موضوع: ارزیابی تغییرات میزان پروتئین های فاز حاد، واسطه های التهابی و آنتی اکسیدانهای آنزیمی در ماکیان بومی، در پي آلودگي تجربي به سالمونلا تیفی موریوم

رشته
دامپزشکی  بهداشت و بیماری های طیور
بیان مسأله
عفونت های سالمونلایی پرندگان همواره به دلیل مسائل اقتصادی و همچنین از لحاظ مشکلاتی که برای بهداشت عمومی ایجاد می کند بسیار خسارت بار بوده اند. سالمونلوز یک بیماری عفونی در انسان و حیوانات می باشد که توسط دو گونه سالمونلا (سالمونلا انتریکا
 و سالمونلا بونگوری
) ایجاد می شود. ارگانیسم های سالمونلایی عامل اتیولوژیک ایجاد اسهال و عفونت سیستمیک در انسان می باشند. یکی از مهمترین منابع غذایی که در ایجاد عفونت در انسان نقش دارند، منابع مشتق از طیور یعنی گوشت و تخم مرغ می باشند. از لحاظ تاریخی سالمونلا تیفی​موریوم مهمترین عامل مسمومیت غذایی انسان به شمار می رود. طیور به عنوان مهمترین مخزن سالمونلا انتریکا، بخصوص سالمونلا تیفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیس، هستند. در جوجه های جوان (کمتر از دو روز) آلودگی با این سروار ها، منجر به ایجاد بیماری سیستمیک می شود که میزان مرگ و میر بالایی در پی دارد. در عوض در جوجه های با سن بالاتر (بیش از 2 تا 3 هفته) آلودگی با این باکتری ها تنها موجب یک تهاجم خفیف به ارگان های سیستمیک و حضور سالمونلا در لوله گوارشی می شود که با علایم کلینیکی همراه نیست. ارگانیسم های سالمونلایی می توانند در روده مرغ های آلوده کلونیزه شده و از طریق مدفوع دفع شوند، همچنین بر روی سطح پوسته تخم مرغ و اویداکت آلوده ظاهر می شوند و از این طریق موجب آلودگی محتویات درون تخم مرغ می شوند (Freitas et al. 2010.).

از بیش از یک قرن پیش تا کنون تلاش های زیادی  به منظور کنترل عفونت های سالمونلایی انجام شده و اطلاعات زیادی در باره آن بدست آمده اما با این وجود هنوز انسان موفق به غلبه بر این بیماری در انسان و حیوانات خانگی نشده است. داشتن اطلاعات بیشتر در باره روند  بیماریزایی و نحوه تقابل عامل بیماری زا و میزبان می تواند در فرایند کنترل بیماری کمک کننده باشد. بیشتر تحقیقاتی که تا کنون در این زمینه انجام شده مربوط به نقش ایمنی اختصاصی (سلولی و همورال) در برابر عفونت های سالمونلایی بوده است و  نقش برخی عوامل موثر در  ایمنی غیر اختصاصی همچون پروتئین های فاز حادکمتر مورد توجه قرار گرفته است.

پاسخ فاز حاد به عنوان بخشی از مکانیسم دفاع غیرا اختصاصی در تقابل با عوامل بیماری زا در حیوانات و انسان نقش مهمی دارد، اما تغییرات پروتئین های فاز حاد در بیماری های عفونی طیور بخصوص عفونت های سالمونلایی و نقش آنها در تحریک سلول های فاگوسیت کننده و ترشح سیتوکین های التهابی، چندان مورد مطالعه قرار نگرفته است. پروتئین های فاز حاد (APPs)، پروتئین های خونی هستند که به عنوان بخشی از پاسخ فاز حاد، به طور اولیه در هپاتوسیت های کبدی تولید می شوند (Cray et al., 2009). پاسخ فاز حاد بخشی از مکانسیم دفاعی اولیه یا ایمنی ذاتی است، که این پاسخ به​دنبال تحریک های مختلف و پس از تحریک شدن سیتوکین ها اتفاق می افتد. پاسخ فاز حاد با تغییر در ترکیب پلاسمای خون، موجب ممانعت از رشد میکروارگانیسم ها و کمک به حفظ هموستاز می شود (Gruys et al. 2005).

هاپتوگلوبین، سرم آمیلوئیدA ، اسید سیالیک، فیبرینوژن و آلبومین، پروتئین های فاز حادی هستند که در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفتند.

