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 به نام آفریننده

 سوگند یاد کرد.که به قلم و آنچه می نویسند 

 علم و تحقیق کلید قطعی پیشرفت کشور است . ))مقام معظم رهبری((

تاثیرگذاری پژوهش  و و تولید فناوری به کارگیری یافته های پژوهشی است  پژوهش، فرآیند تولید علم است

د با افزایش اعتماارتقای جایگاه پژوهش . وفناوری درتمدن کنونی دنیا و درآینده ی آن بسیار روشن و بدیهی است

پذیرش خطر تجربه ، در بوجود آمدن ساختارهای دانایی محور و تقویت این مهم نقش   اراده ی مستقل و  به نفس ،

 محوری دارد.

نظر به اسناد بالا دستی توسعه علمی کشور و نیز به جهت رفع نیازهای واقعی جامعه، با استعانت از خداوند  

 متعال  طرح پژوهشی

 *دازی و بکار گیری تست تشخیصی ایمونوهیستوپاتولوژی در پایش وضعیت بیماری جنون گاوی راه ان*  

و پس از تایید موضوع   1398اجرای دستورالعمل انجام طرح های پژوهشی تکالیف قانون بودجه سال  یدر راستا 

 فوق در کارگروه تخصصی آموزش و فن آوری و نوآوری استان خراسان رضوی  به انجام رسیده است .

بدین وسیله از کلیه دست اندرکاران اجرای طرح شامل مجری گرامی ، دستگاههای اجرایی از جمله  کمیته آموزش 

فناوری و نوآوری  خراسان رضوی، و پژوهش و موزش و پژوهش دامپزشکی استان ، دبیرخانه محترم کارگروه آ

دانشگاه  محترم فردوسی مشهد، سازمان مدیریت و برنامه ریزی خراسان رضوی و استانداری محترم خراسان رضوی 

و نیز همکاران عزیز اداره کل دامپزشکی خراسان رضوی که به هر نحوی در مراحل مختلف بررسی ، تصویب ، نمونه 

، پردازش ، تحلیل ، نتیجه گیری و در نهایت تدوین کتابچه حاصل تلاش و پشتیبانی نموده اند ،  برداری، آزمون

 تقدیر و تشکر می گردد.

امید است اجرای تحقیقات  کاربردی دستمایه مناسبی در راستای کنترل و پیشگیری از بیماریهای مشترک بین 

ذایی از راه کنترل فرآورده های خام دامی، به منظور اجرای انسان و دام ، بیماریهای واگیر دامی و تامین امنیت غ

 بهتر خدمت رسانی به مردم مهربان کشور عزیزمان جمهوری اسلامی ایران ایجاد کند .

                       دکتر احمد شریعتی

 مدیر کل دامپزشکی خراسان رضوی
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 چکیده

شاء غذایی از مهمترین مشکلات جوامع    سلامت عمومی و  بیماري هاي با من بین المللی در ارتباط با 

  .اصلی کاهش رشد اقتصادي می باشند همچنین از دلایل

سفنجی شکل گاوي بیماري کشنده و دژنراتیو سیستم        سفالوپاتی ا اعصاب مرکزي   جنون گاوي یا آن

شد  سبب    این بیماري یک هفته تا چند ماه پس از بروز.قابل انتقال گاو می با شانه هاي بالینی  مرگ گاو می ن

ـالغ در هــر دو جـنس             .اسـت  سال5تا 4میانگین دوره کمون بیماري  .شود ایــن بیمـاري در دام هــاي ب

ـده وحساسیت تمامی نژادها در برابر ابتلاء به بیماري یکسان است            ـ ـشاهده ش ـ ـاده م ـر و م ـ از آنجا که  .ن

ــاده اي از  اســتفاده از با ت هاي مطاهره آمیز دام بیمار می تواند بیماري را منتقل نماید ا اهمیت  وا الاـــ

نظـر بهداشـت عمـومی پیـدا نمـود و همچنـین از نظرتجـارت دام و تولیدات دامی محدودیت هائی را ایجاد        

  .نموده اسـت

شیمی می توان   در نتیجه  ستو ضروري    د علاوه بر ارائه روش ایمونوهی ستندات  و مورد قبول جوامع مدارك و م

شورهایی که        جهت تعیین جایگاه جهانی  شه کنی این بیماري در ک سطح آلودگی، در زمینه کنترل و ری شور از لحاظ  ک

 احتمالا با بیماري درگیر می باشند، نقش بسزایی داشته باشد.

تاداد یکصد راس گاو کشتارشده در کشتارگاه صناتی مشهد که واجد حداقل یک       از در این پژوهش 

ــتفاده از آنتی بادي اولیه             ــابه با علائم جنون گاوي بودندا نمونه موز و ایل وم جمع آوري و با اسـ علامت مشـ

با  ایجو نتشــد مونوکلونال و آنتی بادي ثانویه به روش ایمونوهیســتوشــیمی غیر مســتقیم رنی آمیزي انجام 

نتایج بدســت آمده از این پژوهش نشــان داد که تمامی نمونه ها از نظر جنون  .گردیدکنترل مثبت مقایســه 

  گاوي منفی می باشند.

 جنون گاويا ایمونوهیستوشیمی. :کلمات کلیدی
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اعصاب مرکزي قابل انتقال  جنون گاوي یا آنسفالوپاتی اسفنجی شکل گاوي بیماري کشنده و دژنراتیو سیستم

میانگین دوره  .مرگ گاو می شودنشانه هاي بالینی سبب  این بیماري یک هفته تا چند ماه پس از بروز .گاو می باشد

ایــن بیمـاري در دام هــاي بـالغ در هــر دو جـنس نــر و مـاده مــشاهده شــده  .اسـت سال 5تا  4کمون بیماري 

مهمتـرین نـشانه هــاي بیمـاري جنـون گــاوي ، دوره  .وحساسیت تمامی نژادها در برابر ابتلاء به بیماري یکسان است

اختلالات حرکتی ، تغییر در رفتار و ایجاد حالات غیرمعمول ، حساسیت زیاد  ،(ســال 5تـا  4معمــولاً ) مـون طـولانیک

نسبت به صدا ، ملامسه و نور ناگهانی ، کاهش وزن علی رغم وجود اشتها ، علائم عصبی ، لگد زدن هنگام شیر دوشی 

در  ا سرافتاده به پایین ، حرکات زیاد گوش ها ، بی میلی، کاهش تولید شیر ، تغییرات رفتاري مانند تشویش ، حرکـت بـ

گاو  شواهدي دال بر انتقال بیماري از1996در سال  .عبور از درها و از یک سطح به سطح دیگر و میل به حمله می باشد

ماري را تواند بیاز آنجا که استفاده از بافت هاي مخاطره آمیز دام بیمار می  .به انسان بدست آمد که متعاقباً تائیـد شد

منتقل نماید ، اهمیت فوق العـاده اي از نظـر بهداشـت عمـومی پیـدا نمـود و همچنـین از نظرتجـارت دام و تولیدات 

در ابتـدا تـصــور مـی شد که عامـل جنون گاوي در انسان باعث بیماري  .اسـت کردهدامی محدودیت هائی را ایجاد 

مطالعـات بعـدي نـشان داد که انتقال جنون گاوي به انسان منجر به بیماري جدیدي  جاکوب می گردد، ولی -کروتز فیلد

 جاکوب نامیده می شود. -گردیده است که واریانـت جدیـد کروتز فیلد 

با توجه به اهمیت بیماري و نقش مهم و حیاتی آن در بهداشت عمومی و تجارت جهـانی ، در حـال حاضـر 

توسط مراجـع بـین المللـی بـا محـدودیت هـاي جـدي  امـی از کشورهاي نامـشخصتجـارت گوشـت و تولیـدات د

ایـن مراجـع ، کشورها را از نظر انجام اقدامات مراقبتی و مبارزه اي ، طبقه بندي مـی نماینـد  .مواجـه گردیـده اسـت

در این ارتباط  .که درصـورت وجود احتمال آلودگی ، کشورها را با دشواري هاي زیادي در زمینه تجارت روبرو خواهد نمود

  .رائه گرددلازم است که مدارك و مستندات ضروري جهت تعیین جایگاه کشور ا



 «فصل اول»

 دهمروری بر تحقیقات انجام ش
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

 کلیات       1 1

 گاو یاسفنج یسفالوپاتآن 1-1

 مقدمه 1-1-1

یک بیماري عفونی ، کشنده و دژنراتیو در سیستم عصبی گاو می باشد.  BSE 1گاو یاسفنج یسفالوپاتآن

این بیماري در گاو هاي بومی در قاره  .شد ییشناسا 1986بار در انگلستان در سال  نیاول جنون گاوي

به دنبال گسترش این بیماري در سایر نقاط دنیا و همچنین  .آسیا و امریکا و اروپا مشاهده شده است

یته هاي بیماري زاي مشابه در انسان ، سبب شد که این بیماري به عنوان یک بیماري شناسایی وار

C-) 2این بیماري به دو شکل کلاسیک مشترك بین انسان و دام بیش از گذشته مورد توجه قرار بگیرد.

