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The literary data about horses load-induced pulmonary hemorrhages, theories 
of occurrence and features of pathology are considers in the article. 
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У статті висвітлено принцип імуногістохімічного методу діагностики 
ГЕ ВРХ, описано послідовність проведення випробувань з відбору матеріалу 
до інтерпретації результатів досліджень та впровадження методу на базі 
патоморфологічного відділу ДНДІ ЛДВСЕ з метою встановлення остаточ-
ного діагнозу на це захворювання.

Актуальність теми. На сьогоднішній день можливою є лише посмер-
тна діагностика ГЕ ВРХ та інших пріонних інфекцій [1], яка спрямо-
вана на виявлення патологічного пріону (пріон-тести, імуногістохімія) 
та характерних губчастоподібних змін у головному мозку (гістологія). 
Імуногістохімічний метод є арбітражним, бо дає можливість найефек-
тивніше виявити патологічні пріони в мозку, навіть якщо його піддавали 
тривалому заморожуванню з подальшою фіксацією або мозок значною 
мірою аутолізований [2–4]. При позитивному чи сумнівному гістоло-
гічному діагнозі на ГЕ ВРХ [5] та у випадку неможливості проведення 
дослідження і встановлення діагнозу пріон-тестами, остаточний діагноз 
на ГЕ ВРХ встановлюється на підставі результатів імуногістохімічного 
дослідження [6].

На сьогодні у світі не існує єдиної стандартизованої методики імуногіс-
тохімічного виявлення патологічного пріонового антигену для діагнос-
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тики трансмісивних енцефалопатій [7]. Методики, якими користуються 
в деяких країнах світу [8–11] ґрунтуються на основних принципах, суть 
яких полягає в якісному виявленні пріону (антигена) за допомогою пер-
винних мишачих антитіл з наступною візуалізацією ділянок зв’язування 
антигенів з антитілами. Ці методики відрізняються між собою за чут-
ливістю (способом демаскування), способом видалення ендогенної пе-
роксидази, способом візуалізації та технікою приготування реагенту для 
візуалізації, затратами часу на проведення дослідження. 

Мета роботи – удосконалення імуногістохімічного методу діагностики 
ГЕ ВРХ, розробка процедур, що регламентують порядок проведення до-
сліджень та впровадження методу в роботу патоморфологічного відділу 
ДНДІЛДВСЕ з метою проведення арбітражних досліджень на ГЕ ВРХ.

Матеріали та методи досліджень. Для проведення досліджень відбира-
ли стовбурову частину головного мозку (ділянку затулки) великої рога-
тої худоби, віком старше 24 місячного віку, що підлягала обов’язковому 
діагностичному чи моніторинговому дослідженню на ГЕ ВРХ. Отри-
маний матеріал досліджували на ГЕ ВРХ гістологічним методом та ек-
спрес–методами (Prionics®-Check PrioSTRIP, Prionics®-Check Westrn). 
Відпрацювання імуногістохімічного методу виявлення патологічної ізо-
форми пріонного білку PrPSc, проводили з використанням стандартних 
позитивного та негативного щодо ГЕ ВРХ контролів.

Результати досліджень. У результаті проведеної роботи розроблено 
наступну методику: на першому етапі проводиться гістологічна обробка 
тканин (виготовлення гістопрепаратів) [6] (протокол 1).