سنجش پروتئین های فاز حاد می تواند برای نظارت بر عوامل استرس زای محیطی و مدیریتی و کنترل بهتر سطح رفاه پرنده، کمک کننده باشد. در پرندگان نیز همچون پستانداران پروتئین های فاز حاد در کبد ساخته شده، در خون ترشح می شوند و تولیدشان در مراحل حاد عفونت افزایش می یابد. تعیین غلظت پروتئین های فاز حاد می تواند در نظارت بر سلامت پرندگان، کمک کننده باشد. در دام های بزرگ پروتئین های فاز حاد به عنوان نشانگر سلامت گله، مطرح هستند و در حیوانات خانگی در پیش آگهی بیماری کاربرد دارند. برخی تحقیقات نشان داده شده اند که در تعدادی از بیماری های معمول طیور میزان پروتئین های فاز حاد تغییر می کنند، اما با این حال تغییرات این ها در بیماری های عفونی پرندگان به طور کامل شناخته نشده و مطالعات کمی بر روی آنها صورت گرفته است. پروتئین های فاز حاد و تغییرات آنها در شرایط مختلف التهابی و غیر التهابی، به طور گسترده ای در بسیاری از گونه های حیوانی بررسی شده است اما در طیور و ماکیان مطالعات چندانی برروی پروتئین های فاز حاد و اسید سیالیک و تغییرات آنها در شرایط مختلف عفونت و بیماری، صورت نگرفته است (Rath et al. 2003, 2007; Rath 2005).

به دنبال عفونت های باکتریایی مقدار زیادی از پپتیدو گلایکن ها (PG) یا لیپو پلی ساکارید ها(LPS)  ، که مهمترین مولفه های دیواره سلولی باکتری ها هستند، ممکن است در جریان خون رها شوند. سیستم ایمنی میزبان به طور غیر مستقیم توسط PG ها و LPS ها فعال می​شود. این مولفه​ها می​توانند سلول​های فاگوسیت تک هسته ای و سلول های اندوتلیال را تحریک کرده و موجب رها سازی واسطه های ایمنی مانند TNF-α، اینترلوکین ها و اینترفرون گاما، شوند. از سوی دیگر به دنبال عفونت های باکتریایی رها سازی مقدار زیادی از PG ها وLPS ها در جریان خون به دلیل تحریک بیش از حد سیستم ایمنی، منجر به واکنش های پاتوفیزیولوژیکی می شود (Hamann et al., 1998). مطالعات نشان داده است که میزان ترشح اینترفرون گاما در حوالی روزهای 14 تا 28 پس از عفونت با سالمونلا تیفی موریوم در ماکیان به طور معنی داری افزایش می یابد و احتمالا نقش مهمی را در پاکسازی باکتری دارد (Chappel et al. 2009).

بر هم خوردن تعادل بین اکسیدان ها و آنتی اکسیدان ها به نفع اکسیدان ها منجر به آسیب به بافت های بدن شده که به این حالت استرس اکسیداتیو گفته می شود. استرس اکسیداتیو توسط گونه های فعال اکسیژن
(ROS) ایجاد می شود و موجب آسیب های بافتی در بیماری های مختلفی می شود. گزارش شده که افزایش میزان آنزیم مالون دِ آلدهید
 (MDA) در موش های آبستن آلوده به سالمونلا مسئول ایجاد آسیب به کبد، طحال و جفت جنین، بوده است. ( 2012 .Shukla et al).
اهمیت و ضرورت مسأله
بیماری ناشی از سالمونلا تیفی موریوم یکی از مشکلات جدی صنعت طیور  و همچنین بهداشت و سلامت عمومی به حساب می آید. دانش بیشتر در باره جنبه های مختلف عمل متقابل سالمونلا و سیستم ایمنی پرندگان، می تواند برای طراحی برنامه های کنترلی سالمونلا مفید باشد.  
اهداف پژوهش
هدف از این مطالعه، بررسی و مقایسه غلظت پروتئین های فاز حاد مانند هاپتوگلوبین، اسید سیالیک و سرم آمیلوئیدA ، فیبرینوژن، آلبومین، برخی واسطه های التهابی همچون، اینترفرون گاما
، عامل نکروز دهنده آلفا
 (TNF-α) و همچنین برخی آنتی اکسیدان های آنزیمی مرتبط با استرس اکسیداتیو و مالون دِآلدهید، در جوجه های ماکیان سالم و آلوده شده با سالمونلا تیفی موریوم، می باشد
فرضیات یا سوالات پژوهش
1- آیا میزان پروتئین های فاز حاد  به دنبال آلودگی تجربی با سالمونلا تیفی موریوم، در گروه آلوده با گروه کنترل تفاوتی دارد؟
2- آیا میزان اینترفرون گاما و TNF-α ، به دنبال آلودگی تجربی با سالمونلا تیفی موریوم، در گروه آلوده با گروه کنترل تفاوتی دارد؟
3- آیا میزان آنزیم های آنتی اکسیدانی و مالون دِآلدهید، به دنبال آلودگی تجربی با سالمونلا تیفی موریوم، در گروه آلوده با گروه کنترل تفاوتی دارد؟
مرور منابع و پیشینه تحقیق:

