ساليانه از

بـا همكـاري    ايـران سواحل شمالي و ژنوتيپيكي نوداويروس در  انجام مطالعات و بررسي هاي اپيدميولوژيكي .4

 .محققين كشورهاي منطقه
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تدوين يك طرح جامع به منظور ادامه مطالعات و بررسي هاي تشخيصي در خصوص ماهيان دريائي جنـوب   .5

 .در سواحل بندرعباس Liza klunzingeri)(گاريزبا توجه به تلفات اخير ماهيان 

كنترل و آزمايش مستقيم همه ماهيان مولد و حذف حاملين مبتلا از جمعيت هاي آبزيان دريـائي و پرورشـي    .6

 .بويژه در مراكز تكثير ماهيان دريائي

م ايمنـي  انجام مطالعات لازم به منظور ساخت واكسن مناسب عليه عامل اين بيماري در جهت ارتقـاي سيسـت   .7

 ماهيان مولد و بچه ماهيان رهاسازي شده از مراكز باز سازي ذخائر ماهيان دريائي كشور

 

به اهميت خسارات اقتصادي ناشي از بروز ايـن بيمـاري نوظهـور در    دلسوز مسئولين همه اميد آنكه با توجه بيشتر 

بهـره   ابتـوان ب ـ  ،ي و كـاربردي عرصه هاي شيلاتي كشور و تخصيص اعتبارات مناسب جهت ادامه مطالعات بنيـاد 

 از اين بيمـاري  يجنبه هاي بيشترگيري از همه پتانسيل و توان علمي كشور و نيز اساتيد و مشاورين بين المللي  با 

و با توجه به عدم كارائي كيت هاي تجاري وارداتي با سـاخت كيـت تشـخيص سـريع ايـن       آشنا شد جهان گستر

و راه هاي بقا و انتقال اين ويروس در طبيعت آبهـاي   احتمالي روس و ناقلينبيماري بتوان به چرخه زندگي اين وي

و ژنوتيپيكي نوداويروس موجود در ايران و دريائي و داخلي كشور پي برد و با شناسائي جنبه هاي اپيدميولوژيك 

اي شـيلاتي  با اتخاذ استراتژي مناسب بتوان برنامه هاي اساسي در جهت كنترل و پيشـگيري بيمـاري در عرصـه ه ـ   

كشور تدوين نمود  و  اقدامات  بنيادي در جهت مبارزه با گسترش و انتشار بيماري در ميان  تمامي گونه هـاي بـا   

  .ارزش شيلاتي پرورشي و وحشي آبهاي شور و شيرين كشور ارائه داد
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  تشكر و قدرداني 

كه وظيفه خود مي دانم از تمـامي ايـن    در انجام اين تحقيق عزيزان بسياري سهيم بوده و مشاركت فعال داشته اند
عزيزان كه با تلاش شبانه روزي خود موجبات ثمردهي اين بررسي علمي را فراهم نمودند صميمانه سپاسـگزاري  

  .نمايم و توفيق روزافزون آنان را از خداوند متعال خواستارم
قـاي دكتـر محـدث قاسـمي  و     از زحمات و تلاش هاي شبانه روزي مجريـان محتـرم اسـتاني ، بـرادر بزرگـوار آ     

خواهران ارجمند سركار خانم دكتر مريم قياسي و سركار خانم دكتر سميه حقيقي كارسـيداني كـه بـا حوصـله و     
دلسوزي، پشتكار و دقت علمي زحمات بسياري در جهت انجام نمونه برداري، عمليات آزمايشـگاهي و پيگيـري   

خالصانه تقـدير و تشـكر   همكاران تيم تحقيقاتي اين طرح ملي، و نيز كليه عهده دار شدند ملي امور اجرائي طرح 
  .مي گردد

از همكاران عزيز بخش بهداشت و بيماري هاي آبزيان، مديريت هاي امور مالي و طرح و برنامه موسسه تحقيقات 
ژي ه مركز تحقيقاتي شمال ايران شامل پژوهشكده اكولـو و عزيزان همكار و روساي قبلي و فعلي سشيلات ايران 

و انستيتو تحقيقات بين المللـي ماهيـان   ) انزلي(، پژوهشكده آبزي پروري آبهاي داخلي)ساري(آبزيان درياي خزر
  .تقدير و تشكر مي گرددصميمانه  ) رشت(خاوياري دكتر دادمان 

و هادي باقري و برادر صيدانلمهندس و آقاي مهدي سلطاني، دكتر عباس برين گرامي جناب آقاي دكتر اتيد از اس
كارشناسان دپارتمان بهداشت و بيماري هاي آبزيان و ساير عزيـزان و كاركنـان پـر تـلاش دانشـكده دامپزشـكي       

  .دانشگاه تهران صميمانه سپاسگزاري مي گردد
و مركـز رفـرانس    Istituto Zooprofilattico ازProf.G.Bovo    ايـن بررسـي ،  بـين المللـي    اساتيد مشـاور و همچنين از 

در كشور ژاپن و  VNNمركز رفرانس بيماري از دانشگاه هيروشيما و Prof.T. Nakai  شور ايتاليا ، كاز VNNبيماري 
Prof. Chi Shau Chi  در انجام آزمايشات تشخيصي و همگي از ابتداي اين تحقيق شور تايوان كه دانشگاه ملي كاز

رئيس بخش ويـروس شناسـي      Prof. Igor Shchelkunovو نيز ارسال اطلاعات مورد نياز صميمانه همكاري نمودند
از دانشـكده   Dr.Hassan Hj. Mohd Daud وكشـور روسـيه     از (ARRIFF)موسسـه  موسسه تحقيقات آبهـاي شـيرين   

  .تقدير و تشكر مي گردد، ن بزرگواران به پاس محبت هاي هميشگي ايكشور مالزي،   UPM دامپزشكي دانشگاه 
و ليرضــا نظــري در مراحــل انجــام آزمايشــات بيمــاريزائي  دكتــر ع آقــاي دانشــجوي ســخت كــوش از زحمــات

  .نيز صميمانه سپاسگزاري مي گرددطرح ملي  ميكروسكوپ الكتروني
دكتـر جمـال نجفـي و بـرادر دكتـر نيـازي و كليـه همكـاران          جناب آقايسركار خانم دكتر پروانه صيفوري و از 

  .گردد تشكر و قدرداني مي پرتلاش مركز تشخيص سازمان دامپزشكي كشور
ازجناب آقاي دكتر عباس نوري از بخش ميكروسكوپ الكتروني و كاركنان پـر تـلاش بخـش ويـروس شناسـي      

  .موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي نيزصميمانه سپاسگزاري مي گردد
  

  .توفيق روزافزون كليه همكاران ارجمند را از ايزدمناّن مسئلت داريم
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  OIEتوسط سازمان   VNNراهنماي تشخيصي بيماري  -1شماره  پيوست

 

CHAPTER 2.1.7. 
 

VIRAL ENCEPHALOPATHY AND RETINOPATHY 

 

NB: This disease is no longer listed in chapter 1.2.3 of the Aquatic Code.  

This chapter has not been updated since 2003 

SUMMARY 

Viral encephalopathy and retinopathy (VER), or viral nervous necrosis (VNN) has been reported as a serious 

disease of larval and juvenile and sometimes older marine fish that occurs almost world-wide except for Africa 

(23). To date, the disease has been reported in at least 30 fish species, with the greatest impact being in sea bass 
(Lates calcarifer [10] and Dicentrarchus labrax [2]), groupers (Epinephelus akaara [22], E. fuscogutatus [3], 
E. malabaricus [6], E. moara [25], E. septemfasciatus [9], E. tauvina [4], E. coioides [19] and Cromileptes 
altivelis [34]), jack (Pseudocaranx dentex [21]), parrotfish (Oplegnathus fasciatus [33]), puffer (Takifugu 
rubripes [25]), and flatfish (Verasper moseri [32], Hippoglossus hippoglossus [11], Paralichthys olivaceus [26], 
Scophthalmus maximus [1]). 
  
Virus particles of about 25-30 nm in diameter have been visualised in affected fish, and the agents in striped 

jack, barramundi, and European sea bass have been characterised and placed in the genus Betanodavirus, 

family Nodaviridae (5, 21). Immunological studies have shown relationships between striped jack nervous 

necrosis virus (SJNNV, the type species of the genus Betanodavirus) and the other betanodaviruses. Genomic 

classification of betanodaviruses has shown close relationships, with major groupings being SJNNV-type, tiger 

puffer nervous necrosis virus (TPNNV)-type, barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV)-type and red-

spotted grouper nervous necrosis virus (RGNNV)-type (27). Complete nucleotide sequences of RNA1 and RNA2 

of SJNNV and GGNNV (a grouper betanodavirus) have been reported (15, 29). 
  
All diseases are characterised by a variety of neurological abnormalities, such as erratic swimming behaviour 

(spiral, whirling or belly-up at rest) and vacuolation of the central nervous tissues. Usually there is also 

vacuolation of the nuclear layers of the retina. In general, younger fish have more severe lesions; older fish have 

less extensive lesions and these may show a predilection for the retina (23). Intracytoplasmic inclusions have 

been described in brain cells of European sea bass, barramundi, Japanese parrotfish, and brownspotted 

grouper. Neuronal necrosis has been described in most species. 
  
Interesting differences with regard to the occurrence and severity of the diseases are shown in Table 1. There 

are considerable variations in the age at which disease is first noted and the period over which mortality occurs. 

In general, the earlier the signs of disease occur, the greater is the rate of mortality. Although disease 

occurrence at the juvenile stages in some species is very rare, mass mortalities often occur at juvenile to young 

stages in the other fish species, but usually do not reach 100%, indicating the age-dependence of susceptibility 

(23). Mortalities have been reported in production-size European sea bass (18) and grouper (9), but even in 

these cases mortalities were greatest in younger fish. 
  
It has been demonstrated that vertical transmission of the causative agent occurs in Pseudocaranx dentex and 

this fact is reflected by the early occurrence of clinical disease. This finding led to the successful control of VNN 

of larval striped jack, where elimination of virus-carrying broodstock by reverse-transcription polymerase chain 

reaction and disinfection of fertilised eggs by ozone were applied (20, 24). Paradoxically, ovarian infection has 

also been reported in Dicentrarchus labrax in which disease is usually not seen until about 30 days post-hatch. 

The mode of transmission/introduction of the viruses, other than in gametes and by cohabitation, has not been 

demonstrated, but the possibilities include influent water, juvenile fish held on the same site, and carriage on 

utensils, vehicles, etc. It is possible that these small viruses are quite resistant to environmental conditions (8) 
and therefore readily translocated by commercial activities. Vaccination using a recombinant capsid protein is 
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at the experimental stage (14, 30). 
  

