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چکید ه 
    ماهی مید یا گاریز یکی از گونه های مهم تجاری و اقتصادی در خلیج فارس به شــمار می آید. در این تحقیق به منظور بررسی 
احتمال بیماري ویروسي نکروز عصبی در ماهیان مید Liza klunzingeri انجام گرفت نمونه ها از ماهیان در سواحل بندرعباس که 
به روش هیســتوپاتولوژیک و تعداد 150 قطعه تهیه گردید. پس از فیکس کردن نمونه ها در محلول بوئن فیکس و انجام مراحل 
بافت شناسی، مقاطع µm 5 تهیه و توسط هماتوکســیلین و ائوزین رنگ آمیزی گردید. علاوه بر علایم بالینی بیماری، مطالعات 
میکروســکوپیک بوضوح نشان دهنده صدمات مغزی )نکروز و واکوئولاسیون( در سطح وسیعی از مغز بود. در شبکیه چشم نیز 
در برخی نمونه ها واکوئولاسیون در لایه دانه دار دیده شد. مشاهده علائم آسیب شناسی در ماهیان مورد آزمایش احتمال ابتلای 

ماهیان گاریز به این بیماری را نشان داد.

کلمات کلیدی: نكروز عصبی ویروسی، Liza klunzingeri، بتانوداویروس، سیستم عصبی مرکزی، واکوئولاسیون
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Maid is one of the most important economic species in Persian Gulf. In this research For histopathological study of Vi-
ral Nervous Necrosis (VNN) in moribund Liza klunzingeri in Bandar Abbas, 150 samples were prepared. The samples 
were fixed in Bouin’s fixative. After tissue processing, 5µm sections were stained with haematoxylin and eosin. In 
addition to clinical signs, microscopic observations showed histopathological damages in a widespread the brain (ne-
crosis & vacuolation). Likely vacuolation observed in granular layer of retina. Histopathological study of infected fish 
indicated likely VNN disease.

Key words: Viral Nervous Necrosis, Liza klunzingeri, Betanodavirus, Central Nervous System, Vacoulation

مقدمه
گونه کفال ماهیان دارای ارزش غذایی بسیار بالایی بوده و برای مصرف 
خوراکی بســیار مناسب می باشــند. یكی از اعضای این خانواده ماهی مید 
)گاریز( می باشــد که از گونه های مهم تجاری و اقتصادی در خلیج فارس به 
شــمار می آید )Kashi et al., 2008(. زیستگاه این ماهی در خلیج فارس، 
دریای عمان و اقیانوس هند بوده و در مناطق گرمســیری و از خلیج فارس 
تا هند به ســر می برند )Fao, 2012(. همچنیــن میزان صید بالایی از این 
ماهی در مناطق مختلف خلیج فارس بخصوص ســواحل شرقی خوزستان 
)هندیجان- بحرکان( گزارش شده است (Kashi et al., 2008). بنابر آخرین 
آمار رســمی اداره دفتر طرح و توسعه شیلات ایران، میزان صید این ماهی 
Manual of fisheries infor-) 1382 به بیش از 7743 تن رسید  در ســال

mation, 2009). بیماری ویروســی نكروز عصبی ، که معادل انسفالوپاتی و 
رتینوپاتی واکوئوله شونده می باشــد، یكی از مهم ترین بیماری های ماهیان 
استخوانی محسوب می گردد و در سراسر جهان میزان بالایی از مرگ و میر 
را باعــث می شــود (Maltese & Bovo, 2007). در حال حاضر این بیماری 
از چهل گونــه ماهیان مختلف آب های جهان گزارش شــده و علاوه براین 
تعــداد بیش از هفتــاد گونه بدون اینكه علائم بالینی از خود نشــان دهند 
تحــت تأثیر این ویروس قرار می گیرنــد  (Hick et al., 2010). از گونه های 
مهم که به این بیماری در ســایر نقاط دنیا مبتلا شــده و توسط محققین 
 Dicentrarchus) مختلف به آن پرداخته شده است می توان به باس دریایی
labrax)، هامور ماهیان (Serranidae) و طوطی ماهیان (Scaridae) اشــاره 
کرد (Maltese & Bova, 2007). اولین بار این بیماری درسال 1988 توسط 
Bellance گزارش شده است که طی آن تلفات عمده ای در جزایر مارتینیک 