مطالعات اخیر بر روی بیان سیتوکین ها و کموکائین ها در شرایط آزمایشگاهی نشان داده است که گونه های پاراتیفوئیدی بیان ژن های mRNA مرتبط با IL-6، نیتریک اکساید سنتتاز القایی(iNOS) اثبات شده است (Setta et al., 2009).

جالب اینجاست که برندت و همکاران (2007) با بررسی پاسخ ایمنی سکوم در ماکیان نشان دادند که تعداد کمی از باکتری های روده ای در داخل ماکروفاژها وجود دارند.  این نتایج نشان می دهد که قابلیت سرووار های سالمونلای پاراتیفوئیدی برای ورود و تهاجم به مخاط سکوم، سطح و خصوصیت پاسخ ایمنی را تحت تاثیر قرار می دهد. بیان اینترلوکین 12(IL-12)، اینترلوکین 18 (IL-18)، TNF-αو iNOS (نیتریک اکساید سنتاز القایی) در سکوم با قابلیت تهاجم سرووار ها به لایه پارین
، همبستگی دارد.  در عوض به نظر می رسد که بیان ژن IL-12 mRNA و تغییر در تعداد TCR2 (T-cell receptor 2) و سلول های CD4+، بیشتر وابسته به عفونت سلول های اپیتلیوم روده ای باشد (Berndt et al., 2007).

کرانوا و همکاران (2011) دریافتند که ماکیان در هفته اول زندگی، به کلونیزاسیون طبیعی در سکوم از طریق افزایش بیان IL-17 و IL-18 پاسخ می دهند. 
این محققان به این نتیجه رسیدند که میکروفلور روده و بیان برخی سیتوکین ها مقاومت به عفونت با سالمونلا انتریتیدیس را افزایش می دهند (Crhanova et al., 2011) .

تحقیقاتی که بر روی پاتوژنر سالمونلا انجام می شود بسیار وابسته به درک ما از چگونگی شناسایی آن در دستگاه گوارش و چگونگی مکانیسم پاسخ ایمنی ذاتی دارد. یکی از زمینه های خیلی جذاب تحقیقاتی این است که با وجود التهاب شدید چگونه سالمونلا موفق می شود به محیط روده آداپته شود و چگونه سالمونلا با غلبه بر میکروفلور روده بقا می یابد و در روده ایجاد التهاب می کند. التهاب با استفاده از تولید ROS به سالمونلا کمک می کند تا بر میکروفلور روده غلبه کند این ROS می تواند توسط سالمونلا استفاده شود ولی میکروفلور روده نمی تواند از آن استفاده کنند. علاوه بر این ثابت شده که شناسایی سالمونلا توسط TLR ها برای حدت سالمونلا ضروری است، این اتصال موجب اسیدی شدن فاگوزوم شده و موجب می شود سالمونلا خود را به جایگاه داخل سلول رسانده و خود را از پاسخ های ایمنی خارج سلولی مصون می دارد (Broz et al., 2012).