BSE3( و آتیپیک (BSE-L)  گزارش شده است. براساس مطالعات اپیدمیولوژیک و الگوي انتقال بیماري

 ،BSE   به عنوان یک بیماري تحت حاد در نظر گرفته می شود. بیماري جنون گاوي یک بیماري نوظهور

بوده و جز بیماري هاي منتقله از غذا به شمار می آید. اهمیت و خسارات زیان بار ناشی از بیماري هاي 

ش ترل و پایمنتقله از غذا در جهان سبب شده است که اقدامات موثري در سطح بین المللی براي کن

انسفالوپاتی اسفنجی شکل جنون گاوي در خصوص بیماري  .سلامت غذایی در جهان وضع شده است

گردید. لذا ر خسارت بر کشور تحمیل دلامیلیارد  9حدود بریتانیا در  1990- 1998هاي  در فاصله سال

  .اهمیت مطالعات اپیدمیولوژیک و تشخیص و پایش این بیماري حائز اهمیت است

 

                                                 
1 Bovine Spongiform Encephalopathy 
2 Classical- BSE 
3 Atypical- BSE 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

 و بالا رطوبت داراي زیرا است هااز میکروارگانیسم بزرگی گروه رشد براي کاملی محیط سطح گوشت، 

 تخمیر قابل هايکربوهیدرات و معدنی داراي مواد کافی اندازة به و بوده دارنیتروژن غذایی مواد سرشار از

 است.

  گاوی جنونعامل بیماری  1-1-2

از عوامل عفونی ایجاد کننده بیماري در هبیات می توان به پروتوزوئر یا تک یاختها ویروس           

سال         سینر در  سط پرو شاره کرد. پریون اولین بار تو سایی      1982هاا باکتري ها و پریون ها ا شنا

ــتند گردید پریون ها پاتوژن هایی از جنس پروت ین      که قادرند در موجودات مطتلف بیماري      هسـ

است که ایزو رم پاتولوژیک  scPrPپریون غیر هبیای  BSEکنند. عامل ایجاد کننده بیماري ایجاد 

 (.2و1) می باشد cPrPپریون هبیای 

  cPrP پروتئین پریون سلولی 1-1-3

ــد. 35الی  33گلیکوپروتئین با وزن مولکولی  cPrPجنس از   ــط  PrP ژن کیلودالتون می باش توس

DNA  شود و  روموزومی میزبان رمزدهی میک PRNP بین ،جفت باز بوده 267 نام دارد. این ژن داراي 

PRNP    % ژن همسانی توالی ژنی وجود دارد  81دوزیستان و پستانداران حدود .PNRP    عمدتا در سیستم

عصبی مرکزي و محیطی، سیستم لنفاوي و گوارشی و سیستم ایمنی وجود دارد. بیان ژن بیشتر در در سلول         

در  PRNPو پس ســیناپســی و ســلول هاي گلیال مشــاهده می شــود. ژن  هاي عصــبی پیش ســیناپســی

 (.4و3)گاو و گوسفند واقع است  13کروموزوم شماره 
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 عملکرد فیزیولوژیک پروتئین پریون  1-1-4

می توان به  روتئینپاز نقش هاي فیزیولوژیک این مشخص نیست،   cPrP وظیفه دقیق پروتئین 

 . (5)موارد زیر اشاره نمود

 .ينقش در حافظه و یادگیر -1

  .ريتنظیم چرخه شبانه روزي خواب و بیدا  -2

 .شرکت در پوشش میلین اطراف نورون ها -3

  .کسیدانیا نقش تنظیم و تعدیل استرسهاي اکسیداتیو در اعصاب به علت دارا بودن فعالیت آنتی  -4

 .این یون هامس در داخل سلولهاي بدن و حفظ سلولهاي عصبی از اثرات سمی عنصر تنظیم  -5

 .موثر در اتصالات بین سلولی و پیام رسانی سلول ها -6

 : scPrPو  cPrP ساختار پروتئین پریون 1-1-5

حاظ تکاملی از ل دارد ومشابه  نهیآم دیاس یتوال ي مختلفگونه ها نیدر ب یبه طور کل ونیپر نیپروتئ  

 می باشد. پریون آلفا هلیکساسید آمینه با ساختار سه بعدي  264در گاو واجد  cPrP .بسیار حفظ شده است

cPrP  یعصبلول هاي غشاي س سطحواسطه گلیکوزیل فسفاتیدیل اینوزیتول به از انتهاي کربوکسیل خود به 

سایر سلول ها متصل می شود و از طریق انتهاي آمینی خود با نواحی غنی از کلسترول و اسفنگولیپید و و 

کائولین ها موجود در غشاي پلاسمایی ترکیب می شود. عملکرد پریون ها ناشناخته بوده اما اتصال این پروتئین 

ردد غشایی در داخل سلول ها و انتقال پیام هاي سلول می با غشاي پلاسمایی نشانه اي از نقش آنها در ت

باشد. انتهاي آمینی ناحیه انعطاف پذیري بوده که گلیوکوز آمینوگلیکان ها به این قسمت متصل می شود و 

فاقد ساختار دوم پروتئینی مشخص است. توالی تکراري اکتاپپتیدي موجود در انتهاي آمینی غنی از گوانین 
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دي براي یون هاي مس، منگنز و روي دارد. انتهاي کربوکسیل داراي ساختار ثانویه مارپیچ آلفا بوده تمایل زیا

در  cPrPو صفحات بتا است. پیوند دي سولفیدي و دو ناحیه گلیکوزیله در انتهاي کربوکسیل سبب پایداري 

قطه اي جهش هاي ن این ناحیه می شود. عمدتا پلی مورفیسم در انتهاي کربوکسیل اتفاق می افتد که مخزن

ر اي اولین بامی تواند فرم پاتولوژیک این پروتئین را ایجاد نماید. بر PRNPمی باشد. پلی مورفیسم ژن 

جفت بازي انجام  23و 12 حذف و درج پلئومرفیسماي که روي  در مطالعه 2004در سال ساندر و همکاران 

تحقیقات نشان داد  .به جنون گاوي مؤثر استدادند، اعلام کردند که این دو جایگاه روي حساسیت گاوها 

جفت بازي(  12حذف و درج ) اینترون واقع در پلئومرفیسمنوع  چند گاوي تحت تأثیر  PRNPعملکرد ژن 

جفت بازي شامل  12حذف و درج  پلئومرفیسم .جفت بازي( است 23حذف و درج ) اگزون 1و ناحیة بالاي

 جفت بازي شامل محل 23حذف و درج  پلئومرفیسمو  (+300ناحیة ) SP1 2محل اتصال فاکتور ترجمه

باعث کاهش  پلئومرفیسمدرج این دو . ستا )-1594ناحیة  458شوندة  پروتئین مانع (، 3RP58اتصال 

باعث  درج این دو جایگاه .شود و حذف آنها باعث افزایش میزان بیان این ژن می PRNP میزان بیان ژن

 .(8-6) شود جایگاه باعث افزایش حساسیت گاوها به جنون گاوي میکاهش حساسیت و حذف این دو 

     

 

 

                                                 
1 Upstream 
2 Specific protein 

3 Repressor Protein 58 
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واجد صفحات بتا در ساختار خود بوده و نسبت به پروتئین کیناز  PrPsc برخلاف فرم طبیعی پریون ،

K  مقاوم می باشد. این ویژگی هاPrPsc   ،از دست رفتنسبب تجمع رشته هاي آمیلوئیدي در بافت عصبی 

شده و با مرگ و آپوپتوز سلول هاي عصبی همراه است.  داد نورون ها در سیستم اعصاب مرکزيو کاهش تع

عمدتا ضایعات عصبی فرم کلاسیک این بیماري در ساقه مغز، نخاع ، عصب سه قلو و قسمت خاکستري مغز 