Протокол 1 – Гістологічна обробка тканин
Підготовка проб

1. Фіксація в 10% сольовому розчині формаліну 
(розчин змінювали через 7 днів) 

14 днів

2. Вирізання шматочків

3. Фіксація в 10% сольовому розчині формаліну 24 години

Обробка 98% мурашиною кислотою 1 година

Гістологічна обробка тканини

1. Промивання у проточній воді (t=20-25°C) 120 хвилин

2. Промивання у проточній воді (t=20-25°C) 60 хвилин

3. Знежирення 70°спиртом  (t=20-25°C) 90 хвилин

4. Знежирення 80°спиртом (t=20-25°C) 90 хвилин

5. Знежирення спиртом I 96° (t=20-25°C) 60 хвилин

6. Знежирення спиртом II 96° (t=20-25°C) 60 хвилин

7. Знежирення спиртом III 96° (t=20-25°C) 60 хвилин

8. Зневоднення органічним розчинником (t=20-25°C) 90 хвилин

9. Зневоднення органічним розчинником (t=20-25°C) 90 хвилин

10. Ущільнення у парафіні гістологічному I (t=62°C) 120 хвилин

11. Ущільнення у парафіні гістологічному (t=62°C) 120 хвилин

12. Формування парафінових блоків 

13. Мікротомування (товщина зрізу 2-3 µm)
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З кожного дослідного зразка роблять два зрізи. 
Для контролю правильності проведення пробопідготовки (видален-

ня фіксатора, знежирення, зневоднення, просочування парафіном) та якості 
реактивів використовували позитивний контроль – зріз із референтного 
(позитивного щодо ГЕ ВРХ) матеріалу. Цей контрольний зріз разом з од-
ним дослідним зразком обробляли моноклональним анти-пріон-протеї-
новим антитілом SAF 84 (SPI bio кат. № 0101, Франція). 

Для виявлення ступеню неспецифічного фарбування використовували 
негативний контроль – зріз із референтного (негативного щодо ГЕ ВРХ) 
матеріалу. Цей негативний контроль та другий дослідний зріз обробляли 
реактивними моноклональними мишачими Ат, синтезованими у 
тканинній культурі, підкласу IgG2b (Dako Cytomation №Х 0944).

Імуногістохімічне фарбування проводилося за протоколом 2 з вико-
ристанням  набору для тваринних тканин К 3954, Dako.

Протокол 2 – Депарафінізація та імуногістохімічне фарбування зрізів

Депарафінізація
1. Обробка органічним розчинником 2 x 5 хвилин
2. Обробка 96%спиртом 2 x 5 хвилин
3. Промивання у проточній воді 2 x 5 хвилин
4. Обробка 98% мурашина кислота 5 – 7 хвилин
5. Промивання у проточній воді 5 хвилин
6. Промивання у дистильованій воді 2 x 5 хвилин
7. Автоклавування у ФБР1 в паровому стерилі-

заторі STERIDENT (121°C)
20 хвилин

8. Охолодження При кімнатній 
температурі

Імуногістохімічне фарбування
1. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 10 хвилин
2. Обробка 3% H

2
O

2
 в метанолі 5-7 хвилин

3. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 3 x 5 хвилин
4. Обробка протеїназою K (100 µl) 10 хвилин
5. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 3 x 5 хвилин
6. Обробка біотинилюючим реагентом (100 µl) 15 хвилин
7. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 3 x 5 хвилин
8. Обробка стрептовідин пероксидазою (100 µl) 15 хвилин
9. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 5 хвилин

10. Обробка діамінобензидином (100 µl) 5 хвилин
11. Промивання у ФБР1 (0,1M pH 7,4) 5 хвилин
12. Промивання у дистильованій воді 5 хвилин
13. Фарбування
14 Фарбування гематоксиліном Маєра (водний) 5 хвилин
15. Промивання у дистильованій воді 2 x 5 хвилин
16. Заключення у заключаюче водне середовище

Інтерпретація результатів. У позитивних випадках патологічний пріон – 
збудник ГЕ ВРХ мікроскопічно виявляється у вигляді гранул, зерен, бля-
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шок, зірочок коричневого кольору, розташованих перинейрально, внут-
рінейрально (навколо ядра) та лінійно – за ходом відростків нейроцитів. 
Мозкова тканина зафарбована в світло-синій колір.

Діагноз вважається негативним якщо при мікроскопічному дослід-
женні в тканині мозку патологічний пріон не виявлено. 