کواکس و همکاران (2007)، غلظت سرم آمیلوئید آ را متعاقب تلقیح واکسن تجاری وبای طیور در دو نژاد مختلف غاز ارزیابی کرد ند . در این مطالعه بیشترین غلظت سرم امیلوئید آ 72 ساعت بعد از تلقیح واکسن تجاری وبای طیور مشاهده شد (Kovacs et al., 2007).
چامانزا  و همکاران در سال 1999در مطالعه خود پیرامون ارزیابی سرم آمیلوئید A و ترانسفرین در مراحل مختلف عفونت باکتری استافیلوکوکوس ارئوس نشان دادند که سرم آمیلوئیدA  یک پروتئين فاز حاد است ونسبت به ترانسفرین تغییرات قابل اعتمادتری متعاقب ضایعات بیماری ها نشان می دهد (Chamanza et al., 1999).
ویتاناگ و همکاران، در سال 2005 نشان دادند که به دنبال ایجاد عفونت خوراکی سالمونلا تیفی موریوم، تعداد باکتری در ارگان های سیستمیک در روز 14 پس از عفونت به حداکثر می​رسد و پس از آن شروع به کاهش می کند. همچنین نشان دادند که میزان باکتری در محتویانت سکوم 7 روز پس از ایجاد عفونت به بیشترین مقدار خود می رسد (Withanage et al., 2005).
مطالعات پیشین نشان داده اند که پاکسازی باکتری سالمونلا تیفی موریوم در ابتدا مرتبط با پاسخ غالب Th-1 می باشد و میزان بالای بیان اینترفرون گاما در حوالی روزهای 14 تا 28 پس از تلقیح مشاهده شده است (Babu et al., 2004; Babu et al., 2003; Beal et al., 2004; Withanage et al., 2005) .

اساسی و همکاران (2013)، نشان دادند که میزان TNF-α ، IFNγ، هاپتو گلوبین، سرم آمیلوئید آ، TSA، PBSA و LBSA در  ماکیان مبتلا به برونشیت عفونی، به طور معنی داری بالاتر از پرندگان سالم بود.

حبیبی و همکاران (2013)، در مطالعه ای که بر روی پرندگان مبتلا به ویرس نیوکاسل و همچنین پرندگان واکسینه شده با ویروس نیوکاسل، انجام داده بودند، مشاهده کردند که میزان α ، IFNγ، هاپتو گلوبین، سرم آمیلوئید آ، TSA، PBSA و LBSA بالاتر از پرندگان گروه کنترل است.

کواکس و همکاران (2007)، گزارش دادند که در غازهای واکسینه شده  با واکسن غیر فعال شده وبای ماکیان، که محتوی باکتری غیر فعال شده  پاستورلا مالتوسیدا بود، میزان سرم آمیلوئید آ، افزایش ملایمی داشته است.
روش تحقیق:

حیوانات
تعداد 90 قطعه جوجه یک روزه نژاد بومی ایران از مرکز پرورش جهاد کشاورزی استان فارس خریداری شدند و به صورت تصادفی به سه گروه تقسیم گشته و تا 31 روز در قفس های مخصوص پرورش یافتند. قبل از شروع پرورش اقدامات زیر به ترتیب انجام شد.
آماده سازی سالن

محل نگهداري طيور: سه اتاق از بخش پرورش حيوانات آزمايشگاهي دانشكده دامپزشكي به منظور انجام این طرح تحقیقاتی انتخاب شدند.

شستشو و ضد عفونی سالن:
شستشو با آب:

1- قبل از شستشو اتاق ها از وسایل اضافی تخلیه و کف سالن جاروکشی شد.
2- اتاق ها و کل سالن و راهروها بوسیله آب پر فشار شستشو شد.
3- کلیه وسایل، قفس ها دانخوری ها، آبخوری های متصل به آن ها بوسیله آب و ماده شوینده شستشو و جرم زدایی شدند.
ضد عفونی:

ضد عفونی اتاق ها و سالن در سه مرحله انجام شد:

1- ضد عفونی با ترکیب تجاری دزوجرم
ابتدا سالن و قفس های مخصوص با استفاده از ترکیب تجاری دزوجرم به صورت اسپری با فشار ضد عفونی گردید. دزوجرم به میزان 1 به 100 به آب اضافه شد.
2- ضد عفونی با بتادین
یک روز بعد ضد عفونی با بتادین مشابه روش بیان شده در بالا با نسبت 1 به 100 استفاده شد.
3- گاز دادن با فرمالین و پرمنگنات پتاسیم:
قبل از گاز دادن، کلیه وسایل و قفس های مخصوص در اتاق ها چیده شدند و کلیه پنجره ها خروجی های هوا و کلیه منافذ اتاق ها و سالن مسدود شدند و سپس عملیات گاز دهی انجام گردید . گاز دهی 72 ساعت قبل ورود جوجه ها انجام شد.

