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تشخیص عفونت ویروسی لوسمی گاو با استفاده از روش 
 Nested-PCR

چكيد ه
ويروس لكوز گاو ) BLV ( رترو ويروس�ي اس�ت كه موجب لكوز يا لمفوماي مزمن  گاو در بس�ياري از كش�ورهاي جهان مي شود. 
اليزا اولين روش تش�خيصي براي غربالگري حضور پادتن ها بر عليه ويروس لكوز گاوي اس�ت. تا كنون روش�ن نشده است كه آيا 
 )PCR( اي�ن روش پادت�ن ها را در زمان آلودگي به ويروس لوس�مي گاو شناس�ايي می كند يا خير. واكنش زنجي�ره اي پلي مراز
براي توالي هاي اختصاصي DNA پروويروس هدف، در س�لول هاي تك هس�ته اي خون محيطي )PBML( اس�تفاده شده است. 
به منظور يافتن روش�ی حس�اس و كارا براي تشخيص آلودگي به ويروس BLV در نمونه هاي خون و بافت ها يا محتواهای مختلف، 
 روش آش�يانه اي واكن�ش زنجيره اي پل�ي مراز )Nested-PCR( بر اس�اس شناس�ايي ژن BLV-gag طراح�ی گرديد. آزمون 
آش�يانه ای PCR ب�ر روی نمونه هاي اخذ ش�ده از گاوهايي ك�ه به صورت طبيعي آلوده ش�ده اند )281 نمون�ه(، نمونه هاي بافتي 
 PCR  10 نمونه عقده لمفاوی س�ونيكه( انجام ش�د. حساس�يت و ويژگ�ی آزمون( ي تخريب ش�دهDNA و )پارافين�ي)3 نمونه
ب�ه ترتيب 0/85 و 0/84محاس�به گردي�د. درجه توافق بين دو آزمون )كاپا( مقدار 0/693 محاس�به گرديد كه قابل توجه اس�ت. 
ارزش پيش�گويي مثبت آزمون )دقت( 0/82 و ارزش پيش�گويي منفي آن 0/86 بود . در نهايت صحت آزمون 0/85 محاسبه شد. 
 اين مطالعه نش�ان داد كه روش واكنش زنجيره ای پلی مراز آش�يانه ای در مقايس�ه با روش هاي PCR معمولي اس�تفاده شده در 
 DNA آزمايش هاي متفاوت از حساس�يت بيش�تري برخوردار اس�ت.  اين تكنيك ب�راي غربالگري انبوه و همچنين تش�خيص

پروويروس در نمونه هاي بافتي خاص اعم از پارافينه يا نمونه هاي قديمي مفيد خواهد بود.  

كلمات كليد ي: ويروس لكوز گاو، رديابي ملكولي، واكنش زنجيره ای پلی مراز آشيانه ای، اليزا   
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Veterinary Journal (Pajouhesh & Sazandegi) No 91 pp: 1-8

Detection of bovine leukemia virus infection by Nested-PCR analysis  
By: Gh. Nikbakht Brouje, Microbiology Department, Veterinary Faculty of Tehran University (Corresponding Author; 
Tel: +982161117057), Emam, S.M. and Rezaei H. Microbiology Department, Veterinary Faculty of Tehran University
Bovine leukemia virus (BLV) is a retrovirus causing a chronic leukemia/lymphoma in cattle in many countries around 
the world. Screening for antibodies by Elisa has been the primary means of detecting the presence of this virus. It is not 
yet known if this assay will detect antibodies in all cattle during a concomitant bovine leukemia virus infection. The 
polymerase chain reaction (PCR) of the target proviral DNA in peripheral blood mononuclear cells (PBML). In order 
to find a highly sensitive and efficient method for the diagnosis of BLV infection in different matrices as well as blood 
samples, we have designed a Nested-PCR method to detect BLV-gag proviral DNA in naturally infected cattle together 
with paraffin embedded blocks and degraded DNAs. Samples of natural infected cows (n=281), paraffin embedded 
(n=3) and degraded DNA (n=10) were examined. When using ELISA as a reference test, sensitivity and specificity for 
nested PCR were 0.85 and 0.84, respectively. Interpretation of kappa scores for two methods was substantial (0.693). 
Predictive value of a positive test was 0.82, and predictive value of a negative test was 0.86. The percentage of cows 
correctly classified by nested PCR assay was 85%.  This strategy have shown to allow detection at different experiments 
and had higher sensitivity in comparison with normal PCR. This latter technique is useful for mass screening and could 
be useful to detect proviral DNA in paraffin embedded or old samples.    
                                                                                 