 (.9) میانی ایجاد می شود

 : پاتوژنز بیماری های پریونی 1-1-6

حضور پریون هاي تغییر شکل یافته باعث تغییر در پریون هاي طبیعی شده که این روند ساز و کار 

ناشناخته اي دارد. روند تکثیر با سرعت به صورت واکنش هاي زنجیره اي اتفاق می افتد. تفاوت در ویژگی 

، کاهش حلالیت آنها از جمله افزایش تمایل این پروتئین ها براي اتصال به یکدیگر و scPrPهاي پریون 

منجر به تشکیل رسوب در بافت ها می گردد. از ان جاییکه سیستم ایمنی قادر به تفکیک و شناسایی فرم 

scPrP  وcPrP تجمع و رسوب رشته هاي آمیلوئیدي از یکدیگر نمی باشد، پاسخ ایمنی مناسب رخ نداده لذا 

به تشکیل واکوئل در مغز مبتلایان می شود. در فضاي بین سلولی مرگ سلول ها را رقم می زند و منجر 

، اسکراپی و بیماري  (BSE)مهمترین بیماري هاي پریونی در حیوانات شامل انسفالو پاتی اسفنجی شکل 

، نشانگان  3، بیماري خواب کشنده خانوادگی 2جاکوب -بیماري کروتزفلددر انسان شامل  1تحلیل برنده مزمن

                                                 
1 Chronic Wasting Disease (CWD) 
2 Creutzfeldt-Jakob Disease 

3 Fatal familial insomnia (FFI) 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

 (.11و10د )می باش 2و بیماري کورو 1شنکر -اشتراسلر –گرستمن 

 

 منشا بیماری جنون گاوی : 1-1-7

منشا این بیماري همچنان ناشناخته است و تصور بر این است پودر گوشت و پودر استخوان دام     

باعث انتقال این بیماري  ،شد هاي آلوده به جنون گاوي که براي افزایش بهره وري در غذاي دام استفاده می

شده است. طبق نظریه دیگري این بیماري یک بیماري تک گیر و ژنتیکی بوده که بدنبال مصرف رژیم غذایی 

سال می باشد  5تا  2گسترش یافته است. دوره کمون این بیماري ( بازیافت گوشت و استخوان دام آلوده)الوده 

ماده رخ می دهد و سن دام هاي مبتلا از چهار سال بیشتر است.  دام هاي نژاد شیري ودر و عمدتا این بیماري 

سالگی کشتار می شوند رخ داد بالینی بیماري در دام هاي نر مشاهده  3یا  2به علت اینکه دام هاي نر در 

لذا احتمال انتقال عامل  در دام هاي نر پیش از کشتار بیماري فاقد علامت است که نشده است. از آن جایی

BSE عامل بیماري  .انسان افزایش می یابد بهBSE   یک بیماري زئونوز بوده که در انسان بیماري

هاي  دام در اثر تماس با لاشه می تواند بیماريایجاد می نماید. انتقال این  (vCJD)وب اکج -کرویتزفلد

این بیماري از  انتقال پذیرد.صورت  به انسان آلـوده و از طریق زخمهاي پوستی، مخاطات و ملتحمه چشم

در انسان نیز تاثیرات نامطلوبی در اقتصاد صنعت دامپروري و صنایع لبنی  طریق مصرف محصولات دامی آلوده

 تیاز اهم BSE قیو دق عیسر صیتشخدارد و یکی از مهمترین نگرانی هاي بهداشت عمومی است. از این رو 

وردار برخاین بیماري کنترل  ات و همچنینوانیانسان و ح یحفاظت از سلامت ياقدامات برا انجام در یاتیح

                                                 
1 Gerstmann–Sträussler–Scheinker syndrome (GSS) 

2 kuru Disease 
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 (.13و12و2) است

 علایم بالینی بیماری جنون گاوی : 1-1-8

از شایع ترین علایم بالینی می توان به کاهش وزن و کاهش تولید شیر اشاره کرد در حالیکه دام     

گله، عدم تمایل ورود به اشتهاي مناسبی دارد. از اولین علایم عصبی در دام می توان به جدا ماندن دام از 

سالن شیردوشی و لگد زدن در هنگام شیردوشی اشاره کرد. سایر علایم عصبی این بیماري شامل دیوانگی 

حساسیت بیش از حد به صدا و نور اشاره کرد. بعد از بروز علایم  ،دام، عدم تعادل اندام هاي تحتانی ، لرزش

 (.14د )مرگ یا ذبح دام می شو بالینی طی چند هفته علایم وخیم تر شده و باعث

 پیشگیری از بیماری جنون گاوی : 1-1-9

نخستین قدم در پیشگیري از این بیماري ، ممانعت از ورود دام هاي آلوده به داخل گله است ، و در 

 که علایم بالینی را نشان می دهند صورت تشخیص بیماري در گله می بایست کل دام ها یا حداقل آنهایی

ي نمود. می توان جایگاه دام ها را ضدعفونی نمود. از مکمل هاي پروتئینی تهیه شده از حذف و معدوم ساز

لاعات که اط دام هاي نشخوراکننده استفاده نشود. به علت طولانی بودن دوره کمون این بیماري و از آنجایی

دنیا می  مبتلا به دقیقی از انتقال عمودي این بیماري در دسترس نیست بهتر است گوساله اي که از دام هاي

اید ذبح و معدوم شود. درمانی براي این بیماري وجود ندارد از این رو تشخیص این بیماري بسیار حائز اهمیت 

اما در در حال حاضر تستی که بتواند در زمان زنده بودن حیوان این بیماري را شناسایی کند وجود ندارد.  .است

 دریق تهیه نمونه از بافت عصبی پس از مرگ ممکن می باشتنها از ط BSEتشخیص قطعی و قابل اعتماد 

(15.) 
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 تشخیص بیماری جنون گاوی : 1-2

مشاهده تغییرات هیستوپاتولوژیک مهمترین راه تشخیص بیماري می باشد. وجود واکوئل هاي     

فت اتشکیل پلاکت ، آستروسیتوز و از بین رفتن هسته هاي ب متعدد در بافت خاکستري مغز )منظره اسفنجی(

عصبی می تواند در تشخیص بیماري ما را یاري نماید. با وجود اینکه تهیه نمونه هیستوپاتولوژیک از بافت مغز 

 و با حساسیت و ویژگی بالا در تشخیص مثبت قطعی این بیماري بشمار می آیِد اما اتولیز بافت ها تنها روش

شناسایی ایزوفرم غیر طبیعی  .هش می دهدآماده سازي نامناسب نمونه ها کارایی این تست تشخیصی را کا

به عنوان نشانگر خاص این بیماري و مقاومت آن در برابر تخریب، منجر به توسعه  (scPrPپروتئین پریون )

 وسترن بلات کیتکن .گردید 2یاییمیستوشیمونوهیاو تست 1 وسترن بلات ، ELISAتست هاي تشخیصی 

 زلیدر صورت اتو یحت فیکس نشده هاي بافت بوده که در BSEیکی از اولین متد هاي تشخیصی بیماري 

ایمنوبلات/ تکنیک وسترن بلات که حساسیت  SAF. تست آمیز باشد تیموفق دتوان یم زیشدن بافت ن

نقش موثري  BSEداشته و به همراه تست ایمنوهیستوشیمیایی در تایید تشخیص  IHCمشابهی با تست 

 (.6) دارد. این روش ها کم هزینه بوده و جایگزین روش هاي وقت گیر است

 :ایمونوهیستوشیمی 1-2-1

 
 پاتولوژي در تکنیکی هاي پیشرفت ترین مهم از هیبریدوما هاي تکنیک و ایمونوپراکسیداز کاربرد     

 از قبل کمرفولوژی دقیق تشخیصلزوم  پیچیده سرطان درمانی هاي روش  .روند می شمار به تشریحی

 عنوان به حق به تکنیک ایمونوهیستوشیمی از نموده است.  اجباري را مناسب درمانی هاي روش انتخاب

                                                 
1 Western immunoblot Methods  

2 Immunohistochemistry 
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 داراي هم این روش ها روش سایر همانند که داشت خاطر به باید ،شود می برده جادویی نام شاخص

 نوع و مثل است، نمونه اولیهپردازش  به مربوط که مسائلی خصوص به .است تفسیري و اجرایی معضلات

 شد خواهد بررسی هاي رایج ایمونوهیستوشیمی تکنیک خلاصه صورت به فصل این در .فیکساسیون زمان

(16-18). 