جهت گازدهي اتاق‌ها از فرمالين و پرمنگنات به ازای هر متر مكعب به ترتیب 20 سي سي و 10 گرم استفاده شد. قبل از گازدهي، كليه هواكش‌ها و خلل و فرج  به طور كامل بسته شد. پس از 48 ساعت، درب‌ها را باز گذاشته و از هواکش ها  جهت خروج کامل  گاز استفاده گردید. يك روز قبل از ورود جوجه‌ها بخاري‌ها روشن شدند و دمای اتاق ها 32-34 درجه سانتی گراد تنظیم گردید.
پرورش جوجه ها:

جوجه ها پس از ورود در اتاق های جداگانه، به سه گروه30 قطعه ای شامل ، گروه کنترل و آلوده شده با سالمونلا تیفی موریوم به صورت خوراکی و گروه آلوده شده با سالمونلا تیفی موریوم به روش تزریقی. تقسیم گشتند.
جهت اطمینان از عدم آلودگی جوجه ها به سالمونلا قبل از ایجاد عفونت تجربی، در زمان هچ شدن تخم ها، تعدادي از تخم مرغ های حذفی گله مورد نظر، به صورت تصادفي انتخاب شد و از پوسته و محتويات زرده ی آن ها نمونه برداري انجام شد و روی آن كشت باكتريايي صورت گرفت، همچنين پس از ورود جوجه ها به محل پرورش سوآپ كلوآكي و نمونه برداری از مدفوع آن ها انجام شد و از نظر آلودگی سالمونلایی بررسی شدند. علاوه بر اين در دو روز اول و قبل از تلقيح باكتري 6 قطعه جوجه به صورت تصادفي كشتار شدند و از بافت طحال و محتويات سكومشان نیز نمونه برداري جهت كشت باكتريايي انجام شد.  نمونه ها ابتدا برروی سلنیت براث به مدت 24 ساعت در 37 درجه سانتی گراد آنکوبه شد و سپس به محیط ژلوز سبز درخشان انتقال یافتند و مجددا به مدت 24 ساعت در 37 درجه سانتی گراد آنکوبه شدند.کلونی های مشکوک توسط تست های بیوشیمیایی برای وجود سالمونلا تست شدند.
تلقیح باکتری

در روز سوم پرورش، به هر یک از جوجه هاي گروه های تیمار، 1 میلی لیتر از سوسپانسیون محتوی باکتری سالمونلا تیفی​موریوم فاژ تایپ 49
 با غلظت CFU/ml108، به صورت خوراکی (توسط لوله خوراک دهنده) به داخل چینه دان تلقیح گردید. در گروه تیمار دوم جهت ایجاد عفونت سیستمیک 1/0 میلی لیتر از سوسپانسیون محتوی باکتری با غلظت CFU/ml103 به داخل قلب جوجه ها تزریق شد.
نمونه گیری:

جمع آوری نمونه های خون:

در روزهای 3، 7، 14، 21 و 28پس از تلقیح از هر گروه 5 قطعه جوجه به طور تصادفی انتخاب و با قطع نخاع گردن کشته شدند، قبل از كشتن آن ها، از رگ گردن نمونه خون جهت بررسی بیوشیمیایی، اخذ شد.  نمونه های خون از هر پرنده کشتار شده در دو تیوپ جداگانه، یکی محتوی EDTA جهت اندازه گیری آنتی اکسیدان ها و پروئئین های فاز حاد و تیوپ دوم محتوی سدیم سیترات جهت اندازه گیری فیبرینوژن،  اخذ شدند.جهت جداسازی پلاسما تیوپ ها را به صورت جاداگانه سنتریفیوژ نموده و بلا فاصله به فریزر20- درجه سانتی گراد منتقل شدند، پس از جداسازی پلاسما (درنمونه های محتوی (EDTA مراحل شستشوی RBC ها با استفاده از نرمال سالین انجام شد وسپس RBC های شسته شده به فریزر 20- در جه سانتی گراد منتقل گشته تا در مراحل بعدی جهت سنجش آنتی اکسیدان ها مورد استفاده قرار گیرند.

نمونه های باکتری شناسی

نمونه های میکروب شناسی از طحال و همچنین بافت روده (قسمتی از سکوم، ایلئوم و ابتدای رکتوم) جوجه هاي كشته شده تهیه شد، نمونه های  روده جهت شمارش  تعدادباکتری در هر گرم بافت انجام گردید ولی نمونه گیری از طحال فقط به صورت کیفی بود و جهت بررسی سیستمیک شدن بیماری انجام شد.
آزمایش های باکتری شناسی

به منظور بررسي تغییرات میزان باکتری در مراحل و روز های مختلف پس از تلقیح، بافت هموژن شده روده با استفاده از روش رقت متوالي در فسفات بافر سالین (PBS) روی محیط ژلوز سبز درخشان (BGA) در 37 در جه سانتی گراد به مدت 24 ساعت كشت داده شد و تعداد کلونی به صورت CFU/gr محاسبه گشت. بافت طحال نیز پس از هموژن شدن با ده برابر حجم خود از آبگوشت سلنیت مخلوط شد و پس از 24 ساعت آنکوبه شدن در 37 درجه سانتی گراد، در محیط BGA کشت داده شد.