У результаті проведеної роботи отримали чітко позитивну (рис.1) та 
чітко негативну (рис.2) реакції контрольних зрізів (що свідчить про до-
стовірність проведення методики) та негативну реакцію (рис 3) у дослід-
них зразках, що свідчить про те, що у дослідному матеріалі патологічно-
го пріону не виявлено.

Рис.1 Позитивний 
контроль

Рис.2 Негативний 
контроль

Рис.3 Дослідний ма-
теріал

Запропонований нами імуногістохімічний метод діагностики ГЕ ВРХ 
має такі переваги перед аналогами: 

– для відновлення патологічного пріон-протеїну використовують 
комбінований ферментативно-термічний регламент, який полягає у ін-
кубації зразків з розчином 98 % мурашиної кислоти, протеїнази К та ав-
токлавування;

– використання першого антитіла SAF 84 та високочутливої системи 
візуалізації (ARK – Animal Research Kit), спеціально розробленої для ро-
боти із тваринними зразками, дозволяє значно підвищити специфічність 
та чутливість методу. Система візуалізації створена на основі авідин-біо-
тинового та стрептавідин-пероксидазного методів, поєднання яких сут-
тєво зменшує ймовірність неспецифічного зв’язування антитіл;

– перед нанесенням первинних антитіл на зразки ці антитіла in vitro 
з’єднують з біотинилюючим реагентом – модифікованим біотинильова-
ними анти-мишачими імуноглобулінами, в результаті чого первинні ан-
титіла зв’язуються з біотинильованими вторинними антитілами. Потім 
у розчин вносять блокуючий реагент, що містить нормальну мишачу си-
роватку. Імуноглобуліни останньої зв’язуються з залишком біотинильо-
ваного реагенту, що не зв’язався з первинними антитілами. При цьому 
мінімізується можлива взаємодія біотинильованого реагенту з ендоген-
ним протеїном досліджуваного зразка, що виключає можливість виник-
нення неспецифічної реакції;

– за рахунок удосконалення технологічних принципів при здійснен-
ні досліджень максимальна тривалість імуногістохімічного фарбування 
становить 4-5 год.

Слід відзначити, що запропонована нами методика схвалена Єв-
ропейською референтною лабораторією з діагностики трансмісивних 
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спонгіформних енцефалопатій м. Вейбридж (Англія), за результатами 
проведених досліджень одержано патент України № 33945, 2008. З вико-
ристанням цієї методики успішно проводяться дослідження у науково-
дослідному патоморфологічному відділі ДНДІ ЛДВСЕ з метою встанов-
лення остаточного діагнозу на ГЕ ВРХ.

Висновки. Розроблена методика імуногістохімічної діагностики 
ГЕ ВРХ є високоефективною, достовірною, легко відтворюється та може 
бути впроваджена в діагностичній мережі в якості арбітражної (для вста-
новлення остаточного діагнозу на ГЕ ВРХ)

Перспективи подальших досліджень. Подальші дослідження будуть 
проводитись з метою стандартизації методики та акредитації її в міжна-
родній системі акредитації DAP.
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THE IMPROVEMENT OF IMMUNOHISTOCHEMICAL METHOD 
OF DIAGNOSTIC OF BOVINE SPONGIFORM ENCEPHALOPATHY 

IN CATTLE (BSE IN CATTLE)

Lozhkina O.V.
State Research Institute of Laboratory Diagnostics and Vet.-San. Expertise, 

Kyiv

The article describes the principle of immunohistochemical method of diagnostic 
of bovine spongiform encephalopathy in cattle, the test procedure protocol is 
explained, beginning from the sampling to the interpretation of the results, and 
finally the introduction of the method to the pathomorphology department of State 
Research Institute of Laboratory Diagnostics and Vet.-San. Expertise in order to 
ascertain the final diagnosis of BSE.