 

 

 1ایمونوآنزیمی تکنیک 1-2-1-1

 
 

 فعالیت .است استوار بادي اختصاصی آنتی یک به آنزیم یک اتصال پایه بر تکنیک این اساس     

 .شود بافت می در ژن آنتی و آنزیم و بادي آنتی کمپلکس محل در قابل رویت رنگ تغییر ایجاد باعث آنزیم

برد را نام  3آلکالاین فسفاتاز از توان می ها آنزیم سایر از .است 2هورسردیش پراکسیداز ها آنزیم این دسته سر

(16-18). 

  4مستقیم ایمونوآنزیمی آمیزي رنی 1-2-1-2

 

 

نظر استفاده  مورد بافتی ژن آنتی با جهت ترکیب آنزیم با کانژوگه بادي آنتی یک از روش این در     

 DAB))مثل  کروموژن یک هیدروژن و پراکسید همانند مناسب سوبستراي با بافتی سپس برش، شود می

                                                 
1 Immunoenzyme Technique 

2 Horseradish peroxidase 
3 Alkaline phosphatase 

4 Direct Immunoenzyme Staining 
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 ساده تکنیک این .است رویت قابل نوري با میکروسکوپ که آید وجود به اي قهوه رنگ تا شود می انکوبه

 .(18-16) استفاده روزانه مناسب نیست. براي جهت همین به و است کم آن حساسیت بوده ولی

 

 1پلی روش 1-2-1-3

 

 آنتی براي توان می را آنزیم با بادي کانژوگه آنتی یک و یابد می افزایش حساسیت روش این در     

 .کرد کانژوگه با آنزیم را اولیه هاي بادي آنتی تمام نیست لازم دیگر و کاربرد مختلف به اولیه هاي بادي

(16-18.) 

  2غیرمستقیم ایمونوآنزیمی آمیزي رنی 1-2-1-4

  

 

 سپس کنیم، می نظر انکوبه مورد اولیه بادی آنتی با را بافتی برش ابتدا روش این در     

 گونه ایمونوگلبولین برای که یآنزیم با کانژوگه بادی ثانویه آنتی با و داده شستشو را بافتی برش

 از توان می که این است روش این مزیت کنیم. می انکوبه است اولیه بادی آنتی منشا تهیه که ای

 (.18-16) کرد. استفاده زیادی های اولیه بادی آنتی برای کانژوگه بادی آنتی یک

آنزیم ضد آنزیم تکنیک 1-2-1-5

 

 شود می استفاده آنزیم علیه بادي آنتی از شود بلکه نمی کانژوگه آنزیم با بادي آنتی روش این در     

                                                 
1 Poly assay  
2 Indirect Immunoenzyme Staining 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

 نیازي آنزیم با بادي آنتی کردن به کانژوگه دیگر طریق این به .بسازد آنزیم و اولیه بادي آنتی پلی بین تا

 بادي آنتی اتصال تمایل حال در عین است مشکل تکنیکی نظر نقطه از اینکه بر علاوه فرایندي که .نیست

  سال در همکارانش واسترنبرگر توسط بار اولین براي تکنیک این .دهد کاهش می را ژن آنتی به

 (.18-16) .شد معرفی

  1بیوتین-آویدین تکنیک 1-2-1-6

 بادي اولیه آنتی به کووالانت پیوندهاي توان با می را پایین مولکولی وزن با ویتامین یک ،بیوتین     

 ژن آنتی به شود می اضافه بافتی به برش وقتی که کرد ایجاد بادي آنتی-بیوتین کانژوگه یک کرد و متصل

 بنابراین .دارد بیوتین اتصال براي محل  مرغ، سفید گلیکوپروتئین آویدین .شود متصل می نظر مورد

-سیستم آویدین .برد کار به لایه چند ایمونوآنزیمی آمیزي رنگ پلی براي عنوان به توان می را آویدین

 اختصار پروکسیداز کمپلکس به بیوتین-آویدینصورت  و به یافت تحول همکارانش و هسو توسط بیوتین

ABC است استفاده بیوتین به متصل که پراکسیدازي مولکول با کمپلکس آویدین از روش این در .در آمد 

-16) شود می متصل شده کانژوگه بیوتین با که بادي ثانویه آنتی به اولیه بادي آنتی روش این در .شود می

18.) 

  ها کروموژن 1-2-1-7

 
 ترین رایج DAB .دارد مختلف وجود آنزیمی هاي سیستم براي گوناگونی هاي کروموژن     

 آن مقاومت ،بوده قابل رویت سهولت به واکنش اي قهوه رنگ .شود می امروزه استفاده که است کروموژنی

                                                 
1 Avidin-Biotin Technique 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

-16) .سازد می ها مناسب افتراقی و چسب هاي آمیزي رنگ از طیف وسیعی براي را آن الکل، به نسبت

18.) 

   واکنش تشدید هاي روش 1-2-1-8

 کار به کروموژن محصولات رنگ منظور تشدید به توانمی  را آلی ترکیبات یا فلزات هاي یون     

 داده افزایش را رنگ شدت مس، سولفات درصد 5/0 محلول در شده رنگ هاي برش کردن ور غوطه .برد

 از ها آزمایشگاه اغلب ولی کند می باشد تغییر شده استفاده محلولی چه از اینکه به بسته نیز رنگ واکنش و

 رنگ شدت وقتی حتی چون دهند، می ترجیح را DAB طلایی-اي قهوه رنگ و نکرده ها استفاده روش این

 (.18-16د )دا تشخیص را آن توان است می کم بسیار

 

 1ایمیدازول توسط آمیزي رنی تشدید 1-2-1-9

فعالیت  آن بر علاوه و برابرکرده چندین خنثی pHدر  را DAB اکسیداسیون سرعت ایمیدازول     

-DAB مخلوط به ایمیدازول مول  افزودن  .کند می مهار را هموگلوبین کاذب پراکسیدازي

peroxidase (.18-16) .شود می ها ژن آنتی از دیگر برخی و استروژن گیرنده آمیزي رنگ تشدید باعث 

 

2اولیه بادي آنتی از مکرر استفاده با آمیزي رنی تشدید 1-2-1-10


 که صورت بدین.گیرد می قرار مورد استفاده استا کم ژن آنتی میزان که زمانی روش این     

                                                 
1 Imidazole Enhancement 

2 Enhancement by repeated application of reagents 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

 شسته PBS با سپس .کنیم انکوبه می اتاا دماي در ساعت  تا و ریطته را بادي اولیه آنتی ابتدا

-16) کنیم می گراد انکوبه سانتی درجه  دماي در شب یک و ریزیم می اولیه را بادي آنتی آنگاه و

18.) 

  

 سوابق پژوهش 1-3

متاسفانه در ایران داده هاي مدون و مستندي در خصوص پایش این بیماري وجود ندارد. لذا براي 

می بایست در جهت تشخیص این بیماري به کمک روش ها و تست هایی با  کنترل این بیماري مشترك

ایمونوهیستوشیمی نام یک آزمون استاندارد می باشد.  IHCحساسیت و ویژگی بالا اقدام نمود که تست 

به معنی  (histo) که به آنتی بادي هاي مورد استفاده برمی گردد و (Immuno) خودش را از دو واژه ي

این تکنیک فرایند  ابداع گردید.  Albert Coonsاین روش توسط  1941در سال  .بافت گرفته است

ل سلولی به کمک آنتی بادي هاي اختصاصی منوکلونال و پلی کلونال می شناسایی انتخابی آنتی ژن هاي داخ

 (.6) باشد. بیومارکرها در این تست می تواند روند تکثیر و مرگ سلولی را قابل درك می نماید

مونوکلونال  ایکلونال  یپل يها يباد یبا استفاده از آنت ییایمیشهیستومونویا يروشهادر حال حاضر   

 گرید یکیمورفولوژ یابیکه ارز زهیاتول يدر بافتهاي در تشخیص بیماري می باشد و ندارداستا يکردهایرو

در برابر تخریب، تشخیص بیماري را در ضایعات  scPrPکارایی دارد. مقاوم بودن  ی، به خوب ستین ریامکان پذ

خفیف ممکن می سازد. مشاهده شده است، بررسی نمونه هاي فیکس شده در فرمالین از بافت هاي آلوده در 