Table 1. Important features of VER/VNN of larval and juvenile fish 

  
  

Earliest 

occurrence of 

disease 
  

Usual 

onset 

of 

disease 
  

Latest 

occurrence of 

new 

outbreaks 
  

Usual 

mortality 

rate 
  

Highest 

mortality 

rate 
  

Lates 

calcarifer 
  

9 days  
post-hatch 

  

15-18 
days  
post-
hatch 

  

>24 days post-
hatch 

  

50-100%/ 
month 

  

100% in  
<1 month 

  

Dicentrarchus 

labrax 
  

10 days  
post-hatch 

  

25-40 
days  
post-
hatch 

  

Body weight  
400-580 g 

  

10%/month 
  

- 
  

Oplegnathus 

fasciatus 
  

6(25 mm 
total length 

  

- 
  

<40 mm total 
length 

  

- 
  

Up to 
100% 

  

Epinephelus 

akaara 
  

14 days post-
hatch (7-8 mm 

total length) 
  

9-10 
mm  
total 

length 
  

<40 mm total 
length 

  

80% 
  

Up to 
100% 

  

Epinephelus 

malabaricus 
  

- 
  

20-50 
mm 
total 

length 
  

- 
  

50-80% 
  

- 
  

Pseudocaranx 

dentex 
  

1 day  
post-hatch 

  

1-4 
days  
post-
hatch 

  

<20 days post-
hatch (8 mm 
total length) 

  

100% 
  

- 
  

Scophthalmus 

maximus 
  

<21 days  
post-hatch 

  

- 
  

Body weight  
50-100 mg 

  

- 
  

Up to 
100% 

  
 

DIAGNOSTIC PROCEDURES 

Presumptive diagnosis of viral encephalopathy and retinopathy (VER) or viral nervous necrosis (VNN) can be 
made on the basis of the appearance of vacuoles in the brain, spinal cord and/or retina as seen by light 
microscopy. However, individual fish with the presence of only a few vacuoles in the nervous tissues pose a 
difficult diagnostic problem. 
  
Virus particles can be visualised in affected brain and retina by both positive and negative staining. In positively 
stained material, the virus is mainly associated with vacuolated cells and, especially, any inclusions. The reported 
particles vary in size from 22 to 34 nm arranged intracytoplasmically in crystalline arrays, or as aggregates and 
single virions both intra- and extracellularly. The virus is nonenveloped and icosahedral in shape. 
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All betanodaviruses can be detected by the indirect fluorescent antibody test (IFAT) or immunohistochemistry 
with a rabbit anti-SJNNV serum (12, 16). Most can be detected by reverse-transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR) with a single primer set designed to amplify the T4 region (427 bases) of SJNNV coat protein 
gene (27, 28) (this primer set can be used for detection of all the genotypic variants of betanodaviruses with only 
one exception [31]). Although other immunological methods, such as the enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) or neutralisation test, are available for virus identification, they can only be used for some of 
betanodaviruses because of limited serological information. 
  
The betanodaviruses can be cultured in a fish cell line, SSN-1, which is derived from striped snakehead (7, 16). 
A clonal cell line, E-11, derived from the SSN-1 cell line is useful for qualitative and quantitative analyses of all 
the betanodaviruses (17). It is notable that both SSN-1 and E-11 cells are infected by a spontaneously productive 
C-type retrovirus designated SnRV (13, 17). 
  
Due to insufficient knowledge of the serological responses of fish to virus infections, the detection of fish 
antibodies to viruses has not thus far been accepted as a routine screening method for assessing the viral status of 
fish populations. 
  
Fish material suitable for virological examination is: 
  

.    Asymptomatic fish (apparently healthy fish): whole larvae or small juveniles; brain, spinal cord, and eyes for 
larger size fish and/or ovarian fluid from broodfish at spawning time. 
  

.    Clinically affected fish: whole larvae or small juveniles; brain, spinal cord, and eyes for larger size fish. 
  

Sampling procedures: see Chapter I.1. Section B. 
  

1.    Standard Screening Method for VER/VNN 
  

      
1.1.    Isolation of betanodaviruses in cell culture 

  

            
Cell line to be used: SSN-1 or E-11 (a cell clone of SSN-1) 
  

            
a)    Inoculation of cell monolayers 

  

                  
i)    Fish samples are homogenised with nine volumes of Hanks' balanced salt solution 

(HBSS), centrifuged and filtered (0.2 µm membrane filter). 
  

                  

ii)    Tenfold dilutions of the virus filtrate are inoculated in monolayers of cells cultured using 
Leibovitz L-15 medium or other medium supplemented with 5% fetal bovine serum 
(FBS). Inoculate at least 2 cm2 of drained cell monolayer with 100 µl of each dilution. 
  

                  
iii)    Allow to adsorb for 1 hour at room temperature, add the medium supplemented with 5% 

FBS and incubated at 20-25°C. 
  

                  

Note: Optimal growth temperatures are different among the four genotypic variants: 25-30°C 
for RGNNV-type, 20-25°C for SJNNV-type,  
20°C for TPNNV-type, and 15-20°C for BFNNV-type (16, 17). 
  

            
b)    Monitoring incubation 

  

                  
i)    Follow the course of infection in positive controls and other inoculated cell cultures by 

daily microscopic examination for 10 days. 
  

                  
ii)    If cytopathic effect (CPE) appears in those cell cultures inoculated with the dilutions of 

the tested homogenate supernatants, betanodavirus identification procedures must be 
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undertaken (see Section 1.2. below). 
  

                        
Note: CPE in SSN-1 or E-11 cells is characterised by thin or rounded, refractile, granular 
cells with vacuoles, the monolayer then partially or completely disintegrates (7, 16). 
  

                  
iii)    If no CPE occurs after 10 days of incubation, subcultivation of the inoculated cell 

cultures must be performed. 
  

            
c)    Subcultivation procedures 

  

                  
i)    Collect aliquots of cell culture medium from all monolayers inoculated with organ 

homogenates. 
  

                  
ii)    Inoculate cell monolayers as described in Section1.1.a. 

  

                  
iii)    Incubate and monitor as described in Section 1.1.b. 

  

      
1.2.    Identification of betanodavirus isolated in cell culture 

  

            
a)    Indirect fluorescent antibody test 

  

                  

i)    Prepare monolayers of cells in 2 cm2 wells of cell culture plastic plates or on cover-slips 
(or chamber slides) in order to reach around 70% confluency, which is usually achieved 
within 24 hours of incubation at 25°C. 
  

                  
ii)    Inoculate the virus suspensions to be identified by making tenfold dilution steps directly 

in the cell culture wells or flasks. 
  

                  
iii)    Incubate at 20°C or 25°C for 48-72 hours (See Section 1.1.a. Note). 

  

                  
iv)    Remove the culture medium, rinse once with PBS, then fix with methanol for 10 minutes. 

  

                  
v)    Allow the cell monolayers to air-dry. 

  

                  
vi)    Treat the cell monolayers with a rabbit anti-betanodavirus serum for 30 minutes at 37°C 

in a humid chamber, and rinse four times with PBS-Tween 80 (PBST). 
  

                  
vii)    Treat the cell monolayers for 30 minutes at 37°C with commercially available fluorescein 

isothiocyanate-conjugated anti-rabbit Ig antibody, and rinse with PBST. 
  

                  
viii)    Examine the treated cell monolayers on plates immediately, or mount the cover-slips 

using glycerol saline, pH 8.5, prior to microscopic observation. 
  

            
b)    Reverse-transcription polymerase chain reaction 

  

                  
i)    Total RNA is extracted from virus-inoculated cells by a commercially available RNA 

extraction kit according to the manufacturer's instructions. 
  

                  

ii)    There are several published primers for RT-PCR amplification of betanodaviruses. 
Primers, R3 (5'-CGA-GTC-AAC-ACG-GGT-GAA-GA-3') and F2 (5'-CGT-GTC-AGT-
CAT-GTG-TCG-CT-3'), designed to amplify the T4 region (427 bases) of SJNNV coat 
protein gene, are available for all genotypic variants (27). 
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2.     Diagnostic Methods for Clinically Diseased Fish 

  

      
2.1.    Direct detection in fish tissues 

  

            
a)    Indirect fluorescent antibody test 

  

                  
i)    Fish samples fixed in 10% buffered formalin are dehydrated and embedded in paraffin 

wax. Deparaffinise sections and rehydrate to PBS. 
  

                  
ii)    The sections are treated with 0.1% trypsin in PBS at 37°C for 30 minutes. 

  

                  
iii)    After washing with cold PBS, proceed as described in Section 1.2.a. steps vi to viii. 

  

                  
iv)    Specific fluorescence is observed in the cytoplasm of the affected cells in brain, spinal 

cord, or retina. 
  

            
b)    Immunohistochemistry (avidin-biotin-alkaline phosphatase technique) (12) 

  

                  
i)    Prepare paraffin sections as described above in Section 2.1.a. 

  

                  
ii)    Add a blocking solution, for example 5% bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered 

saline (TBS) for 20 minutes. 
  

                  
iii)    Incubate with the anti-betanodavirus rabbit serum for 30 minutes, and wash in TBS. 

  

                  
iv)    Add biotinylated goat anti-rabbit Ig for 30 minutes, and wash in TBS. 

  

                  
v)    Add streptavidin alkaline phasphatase complex, incubate for 30 minnutes, and wash in 

TBS. 
  

                  
vi)    Add fuchsin chromogen reagent for 5 minutes, and wash in tap water  

  

                  
vii)    Counterstain with haematoxylin. 

  

                  
viii)    A positive result is indicated by red colour. 

  

            
c)    Reverse-transcription polymerase chain reaction 

  

                  
i)    The fish sample is homogenised with distilled water treated with 0.1% diethyl 

pyrocarbonate. 
  

                  
ii)    Centrifuge at 10,000 g for 10 minutes. 

  

                  
iii)    Using the supernatant, continue as described in Section 1.2.b. 

  

      
2.2.    Virus isolation in cell culture 

  

            
See Section 1.1. 
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* * 

NB: There are OIE Reference Laboratories for Viral encephalopathy and retinopathy (see Table at the end of this 
Aquatic Manual or consult the OIE Web site for the most up-to-date list: www.oie.int). 
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  )VNN(دستورالعمل اجرائي طرح ملي نكروز عصبي ويروسي  -2شماره  پيوست

    كليه مراكز تابعه 

  

نكـروز عصـبي ويروسـي     با سلام ، احتراما به  منظور ايجاد وحدت رويه و هماهنگي لازم  در اجراي طـرح ملـي   

)VNN (  به پيوست دستورالعمل اجرائي آن كه توسط مجري مسؤل محترم طرح ملي تدوين و نگارش يافته اسـت

شايسته است ترتيبي اتخاذ فرمائيـد تـا  بـه نحـو مقتضـي در اختيـار مجريـان اسـتاني و         . به حضور ارسال مي گردد

  . عمليات اجرائي اين طرح ملي قرارگيرد همكاران مرتبط با اين طرح ملي قرار گرفته و مبناي

در ضمن با توجه به اعتبارات ارسالي مناسـب بـه آن پژوهشـكده انتظـار مـي رود بـا توجـه بـه محـدوديت هـا  و           

  .تنگناهاي زماني فصل صيد ، عمليات اجرائي و نمونه برداري هاي مورد نظر در اسرع وقت آغاز گردد

محترم طرح ملي آماده پاسخگوئي به سوالات همكاران عزيز خواهند  همكاران محترم اين بخش و مجري مسئول

  .بود

  

  رئيس بخش بهداشت و بيماري هاي آيزيان                                                                                     

  شريف پورعيسي دكتر                                                                                  

  :رونوشت

  )به انضمام يك نسخه از دستورالعمل اجرائي( رياست محترم موسسه جهت استحضار  -1

بـه انضـمام يـك نسـخه از دسـتورالعمل      (معاونت محترم تحقيقـاتي موسسـه جهـت استحضـار       -2

  )اجرائي

  گروه ماهيان دريائي جهت اطلاع و پيگيري هاي لازم  -3
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  بسمه تعالي

  )VNN(ورالعمل اجرائي طرح ملي نكروز عصبي ويروسي دست

  

، دسـتورالعمل  )VNN(به منظور هماهنگي لازم در اجراي عمليات آزمايشگاهي طرح ملي نكروز عصبي ويروسي

مسـئوليت حسـن اجـراي ايـن دسـتورالعمل بـر عهـده مجريـان         . ذيل به مراكز تحقيقاتي ذيربط منعكس مي گردد

  :استاني طرح ملي خواهد بود

شايسته است اكيپ هاي نمونه برداري در مراكز تحقيقاتي گيلان و مازندران بصورت مسـتمر و   )1

برنامه ريزي شده به تعاوني هاي صيد پره در طول فصل صيد مراجعه نموده و ضمن بررسي دقيق ماهيـان  

ويـژه  صيد شده در گونه هاي مختلف موارد ابتلاي احتمالي و اطلاعات اوليه ضـروري را در فـرم هـاي    

تلاش اكيپ هاي نمونه برداري برآن باشد كه در وهله اول ماهيان مبتلا داراي علائـم بـاليني   . ثبت نمايند

وجـود   –اتساع و تورم نامتعارف محوطه شكمي، تغيير رنگ احتمالي، آثار بيحالي و شناي غيـر عـادي   (

انتخاب قـرار گيرنـد،   مورد ) ضايعات هموراژيك و سپتي سميك احتمالي در چشم و اندامهاي خارجي

 .در غير اينصورت ماهيان بظاهر سالم مورد نمونه برداري قرار گيرند

حتي المقدور نمونه هاي اخذ شده بصورت زنده به آزمايشـگاه ارسـال و مـورد فـرآوري قـرار       )2

بخاطر داشته باشيد كه ماهيان مرده و تلف شده كه مدت زمان زيادي از مرگ آنان گذشته باشـد  .گيرند

 .ر تشخيصي فاقد ارزش مي باشنداز نظ

در آزمايشگاه نمونه هاي زنده پس از ثبت مشخصات باليني در فرم هاي مخصوص، با رعايـت   )3

در صورت دشواري در يافتن وريد ساقه . شرايط مورد نظر از ساقه دمي ماهيان خونگيري لازم بعمل آيد

 .دمي مي توان مستقيما از قلب ماهي خونگيري نمود
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در كنـار يـخ نگهـداري و    ) ترجيحا هپارين( ون اخذ شده به همراه ماده ضد انعقادنمونه هاي خ )4

 -مازنـدران  (ژوهشكده اكولوژي درياي خزر  سريعاً به آزمايشگاه پ بررسي هاي هماتولوژيجهت انجام 

 .ارسال  گردد) ساري

پـس از   قسمتي از خون نيز بدون ماده ضد انعقاد در لوله هاي مخصوص به آرامي ريخته شده و )5

 مطالعـات سـرولوژيك  انجام سانتريفوژ كوتاه و جدا سازي سرم و انتقال آن به لوله هاي ويژه، به منظـور  

با توجه به ليزه شدن سريع گلبـول هـاي قرمـز در ماهيـان و آزاد شـدن      . نگهداري شود -oc 20در فريزر 

اه بايستي سريعاً صـورت  هموگلوبين آن كه به سرعت انجام مي پذيرد، كار جداسازي سرم در آزمايشگ

در صورت توقف طولاني آزاد شدن هموگلوبين موجب تغيير رنگ سرم شده و مراحل بعدي با ( پذيرد

 .دشواري روبرو خواهد بود

قرار گرفته و مشخصات ظاهري ماهيان همچـون   بيومتري پس از انجام خونگيري، ماهيان مورد  )6

طراحـي و تهيـه فـرم هـاي مزبـور      . ه ثبت مـي گـردد  طول، وزن، جنسيت و گونه ماهيان در فرم هاي ويژ

 . براساس موارد مشابه توسط مجريان استاني مي تواند صورت پذيرد

 پس از ثبت علائم باليني و نشانه هاي ماكروسكوپي و در صورت لـزوم بررسـي ماهيـان از نظـر     )7

ري، فرد نمونه گير، ، به هر نمونه كد معيني كه مشخص كننده زمان و مكان نمونه برداانگل هاي خارجي

در هنگـام نكروپسـي نيـز    . گونه و نام علمي ماهي و ساير اطلاعات مورد نياز مي باشد داده خواهـد شـد  

بايستي براي هر بافت يا انـدام نيـز كـد مشخصـي در نظـر گرفـت كـه بطـور مثـال مـي تـوان از حـروف             

 :اختصاري هر بافت به شرح ذيل بهره گرفت
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SPECIMEN CODES  
 

IONDESCRIPT TYPE CODE 

BRAIN BR 

KIDNEY  KD 

HEART  HE 

LIVER  LI 

SPLEEN SP 

SWIM  BLADDER SB 

GILL GI 

SKIN  SK 

WHOLE  BLOOD WB 

PLASMA PL 

SERUM  SE 

STOMACH ST 

INTESTINE IN 

EYE  EY 

GONAD GO 

SPERM SP 

OVARIAN FLUID OF 

EGG EG 

FRY FR 

PANCREAS PA 

MUSCLE MU 

BONE  BO 

SPINAL CORD SC 

 

ماهيان در شرايط كاملاً آسپتيك و در مجاورت يـخ كالبـد گشـائي شـده و انـدام هـاي هـدف         )8

همچون مغز و چشم در اولويت اول و سپس كبد، كليه، طحال و قلب در مرحله دوم و در نهايت معـده،  

ومايعات تخمداني بصورت روده، گونادها ، كيسه شنا و آبشش واز ماهيان مولد در صورت لزوم اسپرم  

 :استريل خارج شده و جهت سه هدف اساسي ذيل مورد استفاده قرار مي گيرند

  :به شرح ذيل مورد فرآوري قرار خواهند گرفت  Supernatant تهيه قسمتي از آنها جهت) 1-8
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 Phosphate bufferedاندامهاي مورد نظر بصورت كاملاً آسپتيك از بدن ماهيان خارج شده و در محلـول بـافر   

saline  يا)PBS (         قرار گرفته و توسط همزن برقـي بصـورت همـوژن درآمـده و سـپس بـه مـدت ده دقيقـه در

قرار مي گيرد، سپس جهت استريل كـردن نهـايي و جـدا    ) rpm 2000(دور در دقيقه  2000دستگاه سانتريفوژ 

نانومتر عبـور داده شـده و مـايع     45/0كردن باكتري هاي احتمالي، محلول رويي حاصل از سانتريفوژ از فيلتر 

نگهـداري مـي    -oc 20دو سي سي ريخته شده و پس از برچسب زدن در فريزر  Ependorfحاصل در ظروف 

  .شوند

مراحل آخر كار بايستي در زير هود و در مجاورت شعله صورت پذيرفته و ارسال نمونه هاي منجمـد جهـت   

در . بايستي در مجاورت يخ خشك صورت پـذيرد  مراحل بعدي آزمايش در صورت دسترسي به يخ خشك

  .غير اينصورت در مجاورت يخ بايستي سريعاً ارسال شده و مورد مطالعات مورد نظر قرار گيرد

يا  VTMدر محيط  و كشت سلول مطالعات ويروس شناسي بخش ديگري از نمونه هاي اخذ شده جهت) 2-8

(Viral Transport Media)  ژوهشكده آبزي پروري گيلان ارسال خواهد شـد   ت يخ به پقرار گرفته و در مجاور

درصورتي كه امكان انجام كشت ويروس بر روي تيره هاي سلولي در گـيلان فـراهم بـود، بلافاصـله توسـط      

همكاران مركز و براساس پروتكل موجود در سند مصوب طرح ملي، اقدام به انجام آزمايش هاي مورد نظـر  

نگهـداري خواهنـد    -oc 80هاي دريافتي تا فراهم شدن شرايط لازم در فريزر  شده و در غير اينصورت نمونه

  .شد

چنانچـه انجـام   . بكار گرفته خواهـد شـد   مطالعات مولكولي قسمتي از نمونه هاي اخذ شده جهت انجام) 3-8

 RNAو مونيتورينگ نمونه ها مـد نظـر بـود، بايسـتي كليـه مراحـل اسـتخراج          RT-PCRآزمايشات مولكولي  

از شـركت   VNNآزمايش بر مبناي پروتكل اجرائي مربـوط بـه آزمـايش      (Set up) روسي و چيدمان نمودنوي

، )كـه پيوسـت مـي باشـد     IQ-2000از شـركت   VNNبطور مثال كيـت تشـخيص   (سازنده كيت صورت پذيرد 
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 تـوان نمونـه هـاي مشـكوك را     ويروسي از نمونه هاي مشكوك باشد مي RNAچنانچه هدف صرفاً استخراج 

پـس از ديفراسـت   . نگهـداري نمـود   -oc 80پس از هموژن نمودن در ازت مايع منجمد نمود و يـا در فريـزر   

. ميلي ليتـر از بـافر هضـمي مـي تـوان افـزود       4/2ميلي گرم نمونه هموژن شده بافتي،  100نمودن نمونه ها، به 

  : فرمول بافر مزبور شامل اجزاي ذيل مي باشد

100 mm Nacl 

10 m Tris- Hcl (pH=8) 

25 mm EDTA (pH=8) 

%0.5 Sodium do decyl Sulphat 

0/1 mg ml 
-1

 proteinase k  

مـي تـوان قـرار داد و سـپس در        oc 65پس از افزودن اين بافر به نمونه آنرا به مدت سه ساعت در انكوبـاتور  

را جهت مطالعات ويروسي  RNAمي توان  Phenol/Chloroform/Isoamylalcoholاين مجموعه هضمي به روش  

  .استخراج نمود RT-PCRمولكولي و آزمايش 

آنها بايد بگونه اي باشد كه در صورت مشاهده مـوارد   نحوه تقسيم نمونه ها و برچسب گذاري )9

، منبع اصلي نمونه هاي مثبت نيز جهـت انجـام آزمايشـات تكميلـي همچـون ويـروس       RT-PCRمثبت در 

  . ري را شناسائي و تائيد نمودشناسي در دسترس باشد تا بتوان عامل بيما

 Poolدر صورتي كه تعداد نمونه ها بيش از حد بود مي تـوان هـر پـنج مـاهي را بصـورت يـك        )10

 .درآورده و آنرا به عنوان يك نمونه واحد در نظر گرفت

در گـيلان، قسـمتي از نمونـه     12/10/85با توجه به مباحث مطروحه در كارگاه آموزشي مورخ  )11

روشـهاي  «پروتكل هاي ياد شده و نيز مطالـب موجـود در دسـتورالعمل ارسـالي      هاي اخذ شده براساس

مـورد فـرآوري    مطالعات آسيب شناسي و ميكروسكوپ الكترونيجهت » آزمايشگاهي بيماريهاي ماهي

بديهي است مقدمات انجام اين مطالعات در هر سـه مركـز قابـل اجـرا بـوده و نحـوه تقسـيم        . قرار گيرند

 .روژه مصوب جديد پيش بيني شده استوظايف آن در سند پ
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فـيكس شـده و پـس از    % 10، نمونه هـاي مـورد نظـر در فرمـالين     جهت مطالعات آسيب شناسي )12

رنگ آميزي شده ) H&E(تهيه و به روش هماتوكسيلين و ائوزين  mm5فرآوري مقاطع بافتي به ضخامت 

ت بررسـي هـاي آسـيب شناسـي     در مواردي كه نمونه ها صرفاً جه ـ. و مورد بررسي قرار خواهند گرفت

بـه  % 10ها از بدن ماهي، نسـبت بـه تزريـق فرمـالين      انتخاب مي گردند، شايسته است قبل از خروج نمونه

 .داخل بافت هاي مغز و چشم اقدام لازم صورت پذيرد

نيز بايسـتي حتمـاً از بافـت ماهيـان تـازه اسـتفاده كـرد         جهت مطالعات ميكروسكوپ الكتروني  )13

در ايـن مـورد نيـز چنانچـه نمونـه هـا صـرفاً        ) مد و كهنه فاقد ارزش و اعتبار علمي استنمونه هاي منج(

جهت بررسي هاي ميكروسكوپ الكتروني انتخاب مي گردند، شايسته است قبل از خـروج نمونـه هـا از    

. به داخل بافتهـاي مغـز و چشـم اقـدام لازم صـورت پـذيرد      % 4بدن ماهي نسبت به تزريق گلوتار آلدئيد 

فيكس نمودن نمونه ها تا مرحله آبگيري در كارگـاه آموزشـي گـيلان بصـورت عملـي بـه اجـرا          مراحل

درآمد و جزئيات آن و نحوه آماده سازي بافرها نيز در دستورالعمل ارسال ياد شـده بطـور مبسـوط قابـل     

داري پس از فيكس نمودن نمونه ها كه مي توان آنرا به مدت طولاني در يخچال نگه. بهره برداري است

قالـب گيـري ، پليمـويزه كـردن و بـرش       -آغشتگي با رزيـن  -آبگيري(جهت انجام مراحل بعدي . نمود

بايستي هماهنگي هاي لازم با مراكز داخل و خارج كشور كه واجـد امكانـات فـوق الـذكر مـي      ) گيري

 . باشند از طريق مجريان استاني صورت پذيرد

 

به سه شيوه ذيل مي توان عمل  )IFAT(يم بافتي جهت انجام آزمايش ايمونوفلورسانت غير مستق )14

 :كرد

گسـترش لازم را تهيـه   ) ترجيحـاً مغـز و چشـم   (در روش گسترش بافتي مي توان از نمونه بافتي مورد نظـر  ) 1-14

ترجيحاً بعد از كالبد گشايي ماهي در زير هود تكه اي از بافـت مـورد نظـر را بـا پـنس برداشـته و در نقـاط        . نمود
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تماس داده و پس از خشك شدن در هوا با استن سرد مي توان ) انگشت نگاري( Imprintingه حالت مختلف لام ب

آنرا فيكس نمود و پس از كد گزاري آنرا با فويل آلومينيم پوشانيده و تا زمان انجـام آزمـايش آنهـا را در فريـزر     

چ عنوان در طـول نگهـداري خـيس    بايستي دقت نمود كه لامها به هي. درجه مي توان نگهداري نمود -70تا  -20

  .نگردند

به منظور بررسي آلودگي احتمالي ماهيان بالغ و موليدن در مراكز تكثيـر ماهيـان دريـائي، پـس از صـيد و      ) 2-14

را بـر  ) مايعات تخمداني يا اسپرم(انتقال آنها به ظروف خاص، در آزمايشگاه مي توان مقداري از مايعات تناسلي 

به لام ديگر گسترش لازم را تهيه نمود و بعد از خشك شدن در هوا آنهـا را بـا اسـتون سـرد     روي لام ريخته و با ل

  .نگهداري نمود  -oc 70تا    -oc 20فيكس نموده و همچون روش بالا با فويل پوشانيده و در فريزر 

ه هـا و تهيـه   فيكس شده و پس از پروسس نمون ـ  %10در روش ديگر، نمونه هاي اخذ شده در فرمالين بافر ) 3-14

 1/0سپس مقاطع با تريپسـين  . دهيدراته مي گردند PBSآنها را دپارافينه نموده و در  mm 5مقاطع بافتي با ضخامت 

در . سـرد شستشـو مـي شـوند     PBSدرجه فرآوري شده و سپس بـا   37دقيقه در دماي  30به مدت  PBSدر صد در 

دقيقـه در   30ريختـه و بـه مـدت     Rabbit anti- betanodavirus serumمرحله بعدي بر روي اسـلايدها از آنتـي بـادي    

در . شستشـو مـي دهـيم   ) PBS- tween 80(يـا   PBSTدر شرايط مرطوب قرار مي دهيم و سپس آنرا بـا   oc 37دماي 

را در   Fluorescien isothiocyanate conjugaed anti Rabbit Ig antibody مرحله بعدي آنتي آنتي بـادي فلوروسـينه يـا    

 pH= 8.5در پايان بـا گليسـرول سـالين بـا     . شستشو مي گردند PBSTبه مقاطع اضافه نموده و سپس با  oc 37ي  دما

  . گردند مونته گرديده و با ميكروسكوپ فلورسنت رويت مي

به شـرح ذيـل مـي تـوان      (Immunohistochemistry)   جهت انجام آزمايش  ايمونو هيستو شيمي )15

  :اقدام نمود
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هيدراته PBS ميكرون از بلوك هاي پاراقينه تهيه كرده و پس از دپارافينه نمودن توسط   5ضخامت مقاطع بافتي با 

دقيقه قـرار داده   30درجه به مدت  37در دماي   PBSدر %   1/0در مرحله بعدي مقاطع را در تريپسين . مي گردند

 20بـراي مـدت     TBSدر % BSA5   يـا   (Bovin Serum Albumin)بطـور مثـال    Blockingو در پي آن با يك محلول 

 -Anti)يــا      betanodavirusدر مرحلــه بعــدي اســلايد هــا بــا ســرم خرگوشــي ضــد  . دقيقــه انكوبــه مــي گردنــد

betanodavirus rabbit serum  )   انكوبه مي گردند و در پي آن توسطTBS سـپس بـه اسـلايد هـا     . شستشو مي شوند

Biotinylated goat  anti-Rabbit Ig  دقيقه اضافه نموده و در پايان با   30ا براي مدت رTBS   شستشو انجام مي شـود .

  TBS دقيقـه در  30را اضافه نمـوده و پـس از مـدت      Strep avidin alkalin phosphateaseدر مرحله بعدي كمپلكس

تشـو مـي   دقيقه اضافه نمـوده و بـا آب جـاري شس    5سپس كروموژن فوشين را براي مدت . شستشو انجام مي شود

دهيم و در پايان با هماتوكسيلن رنگ آميزي تفريقي انجام داده و  اسلايد ها را مونتـه مـي كنـيم كـه در مشـاهده      

شـايان ذكـر اسـت كـه ايـن قسـمت بـا همـاهنگي         . ميكروسكوپي موارد مثبت با رنگ قرمز مشخص مـي گردنـد  

  .نجام خواهد شدهمكاران مركز تشخيص رفرانس سازمان دامپزشكي در پيكان شهر تهران ا

  :به شرح ذيل مي توان اقدام نمود (Pathogenicity) جهت انجام مطالعات بيماريزايي  )16

پروتكل اجرائي كه متعاقبا ارسال خواهـد شـد بـه     به منظور تائيد تشخيص بيماري ، ويروسهاي جدا شده بر اساس

ده و بصـورت مسـتمر بيمـاريزايي آن بـر     به  ماهيان  سالم حساس  تزريق ش (Intravitreous injection) طريق چشمي

همچنين به منظور بررسي راه هاي انتقـال بيمـاري ، روش حمـام دادن يـا     . گيرد روي ماهيان مورد بررسي قرار مي

غوطه وري نيز در اين بررسي بايستي  مورد استفاده قرار گرفته  و نتايج آن بـا هـم مـورد مقايسـه و بررسـي قـرار       

  .گيرند

به ويروس احتمالي جدا شده  بـه شـرح ذيـل     حساسيت ساير گونه هاي آبزيانبه منظور بررسي  )17

  : مي توان  اقدام نمود
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و تيتراسـيون ويـروس و تعيـين      (Mori et al , 1992)در اين راستا پس از خالص سازي ويروس جدا شده بـه روش  

TCID ) به روشet al , 1997 Chi. (،در شرايط آزمايشـي و ايزولـه ،    كه پروتكل هاي آن متعاقبا ارسال خواهد شد

قرار گرفته و بچه ماهيان و ماهيان جوان گونه هـاي   challengeماهيان مزبور بر اساس پروتكل ارسالي جديد مورد 

مزبور نيز از نظر حساسيت به اين ويروس و احتمال انتقال بيماري و ضايعات احتمالي مورد بررسي و مطالعه همـه  

گونه هاي قره برون ، فيل ماهي ،   (Expose)جهت انجام آزمايش مواجهه با ويروس . ( جانبه  قرار خواهند گرفت 

مواجهه ماهيان استخواني باهماهنگي و مسئوليت پژوهشكده . سوف ، كپور دريائي و ماهي سفيد انتخاب شده اند

نيز متناسب با اندازه ماهيهـا  آب خروجي و استفاده از آكواريوم يا  ونيرو    Treat. گيلان در انستيتو انجام مي شود

شايان ذكر است اين بررسي بر روي ماهيان مزبور در شرايط كاملاً قرنطينـه و ايزولـه صـورت    .) انجام خواهد شد

  خواهد گرفت،
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3شماره  پيوست  

  موسسه تحقيقات شيلات ايران 

 بخش بهداشت و بيماريهاي آبزيان

 گزارش تخصصي

  صبي ويروسيوقوع اولين مورد بيماري نكروز ع” 

(VER / VNN) 

Viral encephalopathy and retinopathy (VER)  
or  

Viral nervous necrosis (VNN) 

    (Golden grey mullet) در ماهيان كفال طلايي

 ”درياي مازندران 

  

  :مقدمه 

   

كفال ماهيان از ماهيان دريايي هستند كه در آبهاي مناطق معتدل و گرمسير انتشار دارند و فقط سه جنس از آنها 

غذاي اين ماهيان در سنين مختلف و مراحل رشد بدين صورت است كه بچه .در آبهاي شيرين زندگي مي كنند

كساله از پلانكتونها و جانوران كفزي و در بقيه مراحل زندگي از بقاياي بچه ماهيان ي ماهيان كفال از پلانكتونها ،

تغذيه كرده و اصطلاحاً دتريت خوار مي باشند كه در اين مرحله با ديگر ماهيان استخواني در  1گياهان و جانوران
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ه بيشترين جمعيت ندگي مي كنند كز  Liza-auratusو Liza-saliensدر درياي خرز دو گونه كفال    .ند رقابت نيست

                             .تشكيل مي دهند  Liza-auratusدوم    كفال ماهيان را گونه

اين ماهيان تقريباً نيمي از ذخائر ماهيان استخواني را در درياي خزر به خود اختصاص مي دهند و مراحل مختلف 

اين كه با تغذيه از بقاياي جانوري و گياهي  توليد مثل و تكثير آنها در شرايط دريا انجام مي شود و مهمتر

اكوسيستم آبي ، نقش مهمي  تعادل در پالايش بستر از تجمع مواد آلي حاصل از تجزيه آنها وحفظ 1)دتريت ها(

سموم (بقاياي آلاينده ها  با توجه به نوع غذاي مصرفي و اينكه همراه اين دسته از مواد غذايي ، را ايفا مي نمايند

و پروتئين هاي سمي ممكن است مورد استفاده قرار گيرند لذا ) فلزات سنگين  يدروكربورهاي نفتي ،ه نباتي ،

ضمن آنكه عوامل بيماريزاي زنده . بيشتر در معرض اين نوع آلودگي ها و تضعيف سيستم ايمني قرار دارند

عنوان ميزبان انتخاب  نيز ممكن است بصورت اختصاصي كفال ماهيان را به) ميكروارگانيسم ها و انگل ها(

معمولاً بيماري هاي ماهيان وحشي به دليل شرايط زندگي آنها ، عدم دسترسي و در نهايت عدم امكان . نمايند

متأسفانه در طول سالهاي اخير علائم غير متعارف در كفال . كنترل و درمان، كمتر مورد توجه قرار مي گيرد

مشاهده گرديده است كه قطعاً در ) 80و  82سال (ماني متفاوت ماهيان حوزة جنوبي درياي خزر در دو مقطع ز

ضمن وارد نمودن خسارات اقتصادي به ذخاير ماهيان درياي خزر و مشكلات زيست محيطي ،  صورت استمرار ،

  : ممكن است مشكلاتي را از منظر بهداشت عمومي و مصرف انساني به دنبال داشته باشد

ل حتان مازندران و معاونت صيد و صيادي گزارش نمودند كه در سواحفاظت منابع اس 1380در سال )  1

متعاقب آن همكاران  د كهنكفال ماهيان تلف شده و يا در حال تلف شدن مشاهده مي گرد) بابلسر(مازندران 

قطعه كفال اوراتوس در حال مرگ از  150پژوهشكده اكولوژي درياي خزر به منطقه عزيمت نموده و تعداد 

: ماهيان مزبور علايمي مانند . ت بابلسر قرار دارد جمع آوري گرديدرفريدونكنار كه در مجاو سواحل بندر

و ) پتشي و اكيموز(ريز داخل عضلاني هاي  خونريزي هاي جلدي بصورت رگه هاي خونريزي ، خونريزي 

                                                 
١ - Detritus 
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گاه هاي صيد اين حالت در بررسي بعمل آمده در هيچ يك از جاي. را به همراه داشتند) آسيت (اتساع شكم 

  .ماهيان استخواني مشاهده نگرديد

مبني بر ) گيلان(متعاقب گزارش مكتوب مركز تحقيقات ماهيان استخواني درياي خزر  6/11/82در تاريخ ) 2

مشاهده مواردي از تورم شكي در ميان ماهيان صيد شده شركت هاي تعاوني پره منطقه جفرود تا زيباكنار استان 

زم از سوي بخش بهداشت و بيماري هاي آبزيان موسسه در خصوص اعزام همكاران به گيلان هماهنگي هاي لا

منطقه و بازديد از تعاوني هاي مربوطه و انجام نمونه برداري هاي لازم از ماهيان مبتلا ، آب دريا و بستر بر اساس 

بتلا كه اغلب در دامنة در بازديد از منطقه مشاهده گرديد كه ماهيان م. دستورالعمل هاي مربوطه صورت گرفت 

بيحالي و  گرم بوده ،  در اثر اتساع كيسة شنا و تجمع گاز بسيار در آن دچار تورم محوطه بطني ، 200-250وزني 

در آب شنا نموده و به آساني با ) سطح شكمي ماهي رو به بالا(تحرك كم شده و به پهلو و يا بصورت طاقباز 

سطح ظاهري بدن و چشمها فاقد هر گونه ضايعات مرضي و اروزيون . دست و يا توسط پرندگان صيد مي شدند

ها ي خاص بوده و در كالبد گشايي علاوه بر اتساع غير عادي كيسة شنا و تجمع گاز در آن ، دژنرسانس كبد و 

روده ها و پيش  تجمع مقادير غير عادي ماسة ريز دريا در سكوم ، تجمع صفراي شفاف و بيرنگ در كيسة صفرا ،

  .)ذيل تصاوير(آتروفي كليه ها و در مواردي نيز پرخوني و آثار خونريزي در روده ها مشاهده گرديد  ه ،معد
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نمونه هاي مبتلا به آزمايشگاه مركز منتقل و پس از خونگيري جهت آزمايشات هماتولوژي و سنجش آنزيم هاي 

آنزيم  ،كبد ، كليه : مورد كالبد گشايي قرار گرفته و از اندامهاي داخلي   SGOTو  ALP وSGPT, LDH سرمي

كيسة صفرا و گونادها نمونه  مغز ، آبشش ، پوست و عضله ، روده و پيش معده ، طحال ، كيسة شنا ، ، هاي كبدي 

. يشگاه تهران منتقل گرديدفيكس و به آزما% 10هاي مورد نظر جهت مطالعات آسيب شناسي تهيه و در فرمالين 

مواردي از ماهيان مبتلا از دريا صيد و بصورت زنده با كپسول اكسيژن و بصورت  11/11/82همچنين در تاريخ 

مجاور يخ به تهران منتقل و جهت انجام آزمايشات تكميلي باكتريولوژي  ) در داخل فويل آلومينيومي ( منجمد 

     .به آزمايشگاه منتقل گرديد
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يت به اهميت ذخاير كفال ماهيان در درياي خزر و ميزان صيد آن كه در سال هاي اخير روند صعودي داشته با عنا

و تجريه تلخ شانه دار مزاحم و كاهش شديد ذخاير ماهيان كيلكا و مسايل حاشيه اي )1تابلوي شماره (است 

و نگراني هاي مردم و مسئولين منطقه  اجتماعي همچون شايعه ارتباط اين عارضه با وقوع احتمالي زلزله در منطقه

و صحبت هاي شفاهي صيادان مبني بر كاهش مزه و كيفيت طعم ماهي كفال در ذائقه مردم و نيز كاهش قيمت 

آن در بازار همگي ايجاب مي نمود كه موضوع با حساسيت  ويژه از نزديك مورد پيگيري لازم قرار گيرد تا 

  . يگر در درياي خزر، از تبعات احتمالي آن جلوگيري نمودبتوان قبل از وقوع يك بحران جديد د

بعمل آمده مشخص گرديد كه نتايج آزمايشات آب  در راستاي پيگيري هاي بعمل آمده و اخذ نتايج آزمايشات

شناسي و رسوبات بستر طبيعي بوده و مورد خاصي در پارامترهاي فيزيكو شيميايي آب دريا و رسوبات بستر 

، همچنين نتايج آزمايشات ) جداول آزمايشات فيزيكو شيميايي به پيوست ضميمه مي باشد(مشاهده نگرديد 

  .نيز منفي اعلام گرديد تك ياخته شناسي  و باكتريولوژي و انگل شناسي

آمار صيد ساليانه كفال ماهيان درياي خزر: 1تابلوي شماره   

 82ميزان پيش بيني شده تا پايان سال *  

  )مديريت ذخاير موسسه تحقيقات شيلات ايران : مĤخذ (

  

نتايج بررسي هاي بعمل , ن ميزان وقوع بالاي آ, منطقه جغرافيايي , با توجه به جمعيت ماهيان در معرض خطر 

وقوع عارضه مزبور براي اولين بار در منطقه و كشور و نبود گزارش و منابع علمي داخلي در اين خصوص , آمده 

جهت روشن شدن علت اصلي بروز اين عارضه در كفال ماهيان در راستاي ارتباطات علمي بين المللي با مراكز 

سال 1370 1371 1372 1373 1374 1375 1376 1377 1378 1379 1380 1381 1382
 

*

4000 

6446 5263 4548 3684 3788 2854 2906 3546 2424 4145 4244 3970 
ميزان صيد
 )

تن
( 
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رئيس بخش ويروس شناسي موسسه تحقيقات آبهاي شيرين   Dr. Igor shchelkunovتحقيقاتي معتبر با آقاي 

نتايج اقدامات انــجام شـــده بـــه همراه , وارد مشاوره شده و علائم باليني ماهيان مبتلا   (VNIIPRH)موسسه 

 11در تاريخ ( وقوع بيماري در منطقه به آگاهي ايشان رسيد و نحوه  , تصــاويري از سيماي كلينيكي بيماري 

  ) . 82بهمن ماه 

به  (VNN)  بيماري نكروز عصبي ويروسي, با توجه به بررسي هاي بعمل آمده برروي منابع و اطلاعات موجود 

عنوان مظنون اوليه مورد توجه قرار گرفته و بر اين اساس نمو نه هاي مورد نظر بويژه از نقطه نظر آسيب شناسي 

  .يه و مورد بررسي هاي تخصصي قرار گرفت وجستجوي ضايعات و اكوئوله در بافت مغز ته

پوست و , كيسه شنا ,  آبشش , طحال , مغز , كليه , كبد : در اين ارتباط مقاطع آسيب شناسي از بافتهاي 

روده و پيش معده تهيه و مورد بررسي قرار گرفته و در بافت مغزمواردي از آثار و اكوئوله شدن , عضلات 

جهت كشت سلولي و نيز   SSN-1با توجه به عدم دسترسي به تيره سلولي  در اين راستا. مشاهده گرديد 

آزمايشگاههاي رفرانس سازمان جهاني بيماري هاي واگير دام ,  PCRپرايمرهاي اختصاصي جهت انجام آزمايش 

(OIE)   مي باشدضميمه  ن آفهرست (مورد شناسايي واقع گرديد .(  

مذاكره گرديد نامبرده قبلاً اين بيماري را در   Prof. Chi Shau chiيواني علاوه بر آن با يكي از محققين برجسته تا

با سه مركز رفرانس اين بيماري در , علاوه برايشان همچنين .بودكشور تايوان براي اولين بار شناسايي نموده 

ني و تشخيص اوليه از علائم بالي, ژاپن و كره جنوبي مكاتبه گرديد و با ارائه تاريخچه بيماري , كشورهاي ايتاليا 

كشت سلولي : آزمايشات تكميلي از قبيل ,آنان در خواست گرديد تا ضمن موافقت با ارسال نمونه هاي مرضي 

جهت  PCRمطالعات هيستو پاتولوژي ومولكولي ,  FATآزمايشات سرمي همچون ,جهت جداسازي ويروس 

   .)ضميمه مي باشد  تصوير مكاتبات. ( تشخيص نهايي صورت پذيرد 

اعلام نموده بودند كه به علت عدم دسترسي به كفال ماهيان    Dr. Igorاز همان ابتدا آقاي, ر مورد كشور روسيه د

سلولي و پرايمرهاي اختصاصي  هاي  هيچگونه امكانات تشخيصي چون تيرهدر آن كشور   VNN و نبود بيماري

  .براي تشخيص اين بيماري در اختيار ندارند 
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از   Prof.Toshihiro Nakaiاز تــايوان و     Prof. Shau chiآزمـــايشگاه مــورد مكاتبه  چهارز خــوشبختــانه ا

   )پاسخ ها ضميمه مي باشد .  ( كشــــور ژاپــن به اين در خواست پاسخ مثبت دادند 

بي تغيير لازم به ذكر است بعدها مشخص گرديد كه علت عدم پاسخ دو آزمايشگاه ديگر در ايتاليا و كره جنو

متعاقباً پيگيري هاي بعمل آمده موفق به ايجاد ارتباط رايانه . آدرس آنان و عدم دريافت فاكس ارسالي بوده است 

در ايتاليا شده و خوشبختانه اطلاعات و تصاوير ارزشمندي از طريق ايشان دريافت  Dr. BOVO  اي با آقاي

  . .ثر بوده استگرديدكه مقالات واصله در پيگيري هاي بعدي بسيار مو

 تكلودر تاريخ سوم اسفند ماه براساس دستورالعمل هاي دريافتي از نامبردگان كه اغلب بر طبق مقررات و پر

عمليات آماده سازي نمونه هاجهت ارسال به آزمايشگاههاي رفرانس با  ،تدوين شده بود   OIEهاي سازمان 

  :انشكده دامپزشكي تهران به شرح ذيل انجام گرديد همكاري آزمايشگاه گروه بهداشت و بيماري هاي آبزيان د

ماهيان صيد شده كه قبلاً داراي علائم باليني مورد نظر بوده و بصورت زنده سريعاً منجمد شده  .1

  .بودند جهت تهيه نمونه در نظر گرفته شدند

 ,كليه , كبد : ماهيان مزبوردر شرايط آسپتيك كالبد گشايي شده و از اندامهاي داخلي چون  .2

چشم و مغز نمونه برداري شده و اين نمونه هابصورت استريل خارج شده و كبد و طحال با هم و , طحال 

  1(PBS)نــمونه هاي مغز بـصورت جــداگـــانـــه از پنج مــــاهي مبتـــــلا استخراج و در محلول بافر 

يقه در دستگاه قرار گرفته و توسط همزن برقي بصورت هموژن در آمده و سپس به مدت ده دق

سپس جهت  استريل كردن نهايي و جدا كردن , قرار گرفته   (rpm)دور در دقيقه  2000سانتريفوژ 

استفاده گرديد و محلول رويي حاصل از  nm45 /0باكتري هاي احتمالي نمونه هاي مغز از فيلتر  

استريل مخصوص بنام  از اين فيلتر عبور داده و مايع حاصل را در ظروف  (Supernatant)سانتريفوژ 

Ependorf  2cc در فريزر    2ريخته و پس از برچسب زدنc20 -   قرار داده شد. 

                                                 
١ - Phosphate buffered saline                                                                                          
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ن .3

فيكس شده % 10كه قبلادًر فرمالين ) طحال , كليه , كبد ( چشم و انـــدامهاي داخلي , مونه هاي مغز 

رفته و آن جهت قرار گ%  70افي آغشته به الكل صدر داخل كاغذ  پس از خروج از فرمالين, بود 

اين نمونه . گرديد  1جلوگيري از تبخير الكل در ميان فويل آلومينيوم بسته بندي شده و برچسب گذاري

 . تهيه گرديد   FATها جهت آزمايشات هيستوپاتولوژي و 

ه .4

مچنين تعدادي مقطع آسيب شناسي شامل كبد ، كليه ، طحال ، كيسه صفرا ، كيسه شنا ، روده ، مغز و 

صي از قبيل واكوئولاسيون در مغز را دارا بودند در فويل آلومينوم بسته بندي  ثار ضايعات خاچشم كه آ

  .و سپس برچسب گذاري شد 

شايان ذكر است ، بر اساس دستورالعمل ارسالي از سوي آزمايشگاههاي رفرانس ياد شده ، در ابتدا مقرر بود 

2نمونه هاي منجمد در مجاورت يخ خشك
ال گردد تا شرايط مناسب تري جهت حفظ و بقاي بسته بندي و ارس  

پاتوژن هاي احتمالي فراهم گردد ولي متاسفانه عليرغم يافتن منابع تهيه يخ خشك و هماهنگي هاي مربوطه ، 

به دليل مقررات داخلي خود ، موافق با پذيرش و ارسال نمونه هاي منجمد  (DHL) مربوطهشركت  پست پيشتاز

  .همراه با يخ خشك نبود 

علي ايحال نظر به اهميت موضوع و پيگيري هاي همكاران مركز تحقيقات گيلان به دليل شرايط خاص استان       

، عليرغم ميل باطني مبني بر وجود شرايط غير استاندارد در حمل نمونه ها ، نسبت به ارسال نمونه هاي ياد شده به 

( ت گرفته و مراتب طي نامه اي به اطلاع آنان رسيد اقدام لازم صور 16/12/82كشور ژاپن و تايوان در تاريخ 

  )تصاوير مكاتبات پيوست مي باشد 

لازم به ذكر است با توجه به حساسيت گمرك كشور تايوان نسبت به محموله هاي حاوي اجرام پاتوژن و بنا به 

علامت  (mAb ) كليه نمونه هاي ارسالي با برچسب مونو كلونال آنتي بادي Shau - Chi پروفسوردر خواست 

                                                 
١ -  Labeling 
٢-  Dried - Ice 
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به   E.mailگذاري و كد بندي شد و جزئيات مربوط به نمونه هاي ارسالي بصورت واضح و مشخص از طريق 

متعاقب پيگيري هاي بعمل آمده مشخص گرديد كه نمونه هاي ارسالي به كشور تايوان و . آگاهي ايشان رسيد 

  .اي مزبور واصل گرديده است به آزمايشگاهه 20/12/82و  19/12/82ژاپن به ترتيب در تاريخ 

خوشبختانه نمونه هاي مـزبور جهت انـجام آزمـايشات مـولكولي مناسب تشخيص داده شـد و مـتعاقباً در تــاريخ 

در دومين  Prof..Shau Chi ولين پاسخ از كشور تايوان دريافت گرديد ، بر اساس پاسخ ارسالي از سويا 27/12/82

يافت شده  VNNويروس RNAي از نمونه هاي مغز ارسالي از كفال ماهيان ، بر روي يك PCRدور از آزمايش 

است ولي به دليل شرايط نامناسب حمل نمونه ها ، نوار حاصله بر روي ژل آگاروز بسيار ضعيف بوده و امكان 

  .تهيه عكس از آن ميسر نبوده است 

كيفيت نامناسب مقاطع آسيب شناسي ،  همچنين ايشان اسلايدهاي پاتولوژي را نيز بررسي نموده ولي به دليل

  .نامبرده اطمينان كامل از علت بروز آثار واكوئولاسيون در مقاطع نداشت 

آلوده  VNNدر جمع بندي ايشان اعلام نظر نمودند كه بر اساس آزمايشات انجام شده ،  ماهيان كفال به ويروس 

اين ويروس عامل اصلي اين ابتلاي سراسري باشد و در  شده اند ولي با اطمينان قادر به بيان اين موضوع نبودند كه

پايان خواستار ارسال نمونه هاي جديد در شرايط انجماد و در مجاورت يخ خشك شدند تا مجدداً مورد 

  .قرار گيرد  PCRآزمايشات 

 از آزمايشگاه رفرانس كشور ژاپن اولين گزارش مقدماتي دريافت Prof.Nakaiاز سوي  29/12/82در تاريخ 

ايشان در اين گزارش خود اعلام نمودند كه در كمال تعجب تمام نمونه هاي مغز ارسالي در آزمايش . گرديد 

RT- PCR  نسبت بهPiscine nodavirus  عامل ايجاد بيماريVNN  مقرر شد  ايشان در آينده اي . مثبت بوده اند

  .د نزديك گزارشي كامل از نتايج آزمايشات انجام شده را ارائه نماين

 با ايشان درتماس بوده و از E.mailدر فاصله مزبور و در ايام تعطيلات نوروزي و به دليل اهميت موضوع از طريق  

اطلاعات جامع و ارزشمندي در خصوص راههاي كنترل و پيشگيري ، درمان  Prof.Shau Chi طريق نامبرده و

در درياي خزر همچون ماهي سفيد و ماهيان  احتمالي ، احتمال انتقال اين بيماري به ساير گونه هاي آبزي
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خطر انتقال بيماري از طريق مصرف ماهيان مبتلا به انسان و احتمال بيماري مشترك بودن آن ، .خاوياري  ،

1احتمال سرايت بيماري به ماهيان پرورشي آبهاي شيرين و ماهيان پرورش در قفس
درياي خزر ، سرنوشت نهايي  

مالي آنها ، علت ايجاد بيماري و راه اصلي ورود ويروس به درياي خزر دريافت و مورد ماهيان مبتلا و درمان احت

  .مباحثه قرار گرفت كه جهت آگاهي بيشتر تصوير كليه مكاتبات ضميمه مي باشد 

مجموع اطلاعات حاصله حاكي از آن است كه بحران جديدي در انتظار درياي خزر و صنعت آبزي پروري 

وجه به طبيعت ويروس و خطر انتشار سريع آن در درياي خزر و ذخائر ارزشمند آبزيان كه كشور مي باشد و با ت

اين موضوع و پيگيري هاي بعدي آن مي تواند از .مي تواند بر اقتصاد منطقه آثار نگران كننده اي داشته باشد ،  

  .اهميت ويژه اي برخوردار باشد 

ضمن درخواست نمونه جديد بيشتر جهت انجام ارسالي    E.mailدر آخرين  Prof..Nakaiلازم به ذكر است كه 

و انتقال تجربي بيماري بر  2بيماريزايي آزمايشات تكميلي با ارسال پروتكل ويژه اي خواستار انجام آزمايشات

پژوهشكده اكولوژي درياي  با توجه به هماهنگي هاي بعمل آمده با همكاران روي ماهيان به ظاهر سالم شده كه

خواهد انجام و پيگيري نيز در آينده نزديك  آزمايش زتهيه ماهيان كفال سالم ، مراحل مختلف اينپس اخزر

  ..شد

گونه از ماهيان مختلف در كليه نقاط جهان به جز  30ر روي بتاكنون   ( VNN)لازم به ذكر است كه اين بيماري 

در سراسر جهان بسياري از گونه هاي ماهيان قاره افريقا مشاهده شده است و با توجه به دامنه وسيع ميزبانان كه 

منجر بالطبع  كه  شده دريايي را مبتلا كرده و در بسياري از موارد منجر به مرگ و مير بچه ماهيان و ماهيان جوان 

به كاهش وسيع ذخاير موجود خواهد شد ، پيش بيني بر آن است كه در سال جاري و فصل آينده صيد با كاهش 

  .ال ماهيان در درياي خزر روبرو بوده و مشكلات بيشتري عايد صيادان منطقه شود قابل توجهي از كف

درضمن طبق اظهارنظر مدير كل شيلات استان گيلان ميزان صيد ماهيان استخواني در استان گيلان در فصل صيد 

  .كاهش داشته است % 24اخير در مقايسه با مدت مشابه در سال گذشته به ميزان 

                                                 
١ -Cage culture 
٢- Pathogenicity 
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با طراحي و تصويب يك پروژه تحقيقاتي ويژه و تامين  در اولين گام، توصيه بر آن است كه در نهايت ، لذا

اعتبارات مورد نياز در اسرع وقت مطالعات تكميلي آغاز گردد تا بتوان با تشخيص سريع و تعيين ميزبانان  حساس 

  .بيماري صورت پذيرد  در درياي خزر اقدامات بعدي در خصوص تدوين راههاي كنترل و پيشگيري از انتشار

  .در خاتمه اطلاعات تكميلي در مورد اين بيماري به پيوست ايفاد مي گردد 

     ذريه زهراسيد جليل دكتر                                                         

   يهاي ماهيان آب شيرينمدير گروه بيمار                                                                     

  بخش بهداشت و بيماريهاي آبزيان                                                                     

  موسسه تحقيقات شيلات ايران                                                                  
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  (VNN)نكروز عصبي ويروسيگزارش تخصصي بيماري  – 4شماره  پيوست

  بسمه تعالي

اين بيماري  به عنوان يك بيماري ويروسي   Viral Nervous Necrosis (VNN)بيماري نكروز عصبي ويروسي 

خطرناك بسياري از بچه ماهيان ، ماهيان جوان و در پاره اي از موارد ماهيان دريايي بالغ را مبتلا نموده و تقريباً 

  .ناي افريقا رخ مي دهددر سراسر جهان به استث

در حال حاضر اين بيماري از سي گونه ماهيان مختلف آبهاي جهان گزارش شده كه بيشترين تاكيد بر روي گونه 

  : هاي ماهيان ذيل بوده است 

1-sea bass        2-Groupers        3-Jack          4-Puffer          5-Flatfish 

        

  Sea bassدر بچه ماهيان   ( VNN)نمايي از تلفات بيماري

  : بيماري و سبب شناسي  ولوژي تيا

اده نوداويريده و از خانو (Betanodavirus)ويروس عامل بيماري نكروز عصبي متعلق به جنس بتانوداويروس 

(Nodaviridae) نانومتر بوده فاقد  20-25قطر اين ويروس . به عنوان يك عضو جديد اين خانواده محسوب مي شود

  ) ذيلتصوير( وداراي تقارن كروي تا چند وجهي مي باشد بوده پاكت



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / / 166166166166

 

  

 43و  41هاي مولكولي ويروس از نوع گليكوپروتئين مي باشد و داراي وزن  Capsidپروتئين ساختاري موجود در  2

از جمله نوداويروس هاي (  (Alphanodavirus) ژنوم بتانودا ويروس همانند جنس آلفانوداويروس. كيلودالتون مي باشند

 × 103و  5/0×103؛  RNAاين دو مولكول  نتك رشته اي است كه وز RNAداراي دو مولكول ) مربوط به حشرات 

  : بندي مي شوند طبقهژنوتيپ ذيل  چهارهاي ماهي در  نوداويروس. كيلو دالتون مي باشد 02/1

1- TPNNV: Tigre Puffer nervous nerosis virus 

2- SJNNV: Striped Jack nervous necrosis Virus 

3- BFNNV: Barfin flounder nervous necrosis Virus 

4- RGNNV: Red – Spotted grouper nervous necrosis Virus 

انتشار ويروس در بافت هاي ديگر بسته به گونه  وهدف در اين بيماري تلقي مي شود بافت عصبي به عنوان بافت 

  . و سن ماهي متفاوت است 

  

  Sea bassدر بچه ماهيان   ( VNN)پرخوني بافت مغزماهي  در بيماري نمايي از



 167167167167.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

ويروس در اين  بسيار حساس بوده و تيتر) بسيار قليائي( pH=  10-12و ) بسيار اسيدي ( pH=  3 به اين ويروس

قابليت بيماريزايي ويروس را مي  oC60در يك تيمار يك ساعته و در دماي . كاهش مي يابد  104حالت به ميزان 

بر روي تيره  CPEمنجر به ظهور ضايعات  oC 32-24ويروس عامل نكروز عصبي در دماي . توان متوقف كرد 

  . مي شودSSN-1 سلولي 

  : گشايي و يافته هاي كالبد بالينيعلائم 

مواردي همچون رفتارهاي شناي . علائم اصلي بيماري با حالات متنوعي از اختلالات عصبي مشخص مي گردد

  و بروز حالات ) با شكمي متورم  خوابيده بر آب مارپيچي ، چرخشي يا(تامتعارف 

حالات و  معمولاً. بيماري است اين  در بافت عصبي مركزي از موارد شاخص) حفره حفره (واكوئولاسيون 

بطور معمول در ماهيان جوان ضايعات با . اكوئوله شدن در لايه هاي هسته دار بافت شبكيه چشم نيز وجود دارد

نسبت به  ضايعاتدر اين سنين بوده و ن  گسترده ضايعات در ماهيان مسن تر  .بيشتري به چشم مي خورد  تشد

يتوپلاسمي از سلولهاي بافت مغز در برخي گونه ها ،  حضور گنجيدگي هاي داخل س. تمايل بيشتري دارند  شبكيه 

مشاهده شده است  اتعارضه اي معمول بوده و بكر گزارش شده است ولي در اغلب گونه ها نكروز بافت عصبي

 .  

          

  (VNN)  ماهي مبتلا به  بيماري شبكيه چشم مغز و حالات واكوئوله شدن در بافت عصبي
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 Sea bassدر ماهيان جوان ( VNN)تورم كيسه شنا در بيماري ماهي  مبتلا و كالبد گشايي نمايي ازآثار

با وجود . ، مرگ و مير قابل توجهي در ماهيان رخ مي دهد باليني ، با شروع اولين علائم بيماري معمول در روند 

در برخي گونه ها بندرت اتفاق مي افتد ولي مرگ و مير در ساير گونه ها اغلب در  آنكه بيماري در ماهيان جوان 

اين موضوع بيانگر وابسته به سن . نمي رسد %   100سنين پايين و ماهيان جوان رخ مي دهد كه معمولاً به حد 

اروپايي و  Sea bassمرگ و مير قابل توجهي از ماهيان گونه . بيماري است ماهيان جوان به  حساسيت وبودن 

نيز مرگ و مير بيشتر در ماهيان جوان  هاگونه  نگزارش شده است ولي در اي  بازاريدر سنين  ( grouper )هامور 

به اثبات رسيده است و اين حقيقت با  P.dentexانتقال عمودي عامل مسببه بيماري در گونه . مشاهده شده است 

منجر به كنترل بيماري در بچه  نتايج اين .رخداد زودرس چهره باليني بيماري در ماهيان جوان مشخص شده است 

و RT – PCR تشخيصي شده است كه اين عمل به كمك آزموني موفقيت آميزبه نحو   Striped Jackماهيان جنس 

 .زن صورت گرفته است ا ضد عفوني تخمهاي بارور به وسيله گاز نيزتشخيص مولدين حامل ويروس وبه منظور 
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اين در حالي است  مشاهده است ،  D. Labraxهمچنين بر خلاف انتظار ، آلودگي مايعات تخمداني نيز در گونه 

  .نمودن تخمها مشاهده مي شود  بارورمعمولاً سي روز پس از  دراين گونه كه بطور معمول بيماري

راه انتقال و معرفي ويروس به محيط به غير از انتقال از طريق سلول هاي جنسي و همزيستي ماهيان با در خصوص 

، ماهيان جواني كه در يك جاري ي همچون آبهاي هم تاكنون راه ديگري به اثبات نرسيده است ولي احتمالات

به اين موضوع . مطرح مي باشند در انتقال بيماري مكان نگهداري مي شوند ، ظروف حمل ماهيان و كشتي ها نيز

ه وده  لذا مي توانند بكه اينگونه ويروس هاي كوچك نسبت به شرايط محيطي كاملاً مقاوم ب اثبات رسيده است 

  ..در جهان منتشر گردندت هاي تجاري سهولت توسط فعالي

  :روند تشخيص بيماري 

نخاع و شبكيه چشم ماهيان  ،مغزبافت  بر اساس ظهور ضايعات و اكوئولي در VNNتشخيص اوليه بيماري 

اگر چه در ماهيان منفردي كه ضايعات و اكوئوله . مبتلاست كه توسط ميكروسكوپ نوري قابل تشخيص است 

  .صبي خود نشان مي دهند ، تشخيص امر دشواري است كمي را در بافت هاي ع

        

 VNN)  (ماهي مبتلا به  بيماري  (Re)بافت شبكيه چشم و (Br)مغز واكوئوله شدن در بافت عصبي  حالات

. ذرات ويروسي در بافت هاي مغز و شبكيه ماهيان مبتلا هم در رنگ آميزي مثبت و هم منفي قابل مشاهده است 

ذرات .ي مثبت ، ويروس با سلول هاي واكوئوله شده مرتبط بوده و با گنجيدگي هايي همراه است در رنگ آميز
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. نانومتر در داخل سيتوپلاسم سلولهاي مبتلا در اين بيماري گزارش شده است  34تا  22ويروسي متنوعي از حد 

 .سلول مشاهده مي شود  گاهي نيز اين ذرات بصورت يك ويريون منفرد درهم متراكم شده و داخل و يا خارج

              

 ( VNN)مبتلا در بيماري ذرات ويروسي در بافت هاي  نمايي ازآثار

  درخشان غير مستقيم  پادتن هاي توسط آزمايشات  VNNتمامي بتانودا ويروس ها در بيماري 

Indirect fluorescent antibody test    يا(IFAT)  و آزمايشImmunohistochemistry   قابل شناسايي مي باشند كه اين

همچنين . كه در خرگوش تهيه شده صورت مي پذيرد  Rabbit anti- SJNNV Serumآزمايش توسط آنتي بادي 

منفردي  ( Primer )قابل تشخيص مي باشند كه اين كار بر اساس پرايمر  PCR –  RTاغلب موارد توسط آزمايش  

اين پرايمر .( باز طراحي شده صورت مي پذيرد  427با  SJNNVيروس ژن پروتئين پوشش و T4كه بر اساس ناحيه 

با ) ، بجز يك مورد استثناء ، كارآيي دارد  VNNجهت شناسايي انواع ژنوتيپ هاي متنوع نودا ويروس هاي عامل 

در مطرح بوده و  نيز براي شناسايي ويروس ها NT)(و ( ELISA )وجود آنكه ساير روش هاي سرولوژيك همچون 

سترس مي باشند، در مورد بتانودا ويروس ها به دليل آنكه اطلاعات سرولوژيك محدودي وجود دارد ، تنها د

  .مورد استفاده قرار مي گيرد  VNNبراي برخي موارد در 

بنام          كشت داد كه اين تيره سلولي از ماهي   SSN- 1همچنين مي توان بتانودا ويروس ها را در تيره سلولي 

Striped snake head   نوعي تيره سلولي مشتق شده از . مشتق شده استSSN-1   كه آن راE -11  مي نامند براي

  .دارد فراوان  تحليل كمي و كيفي همه بتانودا ويروس كاربرد و تجزيه
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در ) سمت چپ (و مقا يسه آن با نمونه طبيعي ) سمت راست ( SSN- 1در تيره سلولي  CPEنمايي ازآثار

  VNNاريبيم

ميزان اطلاعات كافي در پاسخ هاي ايمني وسرولوژيك ماهيان به عفونت هاي ويروسي ، تعيين فقدان  به دليل

در ماهيان مبتلا ، تاكنون به عنوان يك روش معمول و متعارف جهت  VNNآنتي بادي هاي ضد ويروس تيتر 

  .است  ارزيابي آلودگي ويروسي در جمعيت ماهيان مورد پذيرش قرار نگرفته

  :مواد مناسب جهت نمونه برداري براي آزمايشات ويروس شناسي 

  ) :ماهيان بظاهر سالم ( ماهيان فاقد علائم باليني  •

. مغز ، نخاع و چشمها ضروري است استفاده از بافت گترربراي ماهيان بز وكل بدن بچه ماهيان و ماهيان جوان 

  .خمريزي نيز توصيه مي شود همچنين مايعات تخمداني از مولدين ماده در فصل ت

  :ماهيان مبتلا و داراي علائم باليني  •

  .است الزامي مغز ، نخاع و چشم ها برداشت  كل بدن بچه ماهيان و ماهيان جوان و براي ماهيان بزرگتر

انتخاب و بر اساس نوع آزمون در  ( Sampling )نمونه هاي فوق الذكر بر اساس شرايط استاندارد نمونه برداري 

حيط هاي خاص نگهدارنده قرار گرفته و در شرايط حمل استاندارد جهت انجام آزمايشات مربوطه به م

 .آزمايشگاه تخصصي مورد نظر ارسال خواهد شد 
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  : كنترل و پيشگيري 

هيچ راه كنترل مشخصي براي كنترل عفونت در ميان جمعيت ماهيان وحشي تاكنون گزارش در اين بيماري  

راه ممكن كاهش ميزان عيار ويروس در محيط با استفاده از خارج نمودن ماهيان مبتلا از محيط ، تنها . نشده است 

 Prof .Chi Shauتوصيه هاي (نان و يا سوزاندن مبتلايان مي باشدآ استريل نمودن آنان با محلول كلر و سپس دفن

chi در مكاتبات اخير (  

هزينه بر و داراي مشكلات   يعي درياي خزر بسيار پيچيده ،اين امر با توجه به وقوع عارضه در اكوسيستم طب( 

  )سخگوي اين نياز نمي باشدااجرايي فراوان بوده و نياز به تمهيدات خاصي دارد كه امكانات فعلي موسسه پ

از . روش هاي عملي تري توصيه شده است  (VNN)در خصوص محيط هاي پرورشي جهت كنترل بيماري ليكن 

استفاده از مولدين عاري از ويروس و ضد عفوني تخم ها توسط  ز انتقال عمودي بيماري ،جمله جهت پيشگيري ا

  .و جهت پيشگيري از انتقال افقي بيماري ، ضد عفوني آب مصرفي مزارع توصيه مي گردد UVازن و يا اشعه 

 capsid)  يروسحاصل از پروتيئن پوشينة و (Recombinant)در حال حاضر استــــفاده از واكسن هاي نوتركيب 

protein) در مراحل آزمايش اوليه بوده و بصورت تجاري در دسترس نمي باشد.  

  :درمان 

  .همچون ساير بيماري هاي ويروسي آبزيان ، هيچگونه درماني براي ماهيان مبتلا وجود ندارد

  



 173173173173.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

  : تشكر و قدرداني 

مورد و در نهايت قدر شناسي،   با ذكر ناميم بوده اند كه شايسته است هدر انجام اين بررسي همكاران عزيزي س

كه با همكاري صميمانه  و هميشگي خود انجام تقدير و تشكر قرار گيرند ، از آقاي دكتر مهدي سلطاني 

ي و مراحل آماده سازي نمونه ها را درآزمايشگاه بيماريهاي آبزيان دانشكده دامپزشكي ژآزمايشات باكتريولو

از آقاي دكتر عيسي شريف پور كه در بازديد و نمونه برداري از منطقه و بررسي  دانشگاه تهران تقبل فرمودند،

مقاطع آسيب شناسي با دقت و حوصله بسيار همراهي نمودند، از آقاي دكتر مصطفي شريف روحاني به پاس 

اي ي دريژوهشكده اكولوژحمايت و همدلي هاي ايشان ، ازآقاي دكتر علي اصغر سعيدي  وهمكاران محترم در پ

يك و تست بيماريزايي را قبول زحمت فرمودند تقدير و تشكر ژخزر كه  عمليات خونگيري و بررسيهاي هماتولو

  .مي گردد

همكاران بخش بهداشت و ه ژبوي مسئولين مركز و  كليه همكاران مركز تحقيقات ماهيان استخواني ،همچنين از 

كه از ابتداي وقوع زيزبخش مديريت ذخاير موسسه و نيزهمكاران ع مركز يژو بخش اكولو بيماري هاي آبزيان

دانشجوي ه و با ارسال اطلاعات مورد نياززينت بخش اين مجموعه شدند و نيز همراهي نمود عارضه مجدانه ،

و آقاي هادي باقري كارشناس و تصاوير بيماري قبول زحمت نمودند    شمس كه در تهيه منابعشيوا ساعي خانم 

ريهاي آبزيان دانشكده دامپزشكي دانشگاه تهران به پاس زحمات ايشان در آماده سازي محترم آزمايشگاه بيما

از  Prof.Nakai  همچنين از همكاران برون مرزي اين بررسي ، .به سهم خود تشكر و قدرداني مي گرددنمونه ها، 

آزمايشات تشخيصي و  از كشور تايوان كه در انجام Prof. Shau chiدر كشور ژاپن و  VNNمركز رفرانس بيماري 

شناسي  رئيس بخش ويروس   Dr. Igor shchelkunovو نيز    ارسال اطلاعات مورد نياز صميمانه همكاري نمودند

تقدير و كشور روسيه   به پاس محبت هاي هميشگي ايشان ،    (VNIIPRH)موسسهموسسه تحقيقات آبهاي شيرين 

  .تشكر مي گردد

 .سپاسگزاري مي گردد ارسال نمونه ها و تايپ گزارشبه خاطرنيز  سسه از زحمات همكاران امور اداري مو



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / / 174174174174

 

 بع امن
1. Chi Shau chi , Lo C.F., Kou G.H., Chang P.S., Peng S.E. & Chen S.N.(1997). Mass mortalities 

associated with nervous necrosis (VNN) disease in two species of hatchery-reared grouper, 

Epinephelus fuscogutatus and E. akaara (Temminck & Schlegal) .J.Fish Dis.,20,185-193. 

2. Fukuda Y., Neguyen H.D., Funuhashi M. & Nakai T. (1990) Mass mortality of cultured sevenband 

grouper, Epinephelus septemfasciatus, associated with viral nervous necrosis .Fish Pathol., 31 , 

165-170 .  

3. Iwamoto T., Mise K., Mori K., Arimoto M., Nakai T.& Okuno T (2001). Establishment of an 

infectious RNA transcription system for striped jack nervous necrosis virus, the type species of the 

Betanodavirus ,J.Gen Virol., 82, 2653-2662. 

4. Mori K., Nakai T., Murogo K., Arimoto M.,Mekuchi T.,& Kanno T.(1991). A viral disease in 

hatchery –reared larvae and juveniles of redspotted grouper. Fish Pathol., 26, 209-210. 

5. Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals (2003), Part 2, Section 2.1, Chapter 2.1.7., Office 

International Epizootic (O.I.E) . 

6. Nakai T., Neguyen H.D., Nishizawa T., Muroga K., Arimoto M., & Ootsuki K. (1994). Occurrence 

of viral nervous necrosis in kelp grouper and tiger puffer .Fish Pathol., 29, 211-212.  

7. Nishizawa T. ,Mori K., Nakai T., Furusava I., & Murogo K.,(1994). Polymerase chain reaction 

(PCR) amplification of RNA of striped jack nervous necrosis virus (SJNNV). Dis. Aquat.Org., 18, 

103-107. 

  

  

  

 

  

: 

 



 175175175175.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 

كشور  Office International Epizootic (O.I.E) نتايج دريافتي از آزمايشگاه رفرانس   -5شماره  پيوست

  ايتاليا جهت آزمايشات ايميونوهيستوشيمي  

  

  



 گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي گزارش نهايي طرح هاي تحقيقاتي / / / / 176176176176

 

  
  

  
  



 177177177177.../  .../  .../  .../  جداسازي، جداسازي، جداسازي، جداسازي، ((((مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي مطالعه بيماري نكروز عصبي ويروسي 

 
Abstract: 

Viral Nervous Necrosis (VNN) is a worldwide disease affecting several species of cultured marine fish. For the 
past two decades, betanodavirus infections that cause Viral Nervous Necrosis (VNN) have emerged as major 
constraints on the culture and sea ranching of marine fish in almost all parts of the world. More than forty species 
mainly of marine origin have been so far affected and this number is likely to rise in future following the 
introduction of new species and the increase of aquaculture trade. 
Unknown acute mortality occurred in wild golden grey mullet Lisa auratus and Liza saliens in Iranian waters of 
Caspian Sea in recent years. In order to isolation and confirmation of causative agents of golden grey mullet  
mortality in the Caspian Sea, a complementary research investigation project was designed in 2005 and approved 
immediately in Iranian Fisheries Research Organization (IFRO). Many diagnostic aspects such as Virology (Cell 
culture and Elctereone Microscopy), Hemathology, Bacteriology, Histopathology, Molecular biology (Nested-
RT-PCR), Heavy metals measuerment and Serology (IFAT and IHC) were employed in mentioned 
multidiciplinary project. About 322 moribund fish samples which revealed skin darkening, erratic swimming 
behavior such as spiral and belly-up at rest and high distention of swimming bladder. Suspected samples were 
collected from coastal capture sites in iranian north proviences in 2006 till 2009. Targets tissue such as brain and 
eye were removed in strile condition and then kept in -80oC frezzer for cell culture and Nested-RT-PCR. Other 
tissue samples from liver, kidney, intestine, stomach, gill, skin and muscle, gall bladder and gonads were taken  
and fixed in 10%  buffer formalin and same parts  fixed in glutaraldehyde 3% for histopathology, IHC and EM 
respectively. Cytopathic effect (CPE) was observed in those cell cultures just six days after inoculation with the 
dilutions of the tested 312 homogenate supernatants. CPE in monolayers of cells cultured (SSN-1 cell line) was 
characterised by thin or rounded, refractile, granular cells with vacuoles. Nine samples were positive in virology 
assay. Nested- RT-PCR was done on suspected tissue samples and supernatant of CPE positive samples and 21 
tissue samples and all CPE positive samples were positive. IFAT was selected as a confirmatory method for 
identifying viral strains replicating on cell cultures and carried out with rabbit anti-betanodavirus serum on 
suspected tissue samples and some smears of CPE positive samples. Some bright points approved betanodavirus 
antigen and confirmed cell culture and Nested-RT-PCR findings. 
In fixed tissue samples widespread and massive vacuolation were observed in brain, spinal cord, retina and 
optical nerve. In order to confirmation of diagnostic findings , IHC was done with monoclonal antibody anti-
betanodavirus and some red-brown points were observed. Theses findings revealed expected viral antigens and 
confirmed previous results. Moreover, virus particles with 25-30 nm in diameter were visualized in infected 
brain and retina using positive staining in TEM. Also pathogenicity test was employed to confirm the obtained 
results. So Guppy fish Poecilia reticulata and sturgeon fry were used instead of the experimental host due to ease 
of handling and susceptibility. After 15 days post infection, guppy bathed in VNN-infected tissue culture with 
104 TCID50  showed clinical signs similar to naturally infected Golden grey mullet, and the mortality rate reached 
up to 100% in 75 dpi. When target organs were examined by cell culture isolation, serology, and histopathology, 
all revealed the presence of virus in the Guppy. Suspected  supernatant injected to sturgeon fry through 
intravitreous injection and widespread vacuolation were observed in brain and spinal cord buy IHC and Real 
time PCR were negative. In conclusion, with attntion to obtained results in this investigation such as  ecological 
factors, clinical signs, histopathological, virological and bacteriological results, molecular analysis, (IHC, IFAT, 
PCR), TEM demonstration, serological and hematological findings,  it could be confirmed that VNNV was the 
main causative agent for disease outbreak in Golden  grey mullet in Southern coastline of Caspian Sea.  
Key words:  Viral nervous necrosis, Golden  grey mullet, Liza aurata , Liza saliens,  histopathology , virology, 
bacteriology, IHC, IFAT, PCR,TEM, Caspian Sea, Iran 
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