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 تحقیقیمقاله 

شناسایی آنتی ژن آدنوویروس در ریه بزهای مبتلا به پنومونی با استفاده از 

 ایمنوهیستوشیمی
 

 *کیوان جمشیدی

 دانشگاه آزاد اسلامی، گرمسار، ایران پاتولوژی، دانشکده دامپزشکی، واحد گرمسار، استادیار

 07/79/9077تاریخ پذیرش:   70/70/9911تاریخ دریافت: 

 چکیده

هدف  .استها در سراسر جهان  فاکتورهای محدود کننده تولید در این گونه ینتر مؤثر بر مجاری تنفسی گوسفند و بز یکی از مهم های یماریب

در بافت ریه متعلق به بزهای مبتلا به پنومونی، تثبیت شده در فرمالین و  (AdV)اصلی از مطالعه پیش رو تعیین و شناسایی آنتی ژن آدنوویروس 

رأس بز، که در مزارع  070متعلق به  های یه. به همین منظور رباشد یقالب گیری شده در پارافین با استفاده از تکنیک ایمونوهیستوشیمی م

به  9911فروردین تا شهریور سال  یها شده و جهت کشتار بین ماهگرمسار و آرادان و مناطق اطراف پرورش داده  یها دامپروری شهرستان

 یها ماکروسکپیک پنومونی در لوب های یافتهکشتارگاه نیمه صنعتی شهرستان گرمسار اعزام شدند مورد معاینات پس از کشتار قرار گرفتند. 

ناسایی و ثبت شد. درجات ملایم، متوسط و شدید کبدی %( ش00/0رأس بز ) 00متعلق به  های یهرأسی و کاردیاک ر یها مختلف بویژه در لوب

پی، پنومونی در بزهای مورد مطالعه ومیکروسک بررسیمشاهده شد. در  ها یه% ر0/99%، 9/00%، 1/91پنومونیک به ترتیب در  های یهشدن در ر

%(، و پنومونی 99/99( )9برونکواینترستیشیال )%(، پنومونی 91/99( )0%(، برونکوپنومونی چرکی )01/90( )99تحت عناوین پنومونی بینابینی )

ریه پنومونیک به منظور شناسایی آنتی ژن  00مبتلا به پنومونی انگلی،  های یه%( طبقه بندی شدند. در مجموع با حذف ر91/99( )0انگلی )

AdV  تحت مطالعات میکروسکپی با استفاده از تکنیک ایمونوهیستوشیمی قرار گرفتند. آنتی ژنAdV ( شناسایی 09/99مورد ریه ) 9 در%

 AdVبیانگر این نکته باشد که پنومونی طبیعی در بزها ممکن است با منشاء  تواند یدر بافت ریه بزها م AdVشد. در نهایت حضور آنتی ژن 

 به عنوان یک عامل مستعد کننده برای بروز پنومونی های باکتریایی ثانویه عمل کند. تواند یم AdV شود یبوجود بیاید. بعلاوه تصور م

 بز، ریه، آدنوویروس، ایمونوهیستوشیمی: کلیدی کلمات
 کیوان جمشیدیمسئول:  نویسنده *

 دانشکده دامپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرمسار   آدرس:
 drjamshhidi2000@gmail.com:  پست الکترونیک
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 مقدمه