این تکنیک تنها راه تشخیصی با حساسیت و ویژگی بالا در تشخیص مثبت قطعی این بیماري صرف نظر از 

بشمار می آِید. جهت انجام این تکنیک نمونه برداري و تهیه بیوپسی  scPrPکیفیت بافت و در مقادیر اندك 

ان شود تا بتومی از بافت ها مورد نیاز است. سپس نمونه ها توسط فرمالین یا روش هاي دیگري فیکس 

مورفولوژي مناسب بافتی را به منظور بررسی دقیق تر فراهم نمود. پس از تهیه بلوکه هاي پارافینی نمونه ها 

میکروتوم برش داده شده سپس با یک آنتی بادي هاي اولیه و ثانویه مناسب انکوبه می شود. استفاده از آنتی  با

بادي اولیه روش ساده اي بوده که حساسیت چندانی ندارد لذا به منظور ارزیابی دقیق تر از انتی بادي هاي 
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 اولفصل  مروری بر تحقیقات انجام شده

بر  رد نظر سوار شده و انتی بادي هاي ثانویهآنتی بادي اولیه روي آنتی ژن مو .استفاده می نماییم زثانویه نی

تایج حاصل ن روش حساسیت بیشتري دارد.این که  نتی بادي هاي اولیه سوار می شودروي ایمنوگلوبولین هاي ا

می تواند پراکندگی و بیان پروتئین هاي مختلف  ،را نشان می دهد scPrPاز این تست علاوه بر اینکه حضور 

 (.21-19) موثر است BSEفیزیولوژیک درگیر در بیماري  که در درك فرایند را در بافت ها نشان دهد

 

در مطالعات انجام شده در دام هایی که به طور تجربی به این بیماري مبتلا شده اند مشخص شده 

پیش از گسترش تظاهرات پاتولوژیک بیماري می باشد. از  scPrPقادر به تشخیص  IHCاست که تست 

در کنترل کیفی مواد غذایی فراوري شده با منشاء دامی در سطح جهانی کاربرد   IHCکه امروزه تست  انجایی

ص لذا ما بران شدیم تا کاربرد این تست را در تشخی استزیادي یافته و یکی از مهمترین تستهاي تشخیصی 

 .بیماري جنون گاوي بررسی نماییم
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 دوم فصل مواد و روش کار

 «دومفصل »
 

 هامواد  و روش
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 دوم فصل مواد و روش کار

 

 مواد و روش کار -2 2

 :هدف 2-1

 .است و روده )انتهاي ایلئوم( نمونه هاي مغزدر  يپریون جنون گاو جستجويجهت  آزمایش این

 دامنه و حوزه کاربرد: 2-2

آزمایشگاه تخصصی  (آزمایشگاه اداره کل دامپزشکی خراسان رضوياین روش اجرایی در 

 اجرا شد. و روده )انتهاي ایلئوم( مغزبر روي نمونه هاي  (مرضیبخش هیستوپاتولوژي 

  : حد تشخیص 2-3

 می باشد. BSEوجود و یا عدم وجود آنتی ژن 

 

 :شرايط دام هاي قابل نمونه گیري 2-4

 

 عصبی درمانگاهی.گاوهاي داراي نشانه هاي مشکوك -1    

 گاوهاي زمین گیر و یا با ناهنجاري هـاي حرکتی ناشی از شکستگی ها.-2

 گاوهـائی که بـصورت اضـطراري بـه کشتارگاه اعـزام مـی شـوند یا کشتار اضطراري.-3

 .که در حین حمل و نقل و یا در کشتــارگاه تلف شوند گاوهـاي تلـف شـده-4

 از کشتار حذفی اعلام می گردند. گاوهـائی کـه در بازرسی قبل-5

 گاوهاي با نشانه هاي عصبی که نسبت به درمان هاي متداول مقـاوم هـستند.-6



 

29 

 

 دوم فصل مواد و روش کار

 

 نمونه هاي لازم :  2-5

 از تمامی گاوهاي فوق باید نمونه برداري به شرح ذیل صورت گیرد :

  نمونه مغز 2-5-1

 گاو همراه مغز باشد. obexمطابق شکل ذیل بخصوص دقت شود ناحیه  

 

 محل نمونه گیري از مغز-1شکل شماره 

   نمونه روده : 2-5-2

 ترجیحا ایلئوسیکال انتهاي ایلئوم()از بخش انتهاي روده کوچک  cm 5-10به طول   

 

 شرایط ارسال نمونه ها 2-5-3

 درصد قرارداده شود. 10نمونه ها باید در اسرع وقت در فرمالین بافر    
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 تعداد نمونه 2-5-4
 

راس گاو واجد  100انتهاي ایلئوم( از تعداد )نمونه روده  100نمونه مغز و  100در این مطالعه تعداد 

 شرایط جمع آوري شد.

 اصول ايمنی و شرح عوامل خطرساز: 2-6

پوشييیدن روپوش و اسييتفاده از ماسييک در زمان نمونه گیری و آزمایش  2-6-1

 الزامی بود. 

کیسييه های اسييتریل     پنس و˓چاقو  ˓جهت نمونه برداری از اسييکالپل       2-6-2

  استفاده شد.

 نمونه برداری در شرایط کاملا استریل انجام گرفت.  2-6-3

 اجرای مراحل کشت زیر هود لامینار و یا در کنار شعله بود.  2-6-4

جهت جلوگیری از آلودگی پس از پایان کار تمامی سطوح و وسایل با مواد    2-6-5

 ضد عفونی کاملا تمیز شد.
 

 

  :تجهیزات مورد نیاز تست 2-7

o دستگاه Tissue Processor  

o  میکروتومدستگاه  

o دستگاه تیغه تیز کن 

o دستگاه Water bath   

http://img.alibaba.com/photo/11619446/Microtome.jpg
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o فور و اتوکلاو 

o انکوباتور 

o دستگاه Parafin bath 

o میکروسکوپ نوري 

 

 مورد نیاز تست: مواد 2-8

 

o دستکش   

o  مداد مخصوص 

o  تخته مخصوص برش 

o  قیچی 

o بافت کارد مخصوص برش  

o  تیغه بیستوري همراه با دسته آن 

o  پنس 

o کاست بافت شناسی 

o دو قطعه آلومینیوم( قالب L )شکل 

o  قلم الماس 

o  لام 

o  تیغه میکروتوم 
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o  لامل 

o قلم مو 

o چسب مونتاژ 

o لام پلی ال لیزه 

o  و الکل مطلق 95، 90، 80، 70الکلهاي 

o زیلل 

o  پاتولوژيپارافین مخصوص 

o  درصد  10فرمالین 

o سدیم فسفات مونو بازیک 

o  سدیم فسفات دي بازیک 

o NaCl 

o Trypsin 

o PBS 

o Tween 20 

o primary antibody 

o secondary antibody 

o H2O2 

o Methanol 

o  goat serum 

o BSA 
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o cold fish skin gelatin 

o Triton X-100 

o sodium azide 

o DAB 

o هماتوکسیلین مایر 

  درصد 10تهیه فرمالین بافر  2-8-1

o      درصد قرار داده شوند براي تهیه محلول مذکور باید از فرمالین    10نمونه ها باید در فرمالین بافر

 درصد و ترکیب زیر استفاده نموده : 10

 Formaldehyde (37-40%) ---------------- 200 ml 

 Distilled water -------------------------- 800 ml 

 NaH2PO4 --------------------------------- 4.0 g 

 Na2HPO4 (anhydrous) ------------------ 6.5 g 

  

o             سفات دي بازیک در آب مقطر آن را به سدیم ف سفات مونوبازیک و  سدیم ف پس از حل کردن 

ــتفاده می   ــده را براي فیکس کردن نمونه ها اس خوبی با فرمالین تجاري مخلوط و مخلوط آماده ش

 ییم.نما

 Peroxidase Blocking Solutionتهیه محلول  2-8-2

o       : این محلول براي بلاك پراکسیدها استفاده می شود براي تهیه این محلول 

 30% H2O2 ------------------------- 10 ml 

 1X PBS ----------------------------- 90 ml 
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 . ماه قابل نگهداري می باشد 3درجه سانتیگراد بمدت  4محلول فوق تهیه که در دماي 

 10X  Phosphate Buffered Saline (PBS)تهیه محلول  2-8-3

 

 این محلول براي شستشو در مراحل مختلف بکار می رود براي تهیه این محلول از فرمول زیر :     

 Na2HPO4 (anhydrous) ----------------------- 10.9 g 

 NaH2PO4 (anhydrous) ----------------------- 3.2 g 

 NaCl ------------------------------------------- 90 g 

 Distilled water ------------------------------- 1000 ml 

رقیق شده و   1:10استفاده با آب مقطر به نسبت    رسانده و قبل از  4.7به   pHپس از تهیه محلول فوق       

 مورد استفاده قرار می گیرد.