بررسی جراحات کالبد گشایی:

بلافاصله پس از کشتار کالبد گشایی انجام گرفته و جراحات مشاهده شده به دقت بررسی و ثبت گردیدند تا ضایعات احتمالی در روزهای مختلف پس از تلقیح و مراحل مختلف بیماری مورد بررسی قرار گیرند.

سنجش میزان واسطه های التهابی و پروتئین های فاز حاد

اندازه گيري α TNF-
با استفاده از کیت تجاری (Fournisseur AbCys S.A., Paris, France) به روش ساندویچ الیزا در فاز، جامد انجام شد. محتویات کیت شامل: آنتي بادي ضد α TNF-، بیوتین کونژوگه مونوکلونال علیه α TNF-، هورس رادیش پراکسیداز متصل به استرپتاویدین و محلول رقيق كننده، αTNF- استاندارد ليوفيليزه(1000pg/ml)، محلول رقيق كننده αTNF- استاندارد ،  بافر شستشو (200x)، محلول سوبسترا ، محلول متوقف کننده واکنش.
گوده های کیت توسط آنتي بادي عليه αTNF-، پوشیده شده اند. α TNF- موجود در نمونه يا استاندارد با آنتي بادي موجود در گوده ها باند مي شود پس از اینکه کیت انکوبه شد، مرحله شستشو انجام شده و  تركيبات باند نشده خارج مي شوند. مرحله بعد اضافه کردن آنتی بادی ضد α TNF- كونژوگه با بیوتین می باشد. این آنتی بادی کنژوگه با α TNF- متصل شده به آنتي بادي، باند مي شود. مجدداٌ مرحله آنکوباسیون و شستشوی مجدد تکرار می شود تا تركيبات باند نشده خارج شوند .مرحله بعد اضافه کردن هورس رادیش پراکسیداز متصل به استرپتاویدین
 می باشد كه با بيوتين كونژوگه هاي عليه α TNF- باند مي گردد، دوباره انكوباسيون انجام شده و مراحل شستشو تكرار مي شود. مرحله آخر اضافه کردن محلول سوبسترا
 به گوده ها می باشد كه واکنش رنگی در گوده ها ایجاد مي کند كه متناسب با مقدار αTNF- موجود در نمونه است. واكنش رنگی از طريق افزودن محلول متوقف کننده
 (اسيد فسفريك) متوقف شده و جذب نوري در طول موج 450 نانومتر خوانده مي شود.

اندازه گيري INF-γ
با استفاده از کیت تجاری(Fournisseur AbCys S.A., Paris, France) به روش ساندویچ الیزا در فاز جامد، انجام شد. انجام می شود. درون گوده ها توسط آنتي بادي عليه INF-γ، پوشیده شده است. INF-γ كه در   نمونه ها يا استاندارد وجود دارد با آنتي بادي هاي پوشیده شده در گوده ها باند مي شوند. بيوتين كونژوگه عليه INF-γ اضافه مي شود و به INF-γ متصل شده به آنتي بادي اوليه، باند مي شود. بعد از انكوباسيون بيوتين كونژوگه هاي باند نشده از طريق شستشو خارج مي شود سپس هورس رادیش پراکسیداز متصل به استرپتاویدین را اضافه كرده كه به بيوتين كونژوگه هاي باند شده متصل مي شوند دوباره انكوباسيون را انجام داده و هورس رادیش پراکسیداز متصل به استرپتاویدین هاي باند نشده از طريق شستشو خارج مي شوند. سپس محلول سوبسترا اضافه مي شود. رنگ ايجاد شده بستگي به مقدار INF-γ در نمونه ها و استاندارد دارد واكنش از طريق افزودن اسيد (Stop solution) خاتمه يافته و جذب نوري در nm450 خوانده مي شود.
اندازه گيري اسيد سياليك

اندازه گيري اسيد سياليك تام سرم به روش Thiobarbituric acid assay
ابتدا رقت های مختلف اسید سیالیک از استاندارد به میزان هاي 100،80، 60، 40، 20، 10، 5 ميلي گرم دردسي ليتر تهيه شد.