Key words: BLV, Nested PCR, Molecular detection, Gag, ELISA

مقد مه
ویروس لوس��مي گاو )BLV(1 عامل شایع ترین بیماري نئوپلاستیك 
ی��ا لك��وز آنزئوتی��ك در گاو  )EBL(2 اس��ت. ای��ن وی��روس در خانواده 
رتروویری��ده و جنس دلت��ا رتروویروس قرار داشت��ه و از نظر ردیف هاي 
اسیدهاي نوكلئیك و توالي اس��یدهاي آمینه در پروتئین هاي ساختاري 
 و غیر س��اختاري ارتب��اط نزدیكي با وی��روس های لمفوتروپیك انس��ان 

HTLV – 1 ,2(3( و میمون 4)STLV -1( دارد )10،9،8،3(. 

در بررس��ی ه��ای بالینی آلودگي به BLV ب��ا دوره ی كمون طولاني 
و پاس��خ ایمني مداوم مش��خص مي شود. پاس��خ ایمني مداوم، نتیجه ی 
بی��ان ناچیز یا موقتي ویروس اس��ت. حدود 65 درص��د از گاوهاي آلوده، 
هی��چ گونه علامت بالیني یا هماتولوژیك را نش��ان نمي دهند، در حدود 
 30 درصد تكثیر غیرنئوپلاس��تیك )پلی كلنال( و مداوم لنفوس��یت هاي

PL( B(5 را نشان داده و كمتر از 5 درصد به تغییرات كشنده، منوكلونال 
و نئو پلاس��تیك لنفوس��یت هاي B ی��ا لنفوماي بدخی��م )ML(6 دچار 
می شون��د. PL معمولاً قبل از س��ن 5 س��الگي رخ می ده��د در حالیكه 

حداكثر سن بروز لنفوما بین 8-5 سالگي است )24،19،7(.
روش ه��ای متع��ددی براي تش��خیص EBL بكار گرفته شده اس��ت 
كه شامل خنثي س��ازي س��رم7، تثبیت عامل مكمل، س��نجش ایمني با 
مواد رادیو اكتیو8، ایمونو دیفوزیون روي ژل آگارز9، الیزا، بررس��ي عفونت 
سنسیش��یال10، واكنش زنجیره اي پلیمراز11 و وسترن بلاتینگ12  می شود 
)22،21،15( تش��خیص آلودگی به وی��روس BLV در هر یك از مراحل 
بیماری و با هر یك از روش های فوق با مش��كلاتی مواجه است. در سنین 
پائین بدلیل وجود پادتن هاي مادري و یا ضعف سیس��تم ایمني تشخیص 
حضور پادتن ها امكان پذیر نیست. در حیوانات واجد شكل الحاقي ویروس 
به ژن��وم )پروویروس(13 نیز، غلظت پایین، موقتي یا غیر قابل شناس��ایي 

پادتن، تش��خیص بوس��یله ی آزمون های س��رولوژیك را مشكل مي سازد. 
در تش��خیص با پادتن ه��ای منوكلنال كه بر علی��ه بخش های خاصی از 
س��اختارهای گلیكوپروتئینی پوشش��ی )gp51( یا پروتئین های مركزی 
)p24( طراحی شده اند مواردی مش��اهده می شود كه حاكی از تنوع پاسخ 
س��رمی علیه ویروس اس��ت و نمی توان هیچ یك از آنها را به تنهایی برای 