فرانســه ثبت شــده و باعث مرگ لاروها و ماهیان جــوان در باس دریایی 
(Dicentrarchus labrax) پس از هچ گردید. با این حال Campbell نیز در 
سال 1987 تلفات گروهی را در باراموندی گزارش کرده که به دلیل آلودگی 
به این ویروس بوده است (Kokawa et al., 2008). همچنین این دانشمندان 
گزارش کردند که ماهیان مبتلا علایمی بالینی از قبیل شــنای نامتعارف و 
مارپیچــی، حرکات دارت مانند، گیجی، کم اشــتهایی، لاغری مفرط، تورم 
کیسه شنا، برگشتن روی شكم و شناور روی آب (Belly up)، خونریزی های 
زیر جلدی را نشان می دهند (Zafran et al., 1998). بررسی های آزمایشگاهی 
گاهی اوقات همراه خونریزی احشایی، تورم احشا، طحال، کبد و تورم شدید 
کیسه شنا می باشد. با مطالعات میكروسكوپیک علایم اصلی که پاتوگنومیک 
این بیماری نیز محســوب می شــود یعنی واکوئولاسیون مغز، چشم و نخاع 
مشــاهده می گردد. در واقع سیستم عصبی مرکزی هدف اصلی این ویروس 
 Kokawa et al., 2008; Oh et al., 2002; Parameswaran et al.,) اســت
2008). حالات واکوئولاســیون در مغز به گونه ای اســت که بســیار مشابه  
جنون گاوی می باشــد. ماهیان مبتلا علایم عصبی شدیدی نشان می دهند 
بعبارتی دچار جنون می شوند. عامل ایجادکننده این بیماری بتانوداویروس 
از خانواده نوداویریده (Betanodaviridae) می باشــد. جنس بتانوداویروس 
 Nylund et al.,) شــامل 5 گونه بوده و ماهیان را تحت تأثیر قــرار می دهد
2008).  بــا توجه به بروز تلفات شــدید ماهیان گاریز )مید( در ســواحل 
بندرعباس که مشــكوك به بیماری نكروزعصبی ویروسی بوده و علایم این 
بیماری را نشــان می دادند. هدف از این تحقیق مطالعه و بررســی احتمال 
نكروز عصبی ویروســی در ماهیان گاریز با مطالعات هیستوپاتولوژیک بوده 

است که طی مطالعه اخیر به آن پرداخته شده است.
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مواد و روش ها
نمونه برداری

نمونه برداری بلافاصله با دریافت گزارش تلفات، از ماهیان در حال مرگ 
و ماهیان مشــكوك در ســواحل بندرعباس بین محدوده اسكله شیلات و 
گلشــهر انجام گرفت. تعداد 150 نمونــه تهیه و به ماده تثبیت کننده بوئن 
انتقال داده شــد. تعدادی ماهی پس از بررسی ظاهری و ثبت اطلاعات، از 

ناحیه شكمی برش داده شدند و به محلول بوئن منتقل گردید. 

بررسی هیستوپاتولوژیک 
مغز و چشم ماهیان جداسازی شده و در محلول بوئن تثبیت شد و پس 
از انجام مراحل مختلف پاساژ  بافتی، قالب گیری شده و در نهایت برش های 
5 میكرونی از بافت های مورد نظــر تهیه گردید. مقاطع بافتی پس از رنگ 
آمیزی هماتوکسیلین و ائوزین در زیر میكروسكوپ نوری مورد مطالعه قرار 

گرفتند.
نتایج

علایم بالینی
ماهیــان مید مورد مطالعه اغلب در یک محدوده ســنی از لحاظ اندازه 
و ســایز قرار داشته محدوده طولی اکثر ماهیان 8 الی 18 سانتی متر و وزن 
آن ها نیز 15 تا 20 گرم بود. رنگ پریدگی و تغییر رنگ در پوست ، شنای به 
پشــت و حالت های غیر عادی، پرخونی در نواحی شكمی و بر روی سرپوش 
آبششــی، قاعده دهان و انتهای بخش قدامی و تحتانی بدن، قاعده باله های 
سینه ای و باله دمی مشاهده شــد )شكل 1(. محوطه بطنی تمامی ماهیان 

هیچگونه حالت غیرطبیعی را نشان نمی داد.