 Tween 20-10X PBSتهیه محلول  2-8-4

 این محلول براي شستشو در مراحل مختلف بکار می رود براي تهیه این محلول از فرمول زیر :     

 Na2HPO4 (anhydrous) ----------------------- 10.9 g 

 NaH2PO4 (anhydrous) ----------------------- 3.2 g 

 NaCl ------------------------------------------- 90 g 

 Distilled water ------------------------------- 1000 ml 

 

شده و قبل از   ml Tween 20 5  رسانده سپس به آن   4/7 به  pHپس از تهیه محلول فوق       ضافه  ا

http://www.ihcworld.com/_protocols/washing_buffers/pbs.htm
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 رقیق شده و مورد استفاده قرار می گیرد. 1:10استفاده با آب مقطر به نسبت 

 10X  Tris Buffered Saline (TBS)تهیه محلول  2-8-5

 این محلول براي شستشو در مراحل مختلف بکار می رود براي تهیه این محلول از فرمول زیر :     

 Trizma base----------------------------------- 61 g 

 NaCl-------------------------------------------- 90 g 

 Distilled water ------------------------------- 1000 ml 

 
ــتفاده با آب مقطر به   4/8به   HCLبه کمک   pHه محلول فوق پس از تهی ــانده و قبل از اس رس

 رقیق شده و مورد استفاده قرار می گیرد. 1:10نسبت 

لول           2-8-6 ح م یه  ه  DAB Peroxidase Substrate Solution    ت

– Brown 

 

ستوك شماره      سی سی آب مقطرحل نموده    10در  DABگرم  0.1: به  1ابتدا براي تهیه محلول ا

ــپس  ــید کلریدریک به آن اضــافه می نماییم. بمدت  5تا  3س ــیکر قرارداده تا  10قطره اس دقیقه آن را در ش

DAB  درجه نگهداري می نماییم.براي تهیه محلول  -20بطور کامل حل شـــود ، ســـپس آن را در درماي

ســی ســی آب مقطر حل نموده و  10درصــد در  H2O2 30  میکرولیتر 100: به میزان 2اســتوك شــماره 

 نگهداري می نماییم. -20این محلول نیز تا زمان استفاده در  بخوبی مخلوط می نماییم.

شماره     5براي تهیه محلول کار:        ستوك  سی    5را در  1قطره از ا حل نموده  PBS ((pH سی 

http://www.ihcworld.com/_protocols/washing_buffers/pbs.htm
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  به آن اضافه و بخوبی مخلوط می نماییم. 2قطره از استوك شماره  5سپس 

 روش کار: 2-9

 آماده کردن بافت در آزمایشگاه 2-9-1

 
سپس یک قسمت کوچک به ابعاد  برش داده می شود. مغز و رودهنمونه هاي ابتدا     

(1 mm  x  1mm x 1mmاز بافت انتخاب می گردد ). 3ضخامت بافت انتخابی حدودmm .می باشد 

با مداد گرافیت یا به وسیله  کد( نمونه) .نمی شود زیرا در ضخامت هاي زیاد بافت خوب فیکس      

کد( نمونه داخل کاست )نوشته می شود تا در مراحل کار محفظ بماند. نمونه همراه با مرکب چین روي مقوا

 .شودمی قرار داده 

یل را سپس زنب کاستِ حاوي بافت توسط تکنولوژیست داخل زنبیل مخصوص قرارداده می شود.      

این دستگاه  فرود آید. 1به طوریکه زنبیل درلیوان شماره  قرار داده Tissue Processorبه حلقه دستگاه 

 دو حرکت دارد :

 حرکت انتقالی یا حرکت ظرف به ظرف 

 حرکت نوسانی   

 محلول 2 و 1 شماره هاي لیوان در ترتیب به که.است مخصوص لیوان دوازده داراي دستگاه این

 5 شماره ، درجه 80 الکل 4 درجه،شماره70 الکل حاوي 3 شماره هاي لیوان ، اند ریخته %10 بافر فرمالین

 لیوان. است مطلق الکل حاوي 8 شماره لیوان باشد می درجه 95 الکل داراي 7و 6 شماره ، 90 الکل داراي

 نممک کار تناسب به ها غلظت این .دارد وجود پارافین آخر لیوان دو داخل نهایت ودر زیلول حاوي 10و 9هاي
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 .باشد متفاوت کمی ها آزمایشگاه در است

 درجه 30 حدود و آید می بالا اتوماتیک طور به دستگاه( Head) سر ساعت یک گذشت از بعد      

 سر سپس گرفته قرار 2 شماره لیوان بالاي در زنبیل ترتیب این به .کند می چرخش ساعت عقربه موافق

(Head) از بعد .آید می فرود 2 شماره لیوان داخل در زنبیل طوریکه به آمده پایین اتوماتیک طور به دستگاه 

 لالک از آبگیري مرحله در .رسدمی  پایان به موفقیت با Fixation یا فیکساسیون مرحله ساعت یک گذشت

 .گیرد انجام خوبی به بافت از آبگیري تا شده استفاده صعودي درجه با

 ی گردد.م   سلول هاي بافت هرنوع تغییرات سریع روي بافت موجب تغییر فرم هسته وسیتوپلاسم -1

 درنتیجه در .درجه( موجب انقباض شدید بافت وچروکیدگی وسختی آن می شود100الکل مطلق ) -2

 مراحل کاراز نفوذ مواد به داخل بافت جلوگیري به عمل می آید.

کردن یا  شفاف دستگاه تیشو پروسسور به طور اتوماتیک پیش می رود. تا اینکه در مرحله گردش کار

Clearing .چشمه ها ومنافذ بافت توسط زایلل باز می گردد 

 Impregnation آغشتگی یا 2-9-2

به داخل منافذ و چشمه هاي بافت  (درجه سلسیوس 56 – 52در این مرحله بتدریج پارافین مذاب )    

روسسور به تیشوپتمام مراحل فوق توسط دستگاه  می شود. نفوذ می کند در پایان باعث استحکام و قوام بافت

ولی چون شکل هندسی ندارد باز نمی توان آن  .طور اتوماتیک انجام می گیرد. تا اینجا بافت قوام یافته است

 لازم است به بافت شکل .از آن برش هاي میکرونی تهیه کنیم را داخل دهانه دستگاه میکروتوم قرار داده و

اوي بافت کاست حسپس  ،بیرون آورده تیشو پروسسور هزنبیل را از داخل ظرف پارافین دستگا .هندسی بدهیم

 .درجه انتقال می دهیم 58زنبیل خارج کرده آن را به داخل دستگاه اتو  از داخل
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 :Embeding قالب گیری 2-9-3

شکل در کنار هم ایجاد  L شیشه اي( قالب را با قرار دادن دو قطعه آلومینیوم)روي سطح صاف      

داخل قالب  .می کاریم  درب کاست را باز کرده و قطعه بافت را به وسیله پنس بر داشته ودر ته قالب .می کنیم

ار پنس کمی روي آن فش دم کد( نمونه را روي سطح پارافین قرار داده با)حالا .را با پارافین مذاب پر می کنیم

دقیقه بعد پارافین خوب منجمد  20ود حد .می دهیم  قالب را به یخچال انتقال .می دهیم تا خوب جا گیر شود

پارافینه حاوي  بلوك  .قالب را به خود می گیرد و به راحتی از قالب آلومینیومی جدا می شود می شود. و شکل

پارافینی بافت را در داخل خود نگه داشته و به شکل هندسی مکعب مستطیل در می  بلوك .آماده گردید بافتی

 آید.