آماده سازي محلولها به روش ذيل انجام شد.

- Sodium meta periodate 0.2 M در Phosphoric acid 9 M

- Sodium arsenite 10 % در محلول H2SO4  0.1 N + Sodium sulfate 0.5 M
- Thiobarbituric acid 0.6 % در Sodium sulfate 0.5 M
روش كار:
ml2/0 از هر سرم را داخل لوله آزمايش ريخته و براي شاهد ml2/0 در يك لوله آزمايش آب مقطرریخته می شود. سپس به هر كدام از لوله ها مقدار ml1/0 از محلول Sodium periodate اضافه كرده و به مدت 20 دقيقه در دماي اتاق قرار می گیرد تا روند اكسيداسيون انجام شود. سپسml1 محلول Arsenite به آنها افزوده و در محيط قرار می دهیم تا زماني كه رنگ زرد حاصله، از بين برود. در اين مرحله ml3 از محلول Thiobarbituric acid را اضافه كرده و در حمام آب گرم (Water bath) با دماي جوش به مدت 15 دقيقه قرار داده بعد از طي زمان مورد نظر، بلافاصله در آب يخ به مدت 5 دقيقه قرار مي گیرد. سپس ml1 از محلول بدست آمده را به لوله ديگر كه حاوي ml1 از Cyclohexanone مي باشد، ریخته می شود. محلول را به مدت 3 دقيقه با دور 3000 در دقیقه سانتريفيوژ کرده و جذب نوري فاز رويي در طول موج 549 نانومتر در دستگاه اسپکتوفتومتری خوانده می شود. غلظت اسيد سياليك تام براساس منحني استاندارد و يا طبق فرمول زير بدست مي آيد.
)OD549 sample( - )OD549 Blank (× 0.075= 
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اندازه گيري هاپتوگلوبين

توسط کیت تجاری شركت Tridelta به روش دستي اندازه گیری شد. روش کار بر اساس ممانعت از فعالیت پرکسیداز هموگلوبین می باشد.
محتويات كيت شامل:

هموگلوبين، رقيق كننده هموگلوبين، كاليبراتور، كروموژن، سوبسترا، رقيق كننده كاليبراتور.

مراحل انجام روش دستي به ترتيب ذيل مي باشد:

تهيه معرف شماره 1: هموگلوبين و رقيق كننده هموگلوبين با حجم هاي برابر با هم مخلوط شود.

تهيه معرف شماره 2: 2/7 ميلي ليتر كرموژن با 4 ميلي ليتر سوبسترا  مخلوط شود.

تهيه محلول هاي استاندارد: 5 لوله را از C1 تا C5 شماره گذاري كرده و طبق جدول زير مواد را با هم مخلوط كرده به طوري كه غلظت محلول هاي استاندارد به ترتيب 0 ، 25/0 ، 5/0، 1 و 2 ميلي گرم در ميلي ليتر شود. 5/7 ميكروليتر از محلول هاي استاندارد درون 5 حفره ميكروپليت ريخته و به عنوان نمونه‌هاي شاهد در نظر گرفته مي شود. سپس 5/7 ميكروليتر سرم جمع آوري شده در بقيه حفره‌ها ريخته شود، در نهايت به همه حفره ها 100 ميكروليتر معرف شماره 1 و 140 ميكروليتر معرف شماره 2 اضافه شود و بعد از 5 دقيقه سريعاً به وسيله دستگاه خواننده اليزا با طول موج 630 نانومتر ضريب جذب محلول ها و غلظت هاپتوگلوبين به دست مي آيد.

ندازه گيري سرم آميلوئيد A
با استفاده از كيت تجاری شركت Tridelta به روش ساندویچ الایزا در فاز جامد، اندازه گیری شد.
اندازه گیری فیبرینوژن پلاسما

اندازه گیری فیبرینوژن به روش زمان انعقاد ترومبین (TCT) با استفاده از کیت تجاری شرکت بایرکس فارس و توسط کواگلومتر (MAC51-52, Guangzho Maya Equipment Co., Ltd. China)  اندازه گیری شد. این کیت بر اساس روش Clauss طراحی شده است. این روش نسبت تبدیل فیبرینوژن به فیبرین را در حضور ترومبین اضافی اندازه گیری می کند. وقتی پلاسمای رقیق شده با ترومبین اضافی لخته می شود، مقدار فیبرینوژن برعکس زمان لخته افزایش می یابد. غلظت فیبرینوژن با استفاده از منحنی کالیبراسیون که به صورت لگاریتمی – لگاریتمی رسم می شود، تعیین می گردد.