تشخیص آلوده گی به كار برد )15، 26(.
در مطالع��ات گل��ه اي، واكن��ش زنجی��ره اي پلي مراز مفید اس��ت و 
 حساس��یتي بی��ش از الیزا دارد. این روش براي ریش��ه كن��ي BLV، در 
گله هاي مبتلا به بروز پایین یا شیوع بیماري در گله هایي كه براي مدت 
طولاني ازBLV پاك بوده اند و همین طور مطالعات اصلاح نژادي كاربرد 

دارد )14(.
هدف از تحقیق حاضر طراحی و ارزیابی روش واكنش زنجیره ای پلی 
مراز آشیانه ای14 برای تشخیص ویروس لوسمی گاوان بوده است. استفاده 
از روش مذكور حساس��یت و ویژگی تش��خیص را در آزمایش موارد آلوده 

افزایش خواهد داد. 

مواد و روش ها
در مجم��وع تع��داد 21 نمونه عقده ی لنفاوي شام��ل 8 نمونه منجمد، 3 
نمون��ه پارافین��ه، 10 نمونه عقده لمفاوی س��ونیكه )واجد DNA ژنومی 
تخریب شده( و 260 نمونه خون كامل گاو )كه در طي سال هاي1381 تا 
1385 جهت تشخیص به آزمایشگاه ارسال شده بودند(، متعلق به گاوهاي 
مبتلا به لكوز در این تحقیق مورد استفاده قرار گرفتند. ابتلا یا عدم ابتلا 
ب��ه لك��وز گاوهایي كه نمونه ه��ا از آنها اخذ شده بود با اس��تفاده از روش 
ایمونودیفوزیون و الایزا به اثبات رس��یده بود. تخریب ژنومی با الكتروفورز 
DNA ژنومی بر روی ژل آگارز و رنگ آمیزی با اتیدیوم برماید مش��خص 

تشخيص عفونت ويروسی ...
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ش��ده بود.  در دو مورد س��ایر اعضاي بدن  مث��ل كبد ، كلیه و طحال هم 
مورد آزمایش  قرار گرفتند.  

 
استخراج DNA از نمونه های عقده لمفاوی

 High Pure از نس��ج عقده های لنفاوي از كیت DNA برای اس��تخراج
 )PCR Template )Roche Molecular Biochemicals,  Germany
استفاده شد. تمامی مراحل اس��تخراج بر اساس روش پیشنهادی شركت 
س��ازنده صورت گرفت. جدا سازي DNA از مقاطع بافتي پارافینه نیز با 
كیت فوق و با روشی مشابه صورت گرفت با این تفاوت كه مراحل دیگری 
جه��ت جداس��ازی پارافین اضافه شد. به طور خلاص��ه مقاطع پارافینه به 
مدت 30 دقیقه در گزیلول قرار داده شدند و سپس  به مدت 10 ثانیه به 
ترتیب در اتانول 100 درصد )دهیدراتاس��یون(، اتانول 80 درصد ، اتانول 
60 درص��د ، اتان��ول 40 درصد و آب دوبار تقطیر ) رهیدراتاس��یون( قرار 
گرفتند. س��ایر مراحل استخراج مشابه با مراحل استخراج DNA از نسج 
عقده های لمفاوی غیر پارافینه بود. پس از اتمام مراحل استخراج، نمونه ها 

تا زمان آزمایش در دماي 20- درجه سانتي گراد نگهداري شدند. 