مجاااری تنفساای گوساافند و بااز یکاای از    هااای یماااریب

مهمتاارین فاکتورهااای محاادود کننااده تولیااد در ایاان     

حیوانی بوده و به این ترتیاب عامال راررهای     یها گونه

بر صانعت پارورش نشاخوارکنندگان     یا اقتصادی عمده

در ایاران   (.91) آیاد  یکوچک در سطح جهان بشمار ما 

میلیااون رأس واحااد حیااوانی )معااادل یااک رأس  0/901

گوسفند بالغ( وجود دارد. تعداد گوسفند و بز در کشور 

. باشااد یرأس ما میلیااون  1/09و  0/90باه ترتیااب معاادل   

مصرف سرانه گوشت قرمز، گوشت سفید، شایر و تخام   

کیلوگرم باازای   1/1و  999، 0/01، 0/90 مرغ به ترتیب

 (.00) باشد یهر فرد در سال م

پرورش و تولید دام شغل و حرفه اصلی سااکنین منااطق   

. باشاد  یروستایی شهرساتان گرمساار )اساتان سامنان( ما     

در این اساتان بشامار    دامی یها گوسفند و بز عمده گونه

(. بدلیل تغذیاه فقیار، فاکتورهاای مادیریتی     90) آیند یم

متنااوع بااا منشاااء  هااای یماااریرااعیف و میاازان شاایوع ب

ویروس، باکتری و انگل تولید کلی در مجماوع در ایان   

حیوانات پایین است. پیامادهای اقتصاادی ایان وراعیت     

ر فراوان بوده عبارتند از مرگ و میر همچنین مشاهده غیا 

همه گیری مانند افزایش زمان رسیدن  یها مستقیم شناسه

بااه وزن بااازار، رااریب تباادیل رااعیف، افاازایش میاازان 

حذف، لاشه رعیف و لاغر، افزایش میزان حذف لاشاه  

در کشتارگاه و صرف هزینه و زمان ارافی برای درماان  

 (.90و خدمات دامپزشکی )

 ایها  یاروس اند که برخی و یید کردهأتحقیقات مختلف ت

مجااری   یها سبب بروز عفونت توانند یبا منشاء گاوی م

(. اگرچاه ایان   99و  0تنفسی در گوسفند و باز گردناد )  

اناد ولای نشاان داده     به نادرت شناساایی شاده    ها یروسو

 هاای  یمااری باا ب  مارتبط هاای   یروسشده که بسیاری از و

طبیعای و تجربای    یهاا  دستگاه تنفسی گاوان در عفونات 

 (.99اند ) د و بز نقش داشتهدستگاه تنفس گوسفن

آدنوویروسی اغلب تحت کلینیکای باوده و    یها عفونت

در مجااری گوارشای و تنفسای ر      وماأ این عفونتهاا عم 

طبیعای و تجربای باا منشااء      یهاا  (. عفونات 90) دهند یم

 هاایی  یعهآدنوویروس در گوسفند و باز سابب باروز راا    

 (. 97و  9) شوند یعمدتاً در مجاری تنفسی م

هاا باا منشااء     تجربای در باره   یهاا  بر این، عفونات علاوه 

را  هاایی  یعهنیاز معماولاً راا    BHV-1آدنوویروس هاا و  

محدود به مجااری تنفسای    ها یعهو این را کنند یایجاد م

. اگرچاااه سااایر بیمااااری زایااای (90، 97، 1، 0) هساااتند

آدنوویروس ها در گاوان به خوبی شناساایی و توصایف   

ولی تاکنون موارد پنوماونی   (00، 09، 09، 0) شده است

طبیعااای کمااای باااا منشااااء ایااان عامااال ویروسااای در   

 .(00، 1) نشخوارکنندگان کوچک گزارش شده است

هاا و کااهش چشامگیر مکاانیزم      تخریب فعالیات ماژک  

پاااک سااازی موکوسااییلیاری در مجاااری تنفساای در     

، 99، 1) آدنوویروسی گازارش شاده اسات    یها عفونت

09). 

ک روتاااین )معماااولی( در  یوژمطالعاااات هیساااتوپاتول 

آدنوویروساای ناکااافی گاازارش  یهااا تشااخیع عفوناات

(. تشااخیع قطعاای ایاان عفوناات از طریااق   0انااد ) شااده

، PCRجداسااااازی ویااااروس در کشاااات ساااالولی،    

میکروسااکا الکتروناای، تساات خنثاای سااازی ویااروس، 

صااورت  فلورساانت آنتاای بااادی و ایمونوهیستوشاایمی  

 .(01، 00، 09، 00، 90، 1گیرد ) یم

ایاان تحقیااق شناسااایی میاازان شاایوع آنتاای ژن  هاادف از

آدنوویروساای بااا اسااتفاده از تکنیااک رناا  آمیاازی      

بافت ریه فیکس شده  یها ایمونوهیستوشیمی روی نمونه

الااب گیااری شااده در پااارافین، متعلااق بااه قدر فرمااالین و 
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بزهااای مبااتلا بااه پنومااونی و کشااتار شااده در کشااتارگاه 