اندازه گیری آلبومین پلاسما

سنجش میزان آلبومین به روش BCG/Endpoint با استفاده از کیت تجاری شرکت زیست شیمی، تعیین شد. اساس این روش به این صورت است که، آلبومین سرم در محیط اسیدی ایجاد کمپلکس سبز-آبی رنگ می کند که در طول موج 540 تا 630 نانومتر قابل اندازه گیری بوده و شدت رنگ حاصل متناسب با مقدار آلبومین موجود در نمونه است.

سنجش آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی

اندازه گیری سوپراکسید دیسموتاز

این آنزیم توسط کیت شرکت بیورکس فارس
 بر اساس روش وولیامز و همکاران (1983) اندازه‌گیری‌ شد. در این روش از گزانتین و گزانتین اکسیداز برای تولید رادیکال‌های سوپراکسید استفاده می‌گردد. این رادیکال‌های سوپراکسید با ماده‌ای موسوم به INT با نام شیمیایی 2-(4-یدوفنیل)-3-(4-نیتروفنول)-5-فنیل تترازولیوم‌کلراید که در کیت وجود دارد واکنش داده و ماده قرمز‌رنگی به نام فرمازان تولید می‌کنند. سپس میزان فعالیت آنزیم سوپراکسید‌دیسموتاز از طریق اندازه‌گیری درصد مهار انجام واکنش تعیین می‌گردد. یک واحد از آنزیم سوپراکسید دیسموتاز، مقدار آنزیمی است که توانایی مهار 50 درصد از سرعت احیای ماده INT را در شرایط آزمایش دارد.

گلوتاتیون پراکسیداز

فعالیت آنزیم گلوتاتیون‌پراکسیداز بر اساس روش پاگلیا و والنتین (1967) و توسط کیت شرکت بیورکس فارس اندازه‌گیری شد. این آنزیم واکنش اکسیداسیون گلوتاتیون احیاشده را به وسیله کیومن هیدروپراکسید کاتالیز می‌کند. در حضور آنزیم گلوتاتیون ردوکتاز و NADPH، گلوتاتیون اکسید‌شده مجددا به فرم احیا تبدیل می‌شود. این واکنش اکسیداسیون در NADPH به صورت دائمی بوده و کاهش جذب نور در 340 نانومتر را سبب می‌گردد که معیار اندازه‌گیری می‌باشد.

سنجش پرکسیداسیون لیپیدها

مالون دِآلدهید محصول نهایی اکسیژنه شدن اسیدهای چرب غیر اشباع است که به عنوان یک نشانگر قابل اعتماد برای پراکسیداسیون لیپید ها محسوب می شود. پراکسیداسیون لیپید ها در نمونه سرم توسط کیت تجاری ELISA ( Cusabio Biotech Co, China)  اندازه گیری می شود. به طور خلاصه پلیت های میکروتیتر با آنتی بادی اختصاصی MDA پوشانده می شوند. استاندارد ها یا نمونه های مورد آزمایش به پلیت های میکروتیتر اضافه می شوند سپس آنتی بادی کنژوگه شده با بیوتین که اختصاصی MDA است و همچنین کنژوگه شده با آویدین برای HRP
 به هرگوده اضافه می شود و سپس آنکوبه می گردد. سپس محلول سوبسترای TMB
 به هر گوده اضافه می شود. واکنش آنزیم با سوبسترا با اضافه کردن محلول اسید سولفوریک پایان می یابد و تغییر رنگ ایجاد شده با اسپکتوفتومتر در طول موج 450 نانومتر خوانده می شود. غلظت MDA در نمونه ها از طریق مقایسه OD
 نمونه های مورد آزمایش با نمودار استاندارد تعیین می شود و به صورت nmol/ml در سرم بیان می شود.

تجزیه و تحلیل آماری

تفاوت بین میانگین های پارامتر های اندازه گیری شده در گروه کنترل و دو گروه مورد آزمایش، در دفعات مختلف نمونه گیری به روش one way ANOVA و تست های Tukey، با استفاده از نرم افزار SPSS انجام گرفت. در صورتی که 05/0P< شد، اختلاف معنی دار تلقی گردید. کلیه نتایج به صورت ± خطای استاندارد از میانگین درج گردید.
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