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 يو كشاورز يپرور يصنعت آبزبه  يان است كه سالانه موجب خسارات هنگفتيآبز  1يدهان قرمز روده ا يماريعامل ب يا راكرينيرسي

وع شان در مراكز پرورش يس كه شيوزينيرسيمانند  ييها يماريب يع و اقدام موثر براي، سريص قطعيتشخ .گردد يران و جهان ميدرا

 & histopathology يصيتشخسه دو روش يق مقاين تحقيهدف از ا  .برخوردار است يژه ايت ويع است، از اهميار سريقزل آلا بس

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

Spot Disease  (ران استيقزل آلا در ا يدر ماه.  

 يلاقزل آ يها يز بافت ماها PCR مورد استفاده در هر واكنش ) DNA(، ان ، آ  ي، د PCRبر  يشات مبتنين مطالعه در آزمايدر ا

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

 نيپاراف ينمونه ها در قالب هاسپس . استفاده شده است سالين% 10ن يكس شده در محلول فرماليا در حال مرگ ِ ،فيزنده  يها يماه

 & Hematoxillinله يآماده شده بوس يد هاياسلا .متر برش داده شدنديليم 7-5به ضخامت  تال يجيد يوم هاتكرويله  ميت و بوسيتثب

Eosin قرار گرفتند يسرو مورد بر هشد يزيرنگ آم.    
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در  يسطح يزيو وخونر يداخل يحاد در بافت ها يسم يل  سپتياز قب ي تيپيككينينمونه مشكوك  كه علائم كل 20ق ين تحقيدر ا

 يشات بر رويآزما ييجه نهايش قرار گرفتند كه  در نتياد شده مورد ازماي يك هايدادند،  با تكن يراف دهان و مقعد از خود بروز ماط

 .بود عدد5ن تعداد يك ايو در روش پاتولوژ عدد2 مثبت يتعداد نمونه ها PCRمشابه، در روش  ينمونه ها

        مقدمهمقدمهمقدمهمقدمه


	ژ��ار  �� Enterobacteriaceae بدون اسپور خانواده يها ياز باكترو  يگرم منف يلي، كوكوباس يا راكرينيرسي ��
�	�� �� ا

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

 يماريا بي سينوزيرسي يماريب) انيآزاد ماه( قزل آلا  يدر مزارع پرورش ماه يائيباكتر يهاماريب ن،يو مرگبار تر نيتر عيازشا يكي

 Onchorhynchus)قزل آلا يپرورش ماه ك كارگاهياز  و 1950ن بار در دهه ياول يماريب نيا 2 .است (ERM)يدهان قرمز روده ا

mikiss) دره هگرمن گزارش شد واقع دركا يداهو امريا در (Bullock et al., 1978; Rucker, 1966; Gibello et al., 1999; Tobback et al., 2007).  

 يعلائم ينياز نظر بال.  گرددزبانان حساس خود يدر م يداخلو  يسطح يزيهمراه با خونر يسم يتموجب سپممكن است،  يمارين بيا

 يعات در آن، سپتيجه تجمع ماي، تورم روده در نتچشم و اطراف مقعد يها يزيخونر ،يزيخونر بادو طرفه همراه  يفتالماگزوچون 

اندام  يزيخونر همراه با التهاب،  .(Rucker, 1966; Gibello et al., 1999; Avci and Birincioglu, 2005; Tobback et al., 2007)يعموم يها يسم

در  هي، كلطحال ياندام ها يبزرگو  يزيو خونر كدر  يعات چركيره شده و روده متورم و مملو از ماياه و تيس ، مثل بادكنك شنا ييها

  ) از مولف و همكاران  CوBوAتصاوير(هستند يماريب يكيپاتولوژ باليني و  يبه عنوان شاخصه ها ماريان بيماه

 يارين و دانشمندان بسيس توسط محققيوزينيرسي يماريمولد ب ييايص عامل باكتريدر تشخ PCRك ياز كاربرد تكن يصور 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 يكروسكوپيم مطالعهو كيينيش كليپا ين متد هايج تريرا و نياز سودمند تر يكيگر يد ياز سو

آنرا  نتايج حاصل از توان ياست كه م تشخيصي  ين روش هاياز بهتر histopathologyك ينكه تكنيضمن ا (R.J Roberts.2001) .است

  .نمود و انطباق آنها را مطالعه سهيمقا PCRك  يتكن نتايج با
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 مواد و روش هامواد و روش هامواد و روش هامواد و روش ها

 

ن يدر ا يمورد بررس يه  نمونه هايكل. رفته استيران صورت پذيا -در تهران 2009تا سپتامبر  2008سپتامبر  يق در بازه زمانين تحقيا

در (جاده هراز و گلستان-از استان هاي مازندران  اند هرا از خود بروز داد يماريب اوليه قزل الا  كه علائم انيماه يت هايش از جمعيآزما