 .شدبا یشهرستان گرمسار، استان سمنان، م

 مواد و روش کار

 جمع آوری نمونه

 هااای یرأس بزکااه در داماادار 070متعلااق بااه  هااای یااهر

گرمسااار و آرادان و روسااتاهای تابعااه    یهااا شهرسااتان

فاروردین تاا شاهریور ساال      یهاا  پرورش یافته و بین ماه

جهت ذبح به کشتارگاه صنعتی شهرستان گرمسار  9911

 ار گرفتناد. اعزام شده بودند مورد مطالعاه و بررسای قار   

آسیب دیده اخذ و با رعایات   های یهبافتی از ر یها نمونه

دارد نمونه برداری در حجم مناسب فرماالین  نشرایط استا

 % تثبیت شدند.97بافر 

 مطالعات ماکروسکپی و هیستوپاتولوژی

پیرو روش ارائاه  ریوی  یها شدت پنومونی در تمام لوب

اسااس   و بار  (0790و همکااران )  Çeribasiشده توسط 

بنادی  درجه بنادی  میزان گسترش و توسعه کبدی شدن 

مشاااهده شااده روی   هااای یعه. باار اساااس رااا (1) شااد

%، 97درگیر: کمتار از   یها ریوی و حجم لوب یها لوب

% بااه ترتیااب بااه ملایاام،   07%، بیشااتر از 07% و 97بااین 

 متوسط و شدید طبقه بندی شدند.

 هاای  هیعباا راا   هاای  یاه باافتی اخاذ شاده از ر    یها نمونه

% 97سااعت در فرماالین باافر     00ماکروسکپی به مادت  

پارافیناه   یهاا  تثبیت، و پایش از مقطاگ گیاری در بلاوک    

قالب گیری شدند. سپس مقاطگ باافتی باه روش معماول    

هماتوکساایلین ائااوزین رناا  آمیاازی و در نهایاات بااا    

و بااااا  متااااداول اسااااتفاده از میکروسااااکا نااااوری  

 رار گرفتند.مورد مطالعه قهای مختلف  ییبزرگنما

 روش رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمی

تکنیااک رناا  آمیاازی ایمونوهیستوشاایمی در مجمااوع  

نمونه ریه که در مطالعات میکروساکپی تحات    00روی 

%(، 0n=( )91/99عنااااوین برونکوپنوماااونی چرکااای )  

%(، پنومونی 9n=( )99/99پنومونی برونکواینترستیشیال )

شاادند و نااه  طبقااه بناادی %(،99n=( )01/90بینااابینی )

( اعمال شد به کار n=4مبتلا به پنومونی کرمی ) های یهر

 گرفته شد.

باا   و AdVجهات بررسای بیاان آنتای ژن      مقااطگ باافتی  

-avidin-biotin هاااای متاااداول  یاااکتکناساااتفاده از 

peroxidase complex تحت پروسه ایمونوهیستوشیمی 
[Anti-Respiratory Syncytial Virus antibody 

(ab20745) 1/100 dilution, Abcam, Cambridge, 

UK],   قرار گرفتند. مقاطگ بافتی انتخاب شده برای رن

آمیزی به روش ایمونوهیستوشایمی مطاابق دساتورالعمل    

 شرکت سازنده پروسه شدند.

 نتایج

 پاتولوژی ماکروسکپی های یافته
رأس بااز تحاات   070متعلااق بااه   ایهاا یااهدر مجمااوع ر

مطالعااات ماکروسااکپی بعااد از ماارگ قاارار گرفاات و و 

 یها مختلف بویژه لوب یها پنومونی در لوب های یعهرا

%( 00/0رأس حیااااوان ) 00قاااادامی و کاردیاااااک در 

ملایام،   هاای  یبشناسایی و تشخیع داده شد. میزان آس

مختلااف  یهااا متوسااط و شاادید مشاااهده شااده در لااوب

باتلا باه پنوماونی باه ترتیاب عباارت بودناد از        م هاای  یهر

 .(9 -)نگاره %0/99% و %9/00، 1/91
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 بین: 2A، ملایم  %،11کمتر از  :1A. اساس میزان گسترش و توسعه کبدی شدن بر شدت پنومونی در لوب های ریویدرجه بندی : 1-نگاره 

 .% شدید01بیشتر از :3A، متوسط %،01% و11 

 هیستوپاتولوژی های یافته

در مطالعااات میکروسااکپی پنومااونی هااا در بااز تحاات    

%(، n=( )01/90 99عنااااااوین پنوماااااونی بیناااااابینی )  

%( و پنومااونی n=( )91/99 0برونکوپنومااونی چرکاای ) 

%( و پنومونی انگلای  n=( )99/99 9برونکواینترستیشیال )

(0 n=( )91/99 0-%( طبقه یندی شدند )نگاره). 

چرکی، پنومونی برونکواینترستیشایال و  برونکوپنومونی  

%( ریه بزها شناساایی  00/9مورد ) 00پنومونی بینابینی در 

شدند کاه باه منظاور حضاور آنتای ژن آدناوویروس باا        

استفاده از روش رن  آمیازی ایمونوهیستوشایمی ماورد    

 یمبتلا به پنومونی انگلا  های یهمطالعه قرار گرفتند. ولی ر

(0 n=مورد استفاده قرار ) نگرفتند. 