مطالعات هیستوپاتولوژیک
مطالعه مقاطع تهیه شده از مغز و چشم ماهیان مید نشان دهنده میزان 
قابل توجهی از واکوئولاسیون بود. در بررسی هیستوپاتولوژیک ماهیان، هم 
نكروز و هم واکوئولاســیون در هر دو بافت چشــم و مغز مشــاهده گردید. 
در ماده خاکســتری مغز نواحی گسترده واکوئولاســیون ایجاد یک حالت 
اسفنجی کرده بود )شكل 2(. میزان صدمات از ماهی تا ماهی دیگر متفاوت 
بود. همچنین صدمات در تمام مغز پراکنده بوده و در تمامی لایه های مغزی 
قابل مشــاهده بود اما شدت این ضایعات بویژه در لایه هسته دار بیشتر بود 
)شكل 2(.  سلول های عصبی در حال نكروز در مغز دارای هسته پیكنوتیک 
بودند. برخی دچار مرزنشینی شــده بودند )شكل 3(. التهاب و پرخونی در 

اکثر لایه های مغزی و در تمامی نمونه ها مشاهده گردید )شكل 4(. 
واکوئولاسیون در تمامی نواحی سیستم عصبی مرکزی حتی در مخچه 
نیز دیده می شود، البته در مخچه تمرکز این واکوئول ها بیشتر در لایه ذره ای 
(Molcular) است )شكل 5(. پرخونی بیشتر بصورت رگه های خون در مغز و 
مخچه دیده شــد )شكل 6(. ضایعات در چشم در مقایسه با مغز از شدت و 
گستردگی کمتری برخوردار بودند. تعداد واکوئول های چشمی کمتر به نظر 
می رسید )شــكل 7(. نكروز و واکوئولاسیون مشاهده شده در لایه گرانولار 
چشــم )لایه هسته دار شبكیه( در مقایســه با لایه های اطراف بسیار بیشتر 