استخراج DNA از نمونه های خون
اس��تخراج DNA از نمون��ه های خون با روشی نوی��ن انجام گرفت. ابتدا 
1 میلی لیت��ر بافر لیزكننده گلبول قرم��ز )10 میلی مولار Tris-HCl با 
pH= 7/5:، 5 میل��ی مولار MgCl2 ، 0/15 مولار  NaClو 0,75درصد 
X Triton 100( به 500 میكرولیتر از نمونه  خون اضافه شده و س��پس 
به مدت 6 دقیقه با نیروی g 2000  س��انتریفیوژ می شد. مایع رویی دور 
ریخته ش��ده و 1 میلی لیتر از بافر مذكور دوباره به نمونه اضافه  شده و به 
مدت 3 دقیقه با  نیروی g 2000 سانتریفیوژ می  شد. این مرحله تا زمان 
لیز كامل گلبول های قرمز و مش��اهده یك پلت كاملًا س��فید در ته لوله 

تكرار می شد. 
پل��ت نهایی ب��ا 600 میكرولیتر بافر لیزه كننده گلبول س��فید )10 میلی 
 م��ولار Tris-HCl،  0/1 م��ولار NaCl، 25 میل��ی م��ولار EDTA با

pH =8:و  0,5 درص��د SDS ( مخل��وط و یكنواخ��ت می گردی��د. 300 
میكرولیت��ر بافر دناتوره كننده )4 مولار گوانیدیم تیوس��یانات، 25 میلی 
مولار س��یترات س��دیم و 0/5 درصد س��اركوزیل( به مخلوط قبلی اضافه 
 شده و 10 دقیقه در دمای اتاق نگهداری می شد. س��پس 300 میكرولیتر 
محلول اس��تات پتاس��یم )3 مولار اس��تات پتاس��یم و 11,5 درصد اسید 

استیك گلاسیال( به مخلوط قبلی اضافه می  شد. 
پ��س از یكنواخت ك��ردن محلول و به منظور رس��وب دادن پروتئین های 
موج��ود، نمونه به م��دت 5 دقیقه با نی��روی g 12000 س��انتریفوژ می 
ش��د. 1 میلی لیتر از مایع رویی به ی��ك تیوب جدید منتقل شده و 700 
 12000 g میكرو لیتر ایزوپروپانل به آن اضافه و به مدت 3 دقیقه با نیروی
سانتریفیوژ می شد تا رسوب DNA بدست آید. مایع رویی كاملا از تیوب 
خ��ارج شده و پل��ت DNA با 600 میكرولیتر اتانل 70 درصد شستش��و 
داده می ش��د. پل��ت  به مدت 5 دقیقه در دمای محی��ط قرار داده می شد 
 تا الك��ل باقیمانده تبخیر گردد. در نهایت پل��ت در 100 میكرو لیتر بافر

)TE )Tris-EDTA ح��ل شده و در دمای 20- درجه س��انتی گراد تا 
زمان آزمایش نگهداری می شد.

PCR با روش آشيانه ای gag افزوده سازی بخشی از ژن
در دور اول افزوده س��ازی ژن gag ویروس لوس��می گاوان صورت گرفت. 
 ای��ن ژن در وی��روس لك��وز گاوی حراس��ت شده اس��ت و در تش��خیص 
سویه های مختلف ویروس اختلالی ایجاد نخواهد كرد )17(. برای افزوده 
س��ازی ژن gag از آغازگرهایی استفاده شد كه تمامی طول ژن را افزوده 

می ساختند:
gag F:  nt  628-648:  5'-ATGGGAAATTCCCCCTCCTAT3-' 
gag R: nt 1803-1783:  5'-GTTTTTTGATTTGAGGGTTGG3-'

 در دور بعدي از آغازگرهاي داخلی برای افزوده س��ازی بخش داخلی ژن 
gag استفاده شد. توالی آغازگرها به شرح زیر است: 

Int gag F: nt 1068- 1087:  5'-AACACTACGACTTGCAATCC 3-'
Intgag R: nt  1452-1434:  5'- GTTCCTTAGGACTCCGTCG 3-'