 ينگهدار حمل وايخ زده يبصورت  يسازمان دامپزشكهماهنگي با كه است،شده  يگرد اور  )رنامه كنترل بهداشتيقالب نمونه هاي ب

به   يستوپاتولوژيشات هيجهت آزما سالين درصد10ن يلدر فرما ينگهدار ،حمل و ��PCRت��ز	�جهت  درصد 20ك يليدرالكل ات

  .نده اشگاه منتقل شديازما

 PCR    آزمايشات مبتني برآزمايشات مبتني برآزمايشات مبتني برآزمايشات مبتني بر

 DNAخراج است •

DNA  مورد استفاده در واكنشPCR بافت روده  ييانتها 3/1، از(50-25mg) بر اساس دستور و  يماريمشكوك به ب يها يماه

  .استخراج شد) (Roche Company, USAيكمپان DNAت  استخراج يك  العمل

  

 PCRمر و واكنش يپرا •

 16S يژن ها يبر توال يمر  مبتنياز دو جفت پرا  ، PCRك ينادرست در تكن يج منفياز اخذ نتا يريبه منظور جلوگ  •

rRNA  يباكتر Yersinia ruckeri   وOncorhynchus mykiss 18 يدر ماهS rRNA  واكنش  كيدر

MultiplexPCR  يمر هاياطلاعات مربوط به پرا. شداستفاده ارائه شده،  و همكاران ين توسط روزبهانيش از ايكه پ  

  .مده استر آيدر جدول ز  PCRط واكنش يو شرا     (YER3, YER4 & Onmy F,Onmy R) يبه نام ها يانتخاب



ش قرار يمورد آزما Corbet Researchكلر يتر و در دستگاه ترموسايكرو ليما 20 يياد شده در حجم نهاي يك از واكنش هايهر 

ك يمولارازهر يليم/ MgCl2  ،15مولار  يليم 5/1مرها ، يك از پرايكومول از هريپ DNA  ،20 كروگرم از يم/ 1متشكل از  . گرفت

كل متشكل يس يتعداد س <قهيدق 2درجه بمدت  94ه يون اوليدناتوراس:  رانجام گرفتيط زيبا شرا PCRانجام . ه شديها  ته  dNTPاز 

واكنش  "تايه و نهايثان 30درجه بمدت  72درجه و اكستنشن در  55ه در يثان 30نگ بمدت يليه، انيثان 3درجه بمدت  94ون در ياز دناتراس

  .(McPherson et al., 2000). درجه قرار داده شد 72قه در حرات يدق 5بمدت 

  الكتروفورز •

د و تابش يوم برومايديات يحاو% 5/1ژل اگارز  يرو له الكتروفورز يبوس  PCRتر از محصول يكروليم 10پس از اتمام واكنش مقدار   

ن مرحله از يدر ا  .(Boffy, 1984) .و مشاهده قرار گرفت يناتور مورد بررسيلوميستگاه ترانس انانومتربا د 260با طول موج   UVنور 

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

   .شد

  يستو پاتولوژيهآزمايشات مبتني بر 

هاي هدف از جمله كبد،كليه،طحال و  بافتكه،  يبطور. شد ستفادهاستاندارد، ا ياز  روش آماه ساز يولوژستو پاتيشات هيدر آزما

له  يو بوست ين تثبيپاراف يسپس نمونه ها در قالب ها. كس شديف%  10ن يدر محلول فرمال ا در حال مرگ،يزنده  يها يماه روده

 يزيرنگ آم haematoxillin & eosinلهيآماده شده بوس يد هاياسلا. شدندمتر برش داده يليم 7-5تال  به ضخامت يجيدكروتوم يم

    (R.J Roberts,2001)  .قرار گرفتند يو مورد بررس هشد

  



  :جينتا

و جفت  يماريمشكوك به ب يقزل آلا  ياز بافت ماه ياستخراج  DNAي	���وب  يكرو تيهر م  ،��PCRت��ز	�در مجموعه 

 قزل آلا يماه 18S rRNAو   Yersinia ruckeri يباكتر  16S rRNA يژن ها ير توالب يشده  مبتن يطراح يمرهايپرا

mykiss Oncorhynchus نشان دهنده الكتروفورز محصول    2و  1شكل شماره . استMultiplex PCR 5/1ژل آگارز  يرو%  

 Yersinia يباكتر  16S rRNA يمربوط به ژن ها  به ترتيبbp 725و  bp 573 يمثبت باند ها يدر نمونه ها كه  ياست بطور

ruckeri   18وS rRNA قزل آلا يماه Oncorhynchus mykiss باند  يمنف يو در نمونه هاbp 725   18مربوط به ژنS 

rRNA قزل آلا يماه Oncorhynchus mykiss  به عنوان كنترل واكنشPCR  ،شود  يهمانطور كه مشاهده م. ت استيقابل روئ

كه خود اين مسئله صحت انجام ر شده است ،يتكث PCRزبان  به عنوان كنترل واكنش يتنها قطعه مربوط به ژن م يمنف يونه هادر نم