 

 : Cutting برش گیری     2-9-4

. شود می میکروتوم انجام میکرونی از بلوك پارافینی توسط دستگاه 7تا  4هاي بسیار نازك  تهیه برش

ابتدا بلوك پارافینی را در جایگاه خود روي میکروتوم  .داردنیاز  زیادي و تجربه تمرین به خوب هاي برش تهیه

  .کنیم می را با بلوك را تنظیم میکروتوم زاویه تیغه .نگهدارنده بلوك را محکم می کنیم پیچ قرار داده و

رداشته پارافین روي سطح بلوك ب ي ضخیم گرفته می شود تاها برش با چرخاندن دسته میکروتوم ابتدا

و با چرخاندن  میکرون تنظیم می کنیم 4دستگاه را روي عدد  شده و بافت آشکار گردد. سپس درجه میکرون

 تولید می شود.برش هاي پی در پی  منظم دسته میکروتوم
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 :واتر بس( یا دستگاه حمام آب گرم)دستگاه   2-9-5

 سیاه این دستگاه ساده داراي یک ظرف گرد یا مستطیل است ، که داخل آن را با ماده تفلون     

 یک و ترموستات این دستگاه مجهز بهاند،  داده قرار برقی گرمکن یا هیتر یک ظرف این زیر در اند، پوشانده

مشخصی آب در داخل ظرف دستگاه می ریزیم دو شاخه دستگاه را به  مقدار .است حرارت درجه دکمه تنظیم

د ادرجه سانتی گر 45دماي آب به  می کنیم وقتی درجه تنظیم 45وصل می کنیم درجه دستگاه را روي  برق

درجه سانتی  45گرما حدود خود کارقطع می کند بدین ترتیب آب با  رسید ترموستات جریان برق را به طور

برش هاي بافت به صورت پیاپی به شکل نواري در آمد انگشت میانی دست راست  گرد حاصل می گردد. وقتی

ي نوار را با نوك باریک یک قلم مو از جا برداشته و آنرا به آرامی هاانت و انگشت این با را سرنوار کرده را خیس

آب شنا ور می شود آب گرم  نوار روي سطح .س( انتقال می دهیمب واتر)دستگاه درجه 45 گرم آب سطح روي

یک اسلاید شیشه اي تمیز را بطور عمودي  باعث باز شدن چین وچروك هاي برش هاي بافت می گردد.

سلاید ا سطح روي را و سالم صاف برش چهار تا سه نشانه انگشت کمک به فرو می بریم (واتربس) داخل آب

 به این ترتیب چند برش از سطح وش مرکز اسلاید قرار گیرد.ح بطوریکه برش ها در حول و .هدایت می کنیم

تهیه  .برش ها روي سطح اسلاید می چسبند .اضافه نوار را با نوك قلم مو دور می کنیم .آب گرفته می شود

 ري دقیقکا انتقال برش ها به سطح آب گرم، بر داشت برش ها از سطح آب و... برش هاي میکروسکپی ،

ر می شود.اسلاید را د  که به مرور حاصل در نهایت کسب تجربه دارد وظریف است که نیازمند دقت، تمرین و

براي رنگ آمیزي هاي ایمونوهیستوشیمی )تا خوب خشک شود.  جاي مخصوص به طور عمودي قرار می دهیم

ستگاه زنبیل را در داخل د ،میزي قرار دادهاسلاید را در زنبیل رنگ آبهتر است از لام پلی ال لیزه استفاده شود( 

خوب خشک شده  با این کار برش ها دقیقه در اتو بماند. 30تا  20حدود  .می دهیم درجه قرار 60دماي  اتو با
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 .چسبند می لام سطح روي سختی به و

 رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی: 2-9-6

 خلاصه مراحل کار به شرح زیر می باشد:
 
 زایللپاك کردن پارافین با  -1

 برداشتن زایلل با الکل مطلق -2

 رنگ آمیزي  -3

 دهیدراتاسیون از طریق درجات مختلف الکل -4

 شفاف کردن در زایلل -5

 چسباندن لامل -6

 روش انجام کار: 2-9-6-1

ي تهیه شده از نمونه ها در دو گروه اول مایکوباکتریوم بویس و دوم مایکوباکتریوم ها لام     

گروه کنترل مثبت و منفی مربوطه قرار داده شده سپس به روش توبرکولوزیس دسته بندي شده و براي هر 

 زیر به آب رسانده شدند:

 دقیقه 3-5زایلل اول                                   -1

 دقیقه 3-5زایلل دوم                                   -2

 دقیقه 3-5درجه                100زایلل + الکل  -3

 دقیقه 3-5درجه                          100الکل  -4
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 دقیقه 3-5درجه                          100الکل  -5

 دقیقه 3-5درجه                            95الکل  -6

 دقیقه 3-5درجه                            95الکل  -7

 دقیقه 3-5درجه                            80الکل  -8

 دقیقه 3-5                  درجه          70الکل  -9

 دقیقه 3-5درجه                            50الکل -10

 دقیقه 3-5آب مقطر                                  -11

نده آنتی طبق پروتکل شرکت ساز) انجام شد ذیلشرح به  یتراتس یمسدبا استفاده از ژن  یآنت یابیباز

 .بادي اولیه(

 داده شد.قرار  يا یشهش یدنگهدارنده اسلا یکرا در  یدها. اسلا1

سه را در  2 شه ش  یتريل 2 بیکر یکدر  یتراتس  یمسد  مولار یلیم 10 از یترل یلیم 600. قف قرار  يا ی

 بر روي بیکر شیشه اي خطی نشان دهنده سطح آب علامت گذاري شد.. داده شد

 .شد یگزینشده را جا یرآب تبخ قهیدق 10، هر  قرار داده شد یکروویومادر  یقهدق 20مدت  بمدت. 3

 .شدخنک  یقهدق 20به مدت  یدهااسلاسپس  -4

 30به مدت   Serum Blockingآنپس از  شسته و PBSبار در  یکچهار بار در آب مقطر و  -5

پس از دو مرحله شستشوي مجدد اینکوباسیون نمونه ها با آنتی بادي اولیه رقیق شده به  .دقیقه انجام شد

SCHycult HM5011 Prion PrP ,در دماي اتاق و بمدت یک شبانه روز انجام گرفت ) 200/1نسبت 

mAb 1.5D7).  پس از دو بار شستشو مرحله بلاكProxidase  سپس نمونه  .دقیقه انجام شد 10بمدت
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 Abcam Ab97023 1mg Goat)ها با محلول شستشو دو بار شستشو داده شده از آنتی بادي ثانویه )

(HRP IgG H&LMouse -Anti رقیق شده به نسبت )دقیقه  30در دماي اتاق و به مدت  200/1

دقیقه استفاده  3به مدت  DABصورت گرفت. پس از دو بار شستشوي نمونه ها از محلول کار آماده شده 

 شد. پس از دو بار شستشوي مجدد نمونه ها مراحل زیر انجام شد:

 دقیقه 5-15هماتوکسیلین مایر                        -1            

 شستشو با آب جاري                     فقط با چند حرکت-2

 اسید الکل                                 چند حرکت -3

 شستشو با آب جاري                    فقط با چند حرکت -4

 چند حرکت     کربنات لیتیوم                         -5

 شستشو با آب جاري                     فقط با چند حرکت -6

 درجه                            چند حرکت   95الکل  -7          

 درجه                             چند حرکت 95الکل  -8

 درجه                           چند حرکت 100الکل  -9

 چند حرکت                          درجه 100الکل  -10

 دقیقه 3-5درجه                 100زایلل+ الکل  -11

 دقیقه 3-5زایلل دوم                                   -12

 دقیقه 3-5زایلل سوم                                  -13
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 خروج از زایلل و چسباندن لامل -15

         

ثبت با کنترل منتایج لام ها پس از آماده شدن توسط میکروسکوپ نوري مورد مطالعه قرار گرفته و      

 .شدمقایسه 

 



 
4

4

 «سومفصل »

 نتایج

 

 

 

 

 

 

 

 و بحث                                               
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 نتایج  3 3

 :نتايج ايمونوهیستوشیمی در مغز 3-1

منفی تشخیص  BSEاز نظر آلودگی به آنتی ژن  ها نمونه تمامیکار شده مغز نمونه  100از تعداد 

در نواحی که  DAB( و کروموژن قهوه اي رنگ HRPبدلیل استفاده از آنتی بادي ثانویه )داده شدند. 

ه ن قهوسوب و بدلیل استفاده از کروموژحضور داشته باشد، کروموژن در سطح سلول ر BSEآنتی ژن 

 1همانطور که در تصاویر اي رنگ، رسوب در زیر میکروسکوپ نوري به رنگ قهوه اي دیده می شود. 

بنابراین می  مشاهده نشد. DABاي رنگ وب قهوهملاحظه می شود در هیچکدام از نمونه ها رس 2تا 

 منفی می باشند. BSEاز لحاظ  توان نتیجه گیري نمود که نمونه هاي مغز

 :رودهنتایج ایمونوهیستوشیمی در  3-2

منفی تشخیص  BSEاز نظر آلودگی به آنتی ژن  کار شده تمامی نمونه ها رودهنمونه  100از تعداد 

در نواحی که  DAB( و کروموژن قهوه اي رنگ HRPتی بادي ثانویه )داده شدند. بدلیل استفاده از آن

ه ن قهول رسوب و بدلیل استفاده از کروموژحضور داشته باشد، کروموژن در سطح سلو BSEآنتی ژن 

 1اي رنگ، رسوب در زیر میکروسکوپ نوري به رنگ قهوه اي دیده می شود. همانطور که در تصاویر 

مشاهده نشد. بنابراین می  DABاي رنگ هیچکدام از نمونه ها رسوب قهوهملاحظه می شود در  2تا 

 منفی می باشند. BSEاز لحاظ  رودهتوان نتیجه گیري نمود که نمونه هاي 
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در تصویر رسوب کروموژن داي آمینو بنزیدین    در مغز گاو. BSEنمونه کنترل مثبت  -2شکل شماره   

مشاهده می شود. رنگ    فلش هاي نشان داده شده در تصویر(   ) به رنگ قهوه اي رنگ در سلول هاي عصبی  

 میکرون( 50میله افقی به طول ) 400آمیزي ایمونوهیستوشیمی. بزرگنمایی 
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شماره    صبی      در نمونه مغز  -3شکل  سلول هاي ع سوب کروموژن قهوه اي رنگ در  صویر ر گاو. در ت

 میکرون( 50میله افقی به طول ) 400بزرگنمایی . رنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمی. نشدمشاهده 
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شماره    صبی       -4شکل  سلول هاي ع سوب کروموژن قهوه اي رنگ در  صویر ر نمونه مغز در گاو. در ت

 میکرون( 50میله افقی به طول ) 400مشاهده نشد. رنگ آمیزي ایمونوهیستوشیمی. بزرگنمایی 
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شماره    شد. رنگ       ایلئومنمونه  -5شکل  شاهده ن سوب کروموژن قهوه اي رنگ م صویر ر در گاو. در ت

 میکرون( 200میله افقی به طول ) 200آمیزي ایمونوهیستوشیمی. بزرگنمایی 

 

 

                                                                                                                  بحث 3-3

گاوي   ــتم           جنون  ــیسـ نده و دژنراتیو سـ ــ ماري کشـ گاوي بی کل  ــ ــفنجی شـ پاتی اسـ فالو ــ  یا آنسـ

باشــــد          گاو می  قال  بل انت قا ماه پس از بروز            .اعصــــاب مرکزي  ند  تا چ ته  یک هف ماري   این بی
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ــود      ــبـب مرگ گـاو می شـ ــانـه هـاي بـالینی سـ ــال 5تـا  4میـانگین دوره کمون بیمـاري    .نشــ  ســ

ـت   ـ              .اس ـ ـالغ در ه ـاي ب ـ ـاري در دام ه ـن بیم ـ ـده و              ای ـ ـشاهده ش ـ ـاده م ـر و م ـ ـنس ن  ر دو ج

ـون            .حساسیت تمامی نژادها در برابر ابتلاء به بیماري یکسان است ـاري جن ـاي بیم ـ ـشانه ه ـرین ن مهمت

ـاوي ، دوره     ـ ـولاً       کگ ـ ـولانی و معم ـون ط ـا   2م ـال    8ت ـ اختلالات حرکتی ، تغییر در رفتار و ایجاد  ،س

حالات غیرمعمول ، حساسیت زیاد نسبت به صدا ، ملامسه و نور ناگهانی ، کاهش وزن علی رغم وجود اشتها 

ــت     ، علائم عصبی ، لگد زدن هنگام شیر دوشی ، کاهش تولید شیر ، تغییرات رفتاري مانند تشویش ، حرکــ

ـا سرافتاده به پایین ، حرکات  زیاد گوش ها ، بی میلی در عبور از درها و از یک سطح به سطح دیگر و میل  ب

شد  سال   .(7و6) به حمله می با سان بدست آمد که متعاقباً     1996در  شواهدي دال بر انتقال بیماري ازگاو به ان

ـد شد   ا منتقل نماید ،از آنجا که استفاده از بافت هاي مخاطره آمیز دام بیمار می تواند بیماري ر .(10و 9) تائی

ــین از نظر    ــومی و همچنـ ــت عمـ ــر بهداشـ ــاده اي از نظـ ــارت دام و تولیدات دامی  اهمیت فوق العـ تجـ

ــتم هدف راه اندازي این  لذا با توجه به ضرورت ذکر شده، در این طرح با .حدودیت هائی را ایجاد نموده اسـ

صلاح بین ا        شور، که مورد تایید مراجع ذی صی مهم در ک شخی ست ت ست، می   FAOو  OIEلمللی نظیر ت ا

شد. براي این منظور از آنتی بادي    شرکت  mAb 1.5D7SCHM5011 Prion PrP ,مونوکلونال با

Hycult    ستفاده شد، این آنتی بادي -BoPrP153مونوکلونال و جهت شناسایی ایمیونوژن    ((IgG2bا

در نمونه هاي انسان، گاوسانان و موش قابل استفاده می باشد. در این طرح به منظور بررسی دقیق، از       165

مونــه روده     100تعــداد    حی                     )ن نوا گی  لود ــد تــا آ تفــاده شــ ئوم( اســــ ل ی تهــاي ا ن  Peyer’sا

Patches  سی قرار گیرد ست تمامی نمونه    در عفونت خوراکی دام مورد برر شان داده ا و همانطور که نتایج ن

با آنتی بادي  2006و همکاران در سال  Bergstrom. مطابق با تحقیق مشابه اي که توسط ها منفی بودند
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 سوم  فصل  و بحث  نتایج 

ها نشان دادند که در آلودگی خوراکی همسترهاي آلوده شده با اسکراپی      مونوکلونال مذکور صورت گرفت آن 

تاهی پس ا     یار کو ــ مدت بسـ با پریون را در روش   Peyer’s Patchesز آلودگی نواحی در  روده آلودگی 

شان می دهند      شیمی به خوبی ن ستو نمونه مغز از گاوهاي  100همچنین در این تحقیق تعداد . (23) ایمونوهی

ستفاده از آنتی بادي مونوکلونال مذکور به روش            شهد اخذ و با ا صنعتی م شتارگاه  شده در ک شتار شکوك ک م

س  شان داد، تمامی نمونه هاي فوق از لحاظ        ایمونوهی سی ن سی قرار گرفت، نتایج این برر شیمی مورد برر تو

در یک تحقیق مشابه بر   2008و همکاران در سال   Cordesآلودگی با پریون جنون گاوي منفی می باشند.  

سی قرا     ستر آنتی بادي مونوکلونال مذکور را مورد برر سفند و هم یجه ر دادند و نتروي نمونه هاي مغز گاو، گو

ستفاده از این آنتی بادي   سیار مطلوب و واکنش قوي در رنگ      باگرفتند که ا شیمی نتایج ب ستو روش ایمونوهی

 .(24) آمیزي به همراه داشت

ــت عمومی و   و نقش مهم و حیاتی آن  جنون گاوي  با توجه به اهمیت بیماري      در نتیجه   در بهداشـ

توسط مراجـع  گوشـت و تولیـدات دامـی از کشورهاي نامـشخص  ، در حـال حاضـر تجـارت    تجارت جهـانی 

ـاي جـدي مواج         ـا محـدودیت ه ـی ب ـین الملل ـده اسـت    ب ـن مراجـع ، کشورها را از نظر انجام   ـه گردی . ای

ـورت وجود احتمال آلودگی ، با دشواري هاي زیادي   و نمودهاقدامات مراقبتی و مبارزه اي ، طبقه بندي  درص

مدارك و مســتندات خواهند شــد. روش ایمونوهیســتوشــیمی می تواند علاوه بر ارائه ارت روبرو در زمینه تج

ــروري  ــطح آلودگی، در زمینه کنترل و  جهت تعیین جایگاه و مورد قبول جوامع جهانی ض ــور از لحاظ س کش

 اشد.بریشه کنی این بیماري در کشورهایی که احتمالا با بیماري درگیر می باشند، نقش بسزایی داشته 
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