طراح��ی پرایمرهای خارجی و داخلی بر اس��اس ردیف های نوكلئوتیدی 
 مش��خص ش��ده در ژن��وم وی��روس لوس��می گ��اوان ص��ورت گرف��ت. 
)BLV genome, GenBank K02120( از كش��ت س��لول كلیه بره 
 Fetal lamb kidney( آلوده بود BLV ك��ه به طور پایدار به وی��روس
BLV infected, FLK-BLV( به عنوان كنترل مثبت و از نمونه های 
عقده لمفاوی گاو های س��الم مشخص شده با آزمایش های الیزا، آگار ژل 

دیفوزیون و بررسی كالبد گشایی به عنوان كنترل منفی استفاده شد.
برای هر دو مرحله، اج��زای واكنش در حجم نهایی 25 میكرولیتر شامل  
1/5 میلی م��ولار Mgcl2، 200 میكرو مولارdNTP.0/4 میلی مولار از 
آغازگره��ای اختصاصی، 1 واح��د Taq DNA Polymerase )شركت 
س��ینا ژن( و یك میكرو لیتر از DNA اس��تخراج شده از عقده ی  لنفاوي 
یا 3 میكرولیتر از DNA اس��تخراج شده از خ��ون )حدود 100 نانوگرم 
DNA( اس��تفاده گردی��د. چرخه های حرارتی ب��رای دور اول شامل یك 
چرخه  94 درجه سانتي گراد  به مدت 3 دقیقه، 30 چرخه سه مرحله ای 
شامل 94درجه س��انتي گراد  به مدت 60 ثانیه، 55 درجه س��انتي گراد 
ب��ه م��دت 60 ثانیه ، 72 درجه س��انتي گ��راد به م��دت 120 ثانیه و در 
 Bio-Rad,( نهایت یك چرخه 72 درجه سانتي گراد به مدت 10 دقیقه
Mini-MJ( بود. در دور دوم افزوده س��ازی ب��ا 2 میكرولیتر از محصول 
مرحله اول و با غلظت های مش��ابه واكنش قب��ل ادامه یافت. چرخه های 
حرارتی برای دور دوم شامل یك چرخه  94 درجه سانتي گراد  به مدت 
3 دقیقه، 30 چرخه س��ه مرحله ای شامل 94درجه سانتي گراد  به مدت 
45 ثانیه، 55 درجه سانتي گراد به مدت 45 ثانیه ، 72 درجه سانتي گراد 
به مدت 60 ثانیه و در نهایت یك چرخه 72 درجه س��انتي گراد به مدت 
10 دقیق��ه ب��ود. و در نهایت 10 میكرولیت��ر از محصول مرحله دوم روی 
ژل آگ��ارز 1 درصد الكتروفورز و با اتیدیوم برماید رنگ آمیزی شد. نتایج 
 Sony XC-75 CE camera,( آزمایش با دستگاه تصویر برداری از ژل
"Vilber Lourmat Inc. Cedex, France( رویت و برای آنالیز نهایی 

عكس برداری شد. 

آزمون اليزا
آزمون الیزا با روش غیر مس��تقیم و با استفاده از كیت های تشخیص  
س��رمی BioX ELISA kit Belgium BLB( BLV( و تش��خیص 
BLV-gp51 BLV-gp51-(((( سرمی آنتی بادی های اختصاصی ضد

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

4   )پژوهش وسازند گی(

 Antibody; Svanova Biotech AB, Uppsala, Sweden
ب��ر روی پلاس��ماي نمونه های خون صورت گرف��ت. تمامی مراحل انجام 
آزمایش و تفس��یر نتایج بر اساس روش های پیش��نهادی تهیه كنندگان 

كیت ها بود.  