  
 پنومونی انگلی: 2B. برونکوپنومونی چرکی: 1B: یافته های هیستوپاتولوژیک در ریه های مطالعه شده. 0-نگاره 
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 (IP)رنگ آمیزی ایمنوپراکسیداز  های یافته
، آنتای ژن آدناوویروس در   ریه بز مبتلا به پنومونی 00از 

%( شناسایی و تشخیع داده شاد. رنا    09/90مورد ) 9

آمیزی مثبت عموماً در نواحی پنومونیاک مشااهده شاد.    

مارتبط باا آنتای     IHCرن  آمیازی ویاژه و اختصاصای    

ویروسااای عمومااااً باااا وااااهر گراناااولار و در  یهاااا ژن

اپیتلیااومی در مجاااری هااوایی   یهااا سیتوپلاساام ساالول 

مشاااااااهده شاااااادند. اگرچااااااه رناااااا  پااااااذیری 

آدنوویروسای   یهاا  ایمونوهیستوشیمیایی شدید آنتی ژن

در اپیتلیااوم برونشاایولی یافاات شااد، ولاای در اپیتلیااوم     

 پنومونیک بزها کمتر بود. های یهآلوئولی ر

 یهااا آدنوویروساای در ساالول  یهااا لاوه آنتاای ژنعااب

ول نیاز شناساایی شاد. رنا      لنفوئیدی وابسته به برونشای 

پااذیری ایمونوهیستوشاایمیایی مثباات آدنوویروساای در   

های  گوناه    .اپیتلیوم برونشیولی و آلوئاولی مشااهده شاد   

رن  آمیزی ایمونوهیستوشیمیایی مثبت در نموناه بافات   

اخذ شده از ریه بزهای سالم، تحت عنوان کنترل مثبات،  

 (.9-مشاهده نشد. )نگاره

  
آنتی ژن های ویروسی عموما با ظاهر گرانولار و در سیتوپلاسم سلول های اپیتلیومی در . 1C (IP).یافته های رنگ آمیزی ایمنوپراکسیداز:  3-نگاره 

شده از ریه بزهای سالم، تحت عنوان کنترل مثبت، رنگ آمیزی ایمونوهیستوشیمیایی مثبت در نمونه بافت اخذ . 2C. مجاری هوایی مشاهده شدند

 مشاهده نشد.

 بحث

ماورد   9ی آدناوویروس در  ها ژندر مطالعه حارر آنتی 

شناساایی شادند.    IHC%( با اساتفاده از روش  09/99بز )

گازارش   بعلاوه نتاای  ایان مطالعاه در ناوع خاود اولاین      

در بافات   IHCویروسی باه روش  ی ها ژنشناسایی آنتی 

ریاه بزهاای مبااتلا باه پنوماونی طبیعاای در اساتان ساامنان      

  (.00، 09باشد ) یم

مطالعات گذشته نشان دادند که تکنیک فلورسنت آنتای  

ها  ، بدلیل اینکه آماده سازی و مطالعه نمونه(FAT)بادی 

و نتاای  ساریعی    پاذیرد  یدر مدت زمان کوتاهی انجام م

، 90) مزیات باالایی برخاوردار اسات     ، ازدهد یبدست م

. ولااای بااادلیل عااادم تعیاااین دقیاااق جزئیاااات  (00، 99

مرفولوژیااک در بافاات ایاان تکنیااک یااک تکینیااک     

 .(90آید ) یمحدودی بشمار م

اگر چه پاردازش نموناه باافتی فایکس شاده در فرماالین       

زمان بر است ولی نتای  هیساتوپاتولوژیک گذشاته نگار    

به  بتده در فرمالین نسکه مقاطگ فیکس ش دهد ینشان م

مقاطگ انجمادی بدلیل شناسایی دقیق نوع سالول و بافات   

ارجحیت دارد. در حالیکه اپیتاو  هاای ایمونوژنیاک و    

 بسیاری از آنتی سراهای ماورد اساتفاده بارای تشاخیع    

IHC فاایکس شااده باادلیل اثاار مخاارب    یهااا در نمونااه

 (.07) شوند یفیکساسیون غیر فعال م

یولوژیک شناسایی موقعیت آنتای ژن  بعلاوه بلحاظ اپیدم

ویروساای در اپیتلیااوم مجاااری تنفساای در بااز بااه منظااور  

ها به حیوانات حسااس   بررسی گسترش و انتقال آنتی ژن
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باشاد   یو سارفه حاائز اهمیات ما     بینیاز طریق ترشحات 