 .ر شده انديتكث هر دو آمپلي فاي و  زبان و پاتوژنيم يژن يها يمثبت، توال يدر مقابل در نمونه ها آزمايش ملكولي را تاييد مي نمايد،

��ت �)'ارش %$ در 	#�"! در �ز	�   	�� ،	�رد ١٨	�رد 	��� و  ٢،  PCRش به روش يد آزمانمونه مور 20از مجموع 

نشان داده شده  5و4و3ل شماره اشك اهمانطور كه در .گزارش شد  يمورد، منف 15مورد مثبت و 5مذكور  ياز نمونه ها يستوپاتولوژيه

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

  (Haghighi.A 2008)است

   

روي ژل آگارز  PCRل الكتروفورز محصو- 1شكل   

در نمونه هاي مثبت هر دو باند مربوط به .   5/1%

پاتوژن در  ژن تكثير شده از ژن ماهي و PCRمحصول 

  است قابل روئيت 100bpكنار ماركر 

 

روي ژل  PCRالكتروفورز محصول - 2شكل 

در نمونه هاي منفي فقط محصول .    %5/1آگارز 

PCR  تكثير شده از ژن ماهي در كنار ماركر

100bp قابل روئيت است  



  

 

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

  

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

 

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

  



  

 PCR  and Histopathology نتايج حاصل از ازمايشات -1جدول شماره 

مشكوك يتعداد نمونه ها يستوپاتولوژيدر صد ه  جينتا PCRدرصد    

2   PCR  5 Histopathology 25% 10% مثبت 

18 PCR  15 Histopathology 75% 90% يمنف  

  20  PCR 20 Histopathology 100% 100% جمع 

        ::::بحثبحثبحثبحث

 ان قزل آلاي كشوريپرورش ماه تكثير و  يتوان در استخر ها يوز را مينيرسي عامل ن مهم است كهين ايق، مبين تحقيحاصل از ا جينتا

سطح  شيافزا. است PHرات دما و ييمرتبط با فصل، تغ يطياسترس زا  و مح ي، فاكتور هايبه  مقاومت ماه يماريشدت بروز ب .افتي

ون و يزولاسيان به منظور ايماه يت هايش جمعيو پا ي،  غربالگريستيت زين امنيو قوان يبهداشت مراكز پرورشصوص در خ يآگاه

 در حال حاضر .ران دارديوز در اينيرسيدر محدود كردن سرعت  يينقش به سزا يعير طبيغ يان با رفتار هايمار و ماهيب انِينه ماهيقرنط

قزل آلا  يماه هد كننديتول يكشور ها اكثرك در ياندم يماريب كيباشد و به عنوان  يم يهانپراكنش ج يداراس يوزينيرسي يماريب

ارزش  سالانه  ا يتانيبر يقزل آلا يانجمن ماه آماربرابر. رود يبه شمار م  يآب يستگاه هايآن در ز يعيزبانان طبير ميو سا يپرورش

ل يب تبديكاهش ضر كاهش رشد، مربوط به تلفات، ينه هايهز حتساببا ابه صنعت پرورش قزل آلا  يمارين بياخسارات حاصل از 

 ين صنعت ميد ايتول ينه هايكل هز% 20حدود يرقم ،يمارياز بروز ب ير در برداشت ناشيك ها وتاخيوتيب يخوراك، مصرف آنت

و  يعيطب  يستگاه هايعدد زل تيگر  بدلياز طرف د و كشور  يكشاورزدام وان دربخش يت صنعت پرورش آبزيبا التفات به اهم.باشد

س يوزينييرسيمولد حاصل ازعامل  يماريب يص قطعيتشخ ،انياز جمله تاس ماه يمارين بيا ديگر  زبانانيان و ميآزاد ماه يمصنوع

ر ميكرو ارگانيسم و با استفاده از پرايم DNAامروزه با تكثير .برخوردار است ياه ژيت ويكشورازاهم يپرورش قزل آلا يكارگاه هادر

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

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



ش و يسه آنها در پايمقا باشد كه يدر كشور مس يوزينيرسي عفونت قيز مصادامثبت  ياد شده ، نمونه هاي يشگاهيدر هر دو روش آزما

ع ياز سر يكي PCRك ين است كه اگرچه تكنيانگر ايج مثبت كسب شده بيتفاوت در نتا. د استيار مفيص پاتوژن در كشور بسيتشخ

 ييدر بافت هازا   يماريص عوامل بيشخدر ت بعضاس است اما يوزينيرسيش  يدر پا يصين تشخيگزيجا ين روش هاين و حساس تريتر

 يژپاتولو بر خوردار است، لذا روش يكمتر ياز كار آمد  شده اند شديد ا دچار نكروزيه و يتجز آنها يل مختلف سلول هايكه بدلا

ي بسيار بوده، و در كنار روش هاي ملكول مرضي و تشخيص علائم پاتوگونوميك ينمونه ها ي براي صيتشخ ين روش هاياز بهتر يكي

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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