روش های تجزيه و تحليل داده ها
میزان صحت و توافق آزمایش��ات بر اس��اس نتایج ELISA  و PCR و با 
ترسیم جدول 2 در 2 محاسبه گردید. برای بررسی میزان توافق آزمون ها 
معدل كاپا )κ( محاس��به و تفس��یر آن بر اس��اس معیارهای  Landis و

)1977( Koch
با اس��تفاده از نرم افزار SPSS انجام گرفت. بر اس��اس ای��ن معیارها و با 
تفاوت معنادار بین مش��اهدات در س��طح P >0/05، مع��دل 0 تا 0/20 
ناچیز،  0/21 تا 0/40 بی طرف،  0/41 تا 0/60 متوس��ط، 0/61 تا 0/80 

قابل توجه، و 0/81 تا 1 كامل تفسیر می گردد.

نتايج
چنانكه در شكل 1- الف مشاهده می گردد با روش پیشنهادی در تحقیق 
حاضر اس��تخراج DNA از نمونه های خون كامل با موفقیت همراه بوده 
 DNA به دست آمده تخریبی را نشان نمی دهد. شكل 1- ب DNA و
 DNA اس��تخراج شده از نمونه های پارافینه و سونیكه است كه تخریب
در آنها به وضوح مشاهده می گردد. نتایج حاصل از افزوده سازی دور اول 
و دور دوم در تع��دادي از نمونه ه��اي خون و بافت )واجد DNA تخریب 

شده( در اشكال 2- الف و 2- ب مشاهده می شوند. 
مقایسه موارد مثبت و منفی در الیزا و آزمون آشیانه ای PCR در جدول 
1 صورت گرفته است. تعداد نمونه های مثبت در الیزا  137 و نموه های 
منف��ی 157 عدد بود. تعداد نمونه ها مثبت در PCR 142 و نمونه های 
منف��ی 152 عدد بود. حساس��یت و ویژگی آزمون PCR به ترتیب 0/85 
و 0/84محاس��به گردید. درجه توافق بین دو آزمون )كاپا( مقدار 0/693 
محاس��به گردید كه قابل توجه می باشد. ارزش پیش��گویي مثبت آزمون 
)دقت( 0/82 و ارزش پیشگویي منفي آن 0/86 بود . صحت آزمون 0/85 

محاسبه شد.

بحث 
 AGID  با روش  BLV حدود 30 سال است كه تشخیص پادتن هاي ضد
صورت مي گیرد. این آزمون، روشي اصولي در بیشتر كشورها بوده ولی در 
سال های اخیر با طراحي كیت هاي الایزا به عنوان یك آزمون غربال گري 
 ب��راي تش��خیص آلودگي به صورت انف��رادي در گله مورد اس��تفاده قرار 
م��ي گیرد. ویژگي این آزمون حدود 98/8 درصد و حساس��یت آن 98/5 
 BLV درصد بیان شده اس��ت )19،18(. روش تش��خیص رسمي و معتبر
در كانادا، الایزا بر پایه ی  گلیكو پروتئین gp51 است. محققین استفاده از 
الایزا را بدلیل حساسیت بسیار بالاي آن نسبت به AGID، جهت كنترل 
و ریش��ه كني ویروس در سطح گله توصیه مي كنند)25(. حساسیت الیزا 
 )Pooled( به حدي اس��ت كه در صورتي كه روي مجموعه ی س��رم گله
انجام  شود، این امكان را میس��ر مي سازد كه پادتن هاي با شیوع كمتر از 
1 درصد در سطح گله  تشخیص داده شوند، اما AGID فقط 50 درصد 

از گل��ه هایي را كه با الایزا تایید شده ان��د را مثبت اعلام مي كند. واكنش 
زنجیره اي پلیمراز نس��بت به روش های س��رمی جهت تشخیص مستقیم 
آلودگي روشي حس��اس تر بوده و حتي قبل از ظهور پاد تن در خون قابل 

استفاده می باشد )18(.    
و   PCR ه��ای  روش  مقایس��ه  ب��ه   )1996( همك��اران  و   Fechner
ایمونودیفوزیون پرداخته اند. آنها نش��ان داده اند كه حساس��یت این روش 
10 درصد بیش از ELISA و 17/7 درصد بیش از AGID اس��ت )12(. 
در س��ال Martin ، 2001 و همكاران نیز یك مطالعه مقایس��ه اي بین 
PCR ب��ه عن��وان روش مس��تقیم و ELISA و AGID به عنوان روش 

غیرمستقیم، انجام داده اند )18(.
در ای��ن بررس��ی از پرایمره��ای اختصاصی براي ژن ه��اي env  pol و 
"tax  اس��تفاده ش��ده اس��ت و PCR ب��ر روي DNA اس��تخراج شده از 
منوس��یت هاي خون محیطي و یا لكوسیت هاي شیر صورت گرفته است. 
بالاترین پاس��خ مثبت با  PCR و پرایمرهای env یا pol و بعد از آن با 

پرایمر tax و نهایتاً با ELISA و AGID به دست آمده است )18(.
در مطالعه اي كه در س��ال 2003 توس��ط Nagy و همكاران انجام شده، 
كاربرد روش PCR در تش��خیص بیماري در گ��او هاي شیري بالغ مورد 
ارزیاب��ي قرار گرفته اس��ت. این محققین حساس��یت و ویژگي این آزمون 
را بترتی��ب 0/67 و 1 ذكر كرده اند. ارزش پیش��گویي مثبت تس��ت 1 و 
 ارزش پیش��گویي منفي آن 0/42 بوده است. درصد گاوهایي كه بدرستي 
بوس��یله ی این روش تش��خیص داده شدند 73/5 درصد ذكر شده است. 
اما در كل، حساسیت و ارزش پیشگویي منفي این تست، پایین است. در 
نتیجه، در تش��خیص ویروس در گله هاي با شیوع بالاي بیماري، استفاده 

از PCR به تنهایي، توصیه نمي شود )25(. 
در مقایس��ه نتایج ذك��ر شده با تحقیق حاضر به نظر می رس��د كه روش 
آشیانه ای PCR از حس��ایت بیش��تر )0/85( و ویژگ��ی كمتری )0/84( 
برخوردار است ولی ارزش پیشگویی منفی آن بسیار بالاتر است )0/86( و 
درصد گاوهایي كه بدرس��تي بوسیله ی این روش تشخیص داده شده اند 

بیشتر است )85 درصد(. 
تف��اوت اصل��ی روش پیش��نهادی حاض��ر با روش ه��ای مورد اس��تفاده 
 س��ایر محققی��ن طراحی اف��زوده س��ازی ژن gag بوده اس��ت و با روش 
 آشیانه ای حساسیت بیشتری را در تشخیص DNA ویروسی از خود نشان 
می دهد. بررس��ی ژن gag و ناحیه داخلی افزوده شده در بانك اطلاعاتی 
)GeneBank( نش��ان می دهد كه ناحیه مذكور از تنوع كمی برخوردار 
بوده و در ویروس لوس��می گاوان كاملًا حراس��ت شده اس��ت )شكل 4(. 
بنابرای��ن برای اولین بار می توان اظهار داشت كه حساس��یت شناس��ایي 
پروویروس، در صورت كاربرد پرایمرهاي اختصاصي ژن gag بالاتر خواهد 
بود. باید به این نكته نیز توجه شود كه انتظار  پاسخ منفي در PCR حتي 
در صورت پاسخ سرولوژیك مثبت وجود دارد و این موضوع نیز به ویژگي  

بالاي این روش اشاره دارد.
سلول هاي تك هسته ايِ خون محیطي هدف اصلی ویروس هستند. با این 
وجود ممكن اس��ت ویروس در بافت های لمف��اوی )عقده های لمفاوی و 
طحال(، كبد و كلیه  نیز یافت شود)15(. امكان تش��خیص ویروس نیز در 
بافت های مذكور به اثبات رسید. نكته قابل توجه دیگر، امكان استفاده از 
این روش در تش��خیص پروویