
در تعدادي  ) Yersinia ruckeri(در تشخيص بيماري يرسينيوز PCR-Multiplexمقايسه دو روش هيستوپاتولوژي و 

  ازمزارع پرورشي ماهيان قزل آلاي كشور

  3و4يبهرام كاظمدكتر،2و3ي محمد رضا روزبهانمهندس، 1ان اصلياباني خيقيعادل حقدكتر

com.gmail@GPathologist 

ir.ac.srbiau@Haghighi 

  ران يآبزيان، تهران، ابهداشت و بيماريهاي گروه -ي دامپزشك علوم تخصصيقات تهران، دانشكدهي واحد علوم وتحقي دانشگاه آزاد اسلام-1
  ايران پژوهشكده مهندسي جهاد كشاورزي، تهران، -2
  ران ي،  تهران، اي و ملكولي سلوليولوژيقات بي ، مركز تحقيد بهشتي شهي دانشگاه علوم پزشك-3
  ران ي، تهران، اي، گروه انگل شناسيد بهشتي شهي دانشگاه علوم پزشك-4

 :  دهيچك

 ي و كشاورزي پروريصنعت آبز به يان است كه سالانه موجب خسارات هنگفتي  آبز1ي دهان قرمز روده ايماري عامل بيا راكرينيرسي

وع شان در مراكز پرورش يس كه شيوزينيرسي مانند يي هايماري بيع و اقدام موثر براي، سريص قطعي تشخ. گردديران و جهان ميدرا

 & histopathology يصيتشخسه دو روش يق مقاين تحقي هدف از ا . برخوردار استيژه ايت ويع است، از اهميار سريقزل آلا بس

PCR بيماري يرسينوز يا بيماري دهان قرمز روده ايص ي در تشخ(ERM) است.) Enteric Redmouth Disease  ,يا Blood 

Spot Disease  (ران استي قزل آلا در ايدر ماه.  

 يلا قزل آي هايز بافت ماها PCR مورد استفاده در هر واكنش ) DNA( ، ان ، آ ي ، دPCR بر يشات مبتنين مطالعه در آزمايدر ا

، از بافت يش پاتولوژيدر پا. رددگ يت مياده از ژل الكتروفورز رو ئ ، با استفPCRواکنشمحصول  استخراج و يماريمشكوك به ب

 ني پارافينمونه ها در قالب هاسپس .  استفاده شده استسالين% 10ن يكس شده در محلول فرماليا در حال مرگ ِ ،في زنده ي هايماه

 & Hematoxillinله ي آماده شده بوسيد هاي اسلا.متر برش داده شدنديلي م7-5 به ضخامت تال يجي ديوم هاتكرويله  ميت و بوسيتثب

Eosinقرار گرفتنديسر و مورد بره شديزي رنگ آم .    

                                                            
1 Enteric red mouth disease (ERM) 
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 در ي سطحيزي و وخونري داخلي حاد در بافت هايسم يل  سپتي از قبي تيپيككيني نمونه مشكوك  كه علائم كل20ق ين تحقيدر ا

 يشات بر روي آزماييجه نهايش قرار گرفتند كه  در نتياد شده مورد ازماي يك هاي دادند،  با تكنيراف دهان و مقعد از خود بروز ماط

 . بودعدد5ن تعداد يك اي و در روش پاتولوژعدد2  مثبتي تعداد نمونه هاPCR مشابه، در روش ينمونه ها

  مقدمه

 باشد که اغلب تاژکدار يم Enterobacteriaceae  بدون اسپور خانوادهي هاياز باكتر و ي گرم منفيلي ، كوكوباسيا راكرينيرسي

 .(Rucker, 1966; Tobback et al., 2007)هستند

 يماريا بي سينوزيرسي يماريب) انيآزاد ماه(  قزل آلا ي در مزارع پرورش ماهيائي باكتريهاماري بن،ي و مرگبار ترني ترعي ازشايكي

 Onchorhynchus) قزل آلايپرورش ماه ك كارگاهي از  و1950ن بار در دهه ي اوليماريب نيا 2 . است(ERM)يدهان قرمز روده ا

mikiss) دره هگرمن گزارش شدواقع دركا يداهو امري ادر  (Bullock et al., 1978; Rucker, 1966; Gibello et al., 1999; Tobback et al., 2007).  

 ي علائمينياز نظر بال.  گرددزبانان حساس خود ي در ميداخل و ي سطحيزي همراه با خونريسم يتموجب سپ ممكن است، يمارين بيا

 يعات در آن، سپتيجه تجمع ماي، تورم روده در نت چشم و اطراف مقعدي هايزي خونر،يزي خونربا دو طرفه همراه يفتالماگزوچون 

 اندام يزي خونر  همراه با التهاب،.(Rucker, 1966; Gibello et al., 1999; Avci and Birincioglu, 2005; Tobback et al., 2007)ي عمومي هايسم

 در هي، كل طحالي اندام هايبزرگ و يزي و خونر كدر يعات چركيره شده و روده متورم و مملو از ماياه و تي س،  مثل بادكنك شناييها

  )  از مولف و همكاران CوBوAتصاوير( هستنديماري بيكي پاتولوژ باليني و ي به عنوان شاخصه هاماريان بيماه

 يارين و دانشمندان بسيس توسط محققيوزينيرسي يماري مولد بييايص عامل باكتري در تشخPCRك ي از كاربرد تكنيصور مختلف

 Argenton et al., 1996; Gibello et al., 1999; Altinok et al., 2001; Lejeune and Rurangirwa, 2000; Coquet et al., 2002; DelCerro)شنهاد شده استيپ

et al., 2002; Roozbahani et al., 2009)  

ك يس، روش پاتولوژيوزينيرسيك يكروسكوپي ممطالعه وكيينيش كلي پاين متد هايج تري را وني از سودمند تريكيگر ي دياز سو

 آنرا  نتايج حاصل از تواني است كه متشخيصي  ين روش هاي از بهترhistopathologyك ينكه تكنيضمن ا (R.J Roberts.2001) .است

  . نمود و انطباق آنها را مطالعهسهي مقاPCRك  ي تكن نتايجبا

 

                                                            
2 ‐ Enteric Red mouth Disease(ERM) 



 

 تيرگي رنگ بدنمعاينه باليني ماهيان قزل آلا ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به همراه ) A(تصوير 

 

 زخم و پتشي روي مخاط زبانآلا ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به همراه معاينه باليني ماهيان قزل  ) B(تصوير 

 

 

 اگزوفتالميا و خونريزي شديد جلديمعاينه باليني ماهيان قزل آلا ي مبتلا به عفونت يرسينيوز به همراه  ) C(تصوير 

 

  

  



  

 مواد و روش ها

 

ن ي در اي مورد بررسيه  نمونه هايكل. رفته استيران صورت پذي ا- در تهران2009 تا سپتامبر 2008 سپتامبر يق در بازه زمانين تحقيا

در (جاده هراز و گلستان- از استان هاي مازندران  انده را از خود بروز داديماري ب اوليه قزل الا  كه علائماني ماهيت هايش از جمعيآزما

 ي نگهدارحمل وايخ زده ي بصورت يسازمان دامپزشكهماهنگي  با كهاست، شده ي گرد اور )رنامه كنترل بهداشتيقالب نمونه هاي ب

 به  يستوپاتولوژيشات هي جهت آزما ساليندرصد10ن يل در فرماي نگهدار،حمل و PCRشاتيآزما جهت  درصد20ك يليدرالكل ات

  .نده اشگاه منتقل شديازما

 PCR آزمايشات مبتني بر

 خراج استDNA 

DNA مورد استفاده در واكنش PCR بافت روده يي انتها3/1، از (50‐25mg)بر اساس دستور  و يماري مشكوك به بي هاي ماه

  .استخراج شد) (Roche Company, USAي كمپانDNAت  استخراج ي  كالعمل

  

 مر و واكنش يپراPCR 

  ك ي نادرست در تكنيج منفي از اخذ نتايريبه منظور جلوگPCR ،16 ي ژن هاي بر تواليمر  مبتني  از دو جفت پراS 

rRNA ي باكتر Yersinia ruckeri  و Oncorhynchus mykissي در ماه  18S rRNA  واكنش كيدر 

MultiplexPCR يمر هاياطلاعات مربوط به پرا. شداستفاده ارائه شده،   و همكارانين توسط روزبهانيش از اي كه پ  

  .مده استر آي در جدول ز PCRط واكنش ي   و شرا  (YER3, YER4 & Onmy F,Onmy R) ي به نام هايانتخاب



ش قرار ي مورد آزماCorbet Researchكلر يتر و در دستگاه ترموسايكرو لي ما20 يياد شده در حجم نهاي يك از واكنش هايهر 

ك ي مولارازهريليم/ MgCl2 ، 15 مولار يليم 5/1مرها ، يك از پرايكومول از هري پDNA  ،20 كروگرم از يم/ 1متشكل از  . گرفت

كل متشكل ي سي تعداد س<قهي دق2 درجه بمدت 94ه يون اوليدناتوراس:  رانجام گرفتيط زي با شراPCRانجام . ه شدي  ها  تهdNTPاز 

 واكنش "تايه و نهاي ثان30 درجه بمدت 72 درجه و اكستنشن در 55ه در ي ثان30نگ بمدت يليه، اني ثان3 درجه بمدت 94ون در ياز دناتراس

  .(McPherson et al., 2000).  درجه قرار داده شد72قه در حرات ي دق5بمدت 

 الكتروفورز  

د و تابش يوم برومايدي اتيحاو% 5/1 ژل اگارز يرو له الكتروفورز ي بوس PCRتر از محصول يكرولي م10  پس از اتمام واكنش مقدار 

ن مرحله از ي  در ا.(Boffy, 1984) . و مشاهده قرار گرفتيناتور مورد بررسيلوميستگاه ترانس ا نانومتربا د260  با طول موج UVنور 

 استفاده )اخذ شده ازآزمايشگاه مركز تشخيص( و نمونه كنترل مثبت سازمان دامپزشكي  شركت فرمنتاسDNA 100bp يماركر وزن

   .شد

  يستو پاتولوژيهآزمايشات مبتني بر 

 هاي هدف از جمله كبد،كليه،طحال و بافت كه، يبطور.  شدستفاده استاندارد، اي از  روش آماه سازيولوژستو پاتيشات هيدر آزما

له  يو بوست ين تثبي پارافيسپس نمونه ها در قالب ها. كس شديف%  10ن يدر محلول فرمال ا در حال مرگ،ي زنده ي هاي ماهروده

 يزي رنگ آمhaematoxillin & eosinلهي آماده شده بوسيد هاياسلا. شدندمتر برش داده يلي م7-5تال  به ضخامت يجيدكروتوم يم

    (R.J Roberts,2001)  . قرار گرفتندي و مورد بررسهشد

  



  :جينتا

و جفت  يماري مشكوك به بي قزل آلا ي از بافت ماهي استخراج DNAيمحتووب  يكرو تي هر م ،PCRشاتيآزمادر مجموعه 

 16S ي ژن هاير توال بي شده  مبتني طراحيمرهايپرا rRNA ي باكتر Yersinia ruckeri  18 وS  rRNAقزل آلاي ماه  

mykiss Oncorhynchusنشان دهنده الكتروفورز محصول   2 و 1شكل شماره .  است Multiplex PCR5/1 ژل آگارز ي رو%  

 Yersinia ي باكتر 16S rRNA ي مربوط به ژن ها به ترتيبbp 725 و bp 573 ي مثبت باند هاي در نمونه ها كه ياست بطور

ruckeri  18 وS rRNAقزل آلاي ماه  Oncorhynchus mykissباند ي منفي و در نمونه ها bp 725  18 مربوط به ژنS 

rRNAقزل آلاي ماه  Oncorhynchus mykiss  به عنوان كنترل واكنشPCR ، شود يهمانطور كه مشاهده م. ت استيقابل روئ 

كه خود اين مسئله صحت انجام ر شده است ،ي تكثPCRزبان  به عنوان كنترل واكنش ي تنها قطعه مربوط به ژن مي منفيونه هادر نم

 .ر شده اندي تكث هر دو آمپلي فاي و زبان و پاتوژني مي ژني هاي مثبت، توالي در مقابل در نمونه هاآزمايش ملكولي را تاييد مي نمايد،

شات ي  گزارش شد در مقابل در آزمايمنف ، مورد١٨ مورد مثبت و ٢ ، PCRش به روش يد آزما نمونه مور20از مجموع 

 نشان داده شده 5و4و3ل شماره ا شكا همانطور كه در.  گزارش شدي مورد، منف15 مورد مثبت و5 مذكور ي از نمونه هايستوپاتولوژيه

 قابل مشاهده كليه و طحال كبد، هايدر بافت تريايي و ايجاد كانون هاي نكروتيك و هجوم كلني هاي باك يزي، خونراست

  (Haghighi.A 2008)است

   
 روي ژل PCRالكتروفورز محصول -2شكل  

در نمونه هاي منفي فقط محصول  .   %5/1آگارز 
PCR تكثير شده از ژن ماهي در كنار ماركر 

ل محصو-1شكل   روي ژل آگارزPCRالكتروفورز
در نمونه هاي مثبت هر دو باند مربوط به .   5/1%

 پاتوژن در  ژن تكثير شده از ژن ماهي وPCRمحصول 
   قابل روئيت است100bp   است قابل روئيت100bpكنار ماركر 



  

 

 (H&E staining)در كبد به همراه كلني باكتريايي    در بيماري  يرسينيوزيس و نكروزتصويرهيستو پاتولوژي بخشي از كانون هاي خونريزي: 3شكل 

  
   H&E staining) (    در بيماري  يرسينيوزيس در توبول هاي پروكسيمال كليوي نكروزهيستوپاتولوژي از عات  ضايتصوير: 4شكل

 

   H&E staining) ( س در بيماري  يرسينيوزي  هموسيدرين به رنگ سبز حنايي متمايل به زرد  همراه كانون هاي نكروتيك و تجمع به در طحال كلني باكتريايي: 5شكل

  



  

 PCR  and Histopathology  نتايج حاصل از ازمايشات- 1جدول شماره 

  مشكوكيتعداد نمونه ها يستوپاتولوژيدر صد ه  PCRدرصد   جينتا  

2   PCR  5 Histopathology 25%   مثبت 10%

18 PCR  15 Histopathology 75%  90%  يمنف  

  20  PCR 20 Histopathology 100%  100%   جمع

  :بحث

 ان قزل آلاي كشوري پرورش ماه تكثير و ي توان در استخر هايوز را مينيرسي  عاملن مهم است كهين ايق، مبين تحقي حاصل از اجينتا

سطح  شيافزا.  استPHرات دما و يي مرتبط با فصل، تغيطي استرس زا  و محي، فاكتور هاي به  مقاومت ماهيماري شدت بروز ب.افتي

ون و يزولاسيان به منظور اي ماهيت هايش جمعي و پاي،  غربالگريستيت زين امني و قوانيبهداشت مراكز پرورشصوص  در خيآگاه

  در حال حاضر.ران دارديوز در اينيرسي در محدود كردن سرعت يي نقش به سزايعير طبي غيان با رفتار هايمار و ماهي بانِينه ماهيقرنط

 قزل آلا ي ماههد كنندي تولي كشور هااكثرك در ي اندميماري بكي باشد و به عنوان ي ميهان پراكنش جيداراس يوزينيرسي يماريب

 ارزش  سالانه ا يتاني بري قزل آلايانجمن ماه آماربرابر. رود ي  به شمار مي آبيستگاه هاي آن در زيعيزبانان طبير مي و سايپرورش

ل يب تبديكاهش ضر كاهش رشد،  مربوط به تلفات،ينه هاي هزحتساببا ا به صنعت پرورش قزل آلا يمارين بياخسارات حاصل از 

 ين صنعت ميد اي تولينه هايكل هز% 20 حدودي رقم،يماري از بروز بير در برداشت ناشيك ها وتاخيوتي بيخوراك، مصرف آنت

 و يعي  طبيستگاه هايعدد زل تيگر  بدلياز طرف د و   كشوريكشاورزدام وان دربخش يت صنعت پرورش آبزيبا التفات به اهم.باشد

س يوزينييرسيمولد  حاصل ازعامل يماري بيص قطعي تشخ،اني از جمله تاس ماهيمارين بي ا ديگر زبانانيان و مي آزاد ماهيمصنوع

ر  ميكرو ارگانيسم و با استفاده از پرايمDNAامروزه با تكثير . برخوردار استياه ژيت وي كشورازاهمي پرورش قزل آلايكارگاه هادر

  16SrRNA باكتري ها داراي سكانس ژني .اختصاصي آن مي توان به تشخيص عامل مولد بيماري در نمونه هاي مشكوك دست يافت

  .  مي باشد PCR خوبي براي  و رهيافت هدف،نيزاختصاصي هستند كه درتوالي موجودات ديگر مشاهده نمي شود



ش و يسه آنها در پاي مقا باشد كهيدر كشور مس يوزينيرسي عفونت قيز مصادا مثبت ياد شده ، نمونه هاي يشگاهيدر هر دو روش آزما

ع ي از سريكي PCRك ين است كه اگرچه تكنيانگر ايج مثبتِ كسب شده بيتفاوت در نتا. د استيار مفيص پاتوژن در كشور بسيتشخ

 ييدر بافت ها  زا يماريص عوامل بيشخ در تبعضاس است اما يوزينيرسيش  ي در پايصين تشخيگزي جاين روش هاين و حساس تريتر

 يژ پاتولو بر خوردار است، لذا روشي كمترياز كار آمد   شده اند شديدا دچار نكروزيه و يتجز آنها يل مختلف سلول هايكه بدلا

ي بسيار بوده، و در كنار روش هاي ملكول مرضي و تشخيص علائم پاتوگونوميك ي نمونه هاي براي صي تشخين روش هاي از بهتريكي

هر چند معرفي دو روش تشخيصي مهم و ارزشمند براي رد يابي عامل بيماري يرسينيوز در كشور با تكنيك هاي .سودمند مي باشد

نيسيتي آن به همراه جداسازي ژي و ملكولي ،براي اولين بار ايده مناسبي مي باشد ،ولي بررسي حدت عامل بيماريزا و پاتوژهيستوپاتولو

  .راكري در مطالعات آتي بسيار مثمر ثمر خواهد بودباكتري يرسينيا 
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