بوده و در لایه های اخیر به ندرت واکوئول مشاهده گردید )شكل 7(.
بحث و نتیجه گیری

مشــاهداتی که در این تحقیق دیده شد از جمله غیرطبیعی بودن رنگ 

بدن خونریزی ســطحی، شــناور بودن روی آب و حالت شــنای مارپیچی 
نتایجی است که توسط ســایر محققان در گونه های مختلف ماهی گزارش 
شــده است که در نهایت موفق به جداســازی ذرات بتانوداویروس در آن ها 
 Glazebrook et a1.,  1990; Yoshikoshi & Inoue,  1990;) شــده انــد
 .(Munday & Nakai, 1997; Azad et al., 2005; Azad et al., 2006a,b
اتســاع بیش از حد کیسه شــنا درگونه های مختلف در مرحله لاروی دیده 
شــده است (Breuil et al., 1991; Munday et al., 1992). علایمی همچون 
شــنای نامتعارف، بی اشتهایی و سقوط به کف در اندونزی نیز گزارش شده 
اســت (Zafran et al., 1998). در ماهیان مید در برخی نمونه ها نواحی تیره 
رنگ در پوست سر، از جمله ناحیه مشرف به مغز، همراه با صدمه آرواره ها، 
قرمزی نواحی اطراف سر و سرپوش آبششی مشاهده شد. منشأ احتمالی این 
خونریزی ها ضربه ای بوده و درنتیجه عدم توانایی کنترل خود به شــدت به 
سطوح مختلف برخورد می کنند. نتایج مشابه در چندین مورد گزارش شده 
است (Sweetmann et al., 1996; Borghesan et al., 2003). علایم عصبی 
و رفتاری مشــاهده شــده و حتی اتساع کیسه شــنا به نظر می رسد نتیجه 
مســتقیم ضایعات ایجاد شده در مغز باشــند و ماهی با ایجاد این ضایعات 
کنترل بر عملكرد خود نداشته و رفتارهای غیرطبیعی از خود نشان می دهد. 
از مهم ترین شاخص های آلودگی به بتانوداویروس هیستوپاتولوژی می باشد 
(Azad et al., 2005). بطوری که در مطالعات هیستوپاتولوژیک این بیماری 
در ماهیان آب شور مبتلا به VNN با بروز واکوئولاسیون در سیستم عصبی 
مرکزی و شــبكیه چشم مشخص می شود (Munday et al., 2002) بنابراین 
تشــخیص اولیه این بیماری با مطالعه هیستوپاتولوژیک چشم و مغز ماهی 
انجــام می پذیرد (Maltese & Bovo, 2007). همانند ســایر مطالعات انجام 
پذیرفته در مطالعات میكروســكوپیک اخیر ماهیان مبتلا واکوئولاســیون و 
 Glazebrook et a1.,  1990;) حفره حفره شــدن مغز و چشم را نشان دادند
Munday & Nakai, 1997; Azad et al., 2005). واضح ترین ضایعه مشاهده 
شده در این ماهیان نیز که در اکثر ماهیان مبتلا مشاهده شد واکوئولاسیون 
و نكروز بود. واکوئولاســیون شــدید و پراکنده در ماده سفید و خاکستری 
و نكروز در مغز، طناب نخاعی و چشــم نتیجه بررســی هیســتوپاتولوژیک 
 Azad و همكاران در ســال 2005 بود که روی ماهیان باس دریایی آسیایی

(L. calcalifer) دارای علایمی چون بیحالی و کم تحرکی، شــنای چرخشی 
و تغییر پیگمانتاســیون انجام پذیرفت. سلول های عصبی در حال نكروز در 
مغز و چشــم دارای هســته پیكنوتیک بودند، برخی دچار مرزنشینی شده 
بودند. نتایج مشــابه در تحقیقات Azad و همكاران در ســال 2006 نیز به 
دســت آمده اســت. Yoshikoshi و Inoue )1990( نیز پیكنوز را در طناب 
نخاعی گزارش کرده اســت. ضایعات نكروتیک در چشم در مقایسه با مغز از 
شدت و گستردگی کمتری برخوردار بودند که می تواند به علت جوان بودن 
ماهیان مبتلا باشد. حساسیت بیشتر ماهیان جوان نسبت به ماهیان بزرگتر 
در گونه های زیادی گزارش شده اســت (Johansen et al., 2002). تعداد و 
اندازه واکوئول های ایجاد شــده به گونه ماهی مبتلا و خصوصاً به سن ماهی 
بستگی دارد. بیشــتر صدمات در لاروها و ماهیان جوان در سیستم عصبی 
مرکزی دیده می شــود (Glazebrook et al., 1990; Breuil et al., 1991) و 
 Zorriehzahra) در ماهیان با سن بیشتر ضایعات چشــمی افزایش می یابد
et al., 2010). عــلاوه بر این التهاب و پرخونــی مغز در اکثر ماهیان دارای 
علایم مشاهده گردید که می توان گفت التهاب به عنوان پاسخ ثانویه به این 
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بیماری ممكن است بروز کند، نتایج مشابه توسط Glazebrook و همكاران 
)1990( گزارش شــده اســت، وی در تحقیقات خود در تمامی نمونه های 
Glaze-)  دارای علایــم ضایعات مغزی، التهاب و پرخونی را مشــاهده کرد