آدنوویروسی تجربای   یها (. در مطالعات قبلی عفونت0)

اتیاااو، بلحااااظ میکروساااکپی باااا برونشااایولیت پرولیفر 

دژنرساااانس و کناااده شااادن یاااا هیپااارپلازی اپیتلیاااوم  

، آتلکتاازی، ارتشاا    IIبرونشیولی و پنومونوسیت تیاا  

لنفوسیتی، ماکروفااژ و نوتروفیال، راخیم شادن دیاواره      

درون  هااای یاادگیبااین آلوئااولی و شااکل گیااری گنج  

انااادوتلیومی و درون اپیتلیاااومی در نشاااخوارکنندگان   

 .(99، 09، 99، 97، 0) اند گزارش شده

هیسااتوپاتولوژیک مطالعااه حاراار بااا نتااای     هااای یافتااه

مطالعااات گذشااته، بااه اسااتثنای شااکل گیااری اجسااام     

گنجیدگی، مطابقت دارد. مطالعات اولیه نشان دادند کاه  

پنومونیک ویروسای از قبیال    های یعهشناسایی خاص را

 تجربای  یآدنوویروسا  یها اجسام گنجیدگی در عفونت

متعاددی از قبیال سان و گوناه     باه فاکتورهاای    تواناد  یم

حیوانی، ویرولنسی عامل ویروسی، مقدار ویروس، دوره 

باکتریاایی ثانویاه بساتگی     یها عفونت و حضور عفونت

 (.99، 97، 1داشته باشد )

لذا تشخیع دقیق پنومونی با عامل آدنوویروسی بایاد باا   

، کشاات، میکروسااکا PCR هااای یااکاسااتقاده از تکن

. (97، 9صورت پذیرد ) IHCو  FAT،IFATالکترونی، 

بعاالاوه عاادم شناسااایی و تشااخیع ویااروس و آنتاای ژن 

میکروساکا   هاای  یاک ویروس در موارد استفاده از تکن

الکترونی و روش رن  آمیزی ایمونوفلورسانت ممکان   

باافتی   هاای  یعهاست بدلیل غلظت پایین ویاروس در راا  

 (.97باشد )

گذشاته باا اساتفاده از آدناوویروس گااوی       هاای  یبررس

آدنوویروسای در باز در    هاای  یبرای شناسایی آنتای بااد  

( میزان عفونت 90( و ایالات متحده )99(، هند )9ایران )

 .دهند یی پایینی را نشان مآدنوویروس

در بزهاای   یروسای آدنوو seropositivityاگرچه میازان  

( و 01% گازارش شاده )  0/9در ترکیاه   Marmaraناحیه 

( Gazelle subgutturosa)ی هااا ایاان میاازان در غاازال 

% 99ترکیه با استفاده از روش الیزا  Ceylanpinarمنطقه 

 (.91شناسایی شد )

ترکیاه و روی   Elazigدر مطالعه دیگری کاه در اساتان    

گاوها صورت گرفت میزان شیوع آلاودگی باه ویاروس    

AdV هااای یااکبااا اسااتفاده از تکن IHC و DFAT  بااه

اخاذ   یهاا  % باود. وقتای هماه داده   11/0% و 00/9یب ترت

مورد مطالعاه و بررسای    AdVشده تا کنون در خصوص 

( کااه 0چنااین اسااتنباد کاارد ) تااوان یماا گیاارد یقاارار ماا

بکارگیری تمام معیارهای سریگ پیش گیری برای کنترل 

 .رسد یاین عفونت در استان سمنان رروری بنظر م

 نتیجه گیری 

با استفاده از  AdVدر مجموع در مطالعه حارر آنتی ژن 

% شناساایی  09/99در ریه بزهاای پنومنیاک    IHCروش 

ویروسای در بافات ریاه بزهاا      یهاا  شد. حضور آنتی ژن

توساط   توانناد  یپنوماونی هاای طبیعای ما     دهاد  ینشان ما 

آدنوویروس ها یا دیگر آدنوویروس های با اختصاصیت 

لعااه ایجاااد شااوند. بعاالاوه در منطقااه مااورد مطا یا گونااه

بزهاا نیاز ممکان اسات نقاش مهمای در        شاود  یتصور م

 انتقال این ویروس به گاوان نیز داشته باشند.

 تشکر و قدردانی

داناد از همکااری کارکناان     یما نویسنده بر خود واجب 

کشااتارگاه و اداره دامپزشااکی شهرسااتان گرمسااار کااه   

 امکانااات نمونااه باارداری را فااراهم ساااختند تشااکر و    

 قدردانی بنماید.
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