brook et al., 1990). تعدادی از محققین خونریزی و صدمات عروق مغزی 
و پرخونــی را گزارش کرده اند (Le Breton et al., 1997). در نمونه های مید 
مورد مطالعه خونریزی مشاهده نشد که احتمالاً بستگی به گونه ماهی دارد. 
Munday و همــكاران )1992( ثابت کردند که بین تلفات ســنگین بعد از 
هچ در باس دریایی آســیایی با ضایعات واکوئولاسیون در مغز و چشم رابطه 
مستقیم وجود دارد، بطوری که در تمام ماهیان تلف شده واکوئولاسیون در 
این بافت ها دیده شد. نتایج مشابه در این بررسی نیز حاصل شده و در تمام 
نمونه های مبتلای مورد مطالعه واکوئولاسیون مغز و چشم مشاهده گردید. 
از روی این مشاهدات ما نتیجه گرفتیم که در ماهی مید بروز علایم عصبی و 
شنای غیرطبیعی همراه است با شكل گیری صدمات آشكار مغزی و چشمی. 
نكروز عصبی و واکوئولاســیون نشان دهنده محل های تكثیر و بیماری زایی 
ســلولی ویروس است (Grotmol et al., 1997) و بروز علایم پاتولوژیک پس 
 .(Furusawa et al., 2006) از تكثیر ویروس در بافت هدف اتفاق خواهد افتاد
به عبارتی همیشــه تكثیر ویروس همراه با بروز علایم بالینی نیست اما بروز 
علایــم بالینی پــس از تكثیر ویروس رخ می دهد بنابراین مشــاهده علایم 
بالینی می تواند بصورت غیرمستقیم نشان دهنده وجود ویروس باشد. ایجاد 
واکوئول ها به دلیل تكثیر ویروس در سلول و در نتیجه تخریب سیتوپلاسم 
و هســته و در نهایت نكروز سلول می باشــد. در مطالعه Azad و همكاران 
)2006( که روی ماهی باس دریایی با علایمی از جمله عدم تحریک پذیری، 
کاهش اشتها و شنای ناهماهنگ مشاهده گردید، تجزیه فیبروئیدها مشاهده 
گردید. بنابراین علت احتمالی ایجاد نكروز و واکوئولاســیون از هم پاشیدن 
ساختار ســلولی و تجزیه کامل رشته های فیبروئید سلول های عصبی است. 
این تحقیق نشــان داد که علت مرگ و میر ماهیان گاریز در ســواحل بندر 
عباس با توجه به مســتندات حاصل از بررسی های هیستوپاتولوژیک در این 

ماهیان بیماري  نكروز عصبی ویروسي بوده است.
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شکل 1- علایم ظاهری ماهیان مید مورد مطالعه. خونریزی های جانبی به خصوص در نواحی سرپوش آبششی و آرواره ها 
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شکل 2- تصویر میکروسکوپی مقطع عرضی مغز ماهی مید. فیکساتیو بوئن، )a  )H&E x40( واکوئول ها )v( در لایه دانه دار مغز b( قشر مغز که نمای 
اسفنجی به خود گرفته است

شکل 3- پیکنوز و مرزنشینی در مغز ماهی مید. فیکساتیو بوئن، )H&E x40(. نکروز و مرزنشینی هسته سلولها در ماده خاکستری مغز. پیکان ها 
هسته های پیکنوتیک و مرزنشینی را نشان می دهند.
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شکل 5- تصویر میکروسکوپی لایه های مختلف مخچه ماهی مید. فیکساتیو بوئن، )M ،)H&E x40( لایه مولکولار P(لایه پورکنژ G(لایه دانه دار. 
واکوئول ها )V( در لایه مولکولار مخچه به فراوانی وجود دارند.

شکل 4- تصویر التهاب مغز ماهی مید. فیکساتیو بوئن، )H&E x10(. التهاب مغزی و پرخونی )پیکان ها( در لایه های مختلف ماده خاکستری. التهاب 
و پرخونی در اکثر نواحی 
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شکل 6- پرخونی در مغز ماهی مید. فیکساتیو بوئن، )H&E x40(. التهاب )پیکان ها( پرخونی و لکه های خونی )H( در بافت خاکستری مغز در برخی 
نواحی قابل مشاهده است.

شکل 7- تصویر میکروسکوپی مقطع چشم. فیکساتیو بوئن، )H&E x40(. واکوئول ها )پیکان ها( در شبکیه چشم و لایه دانه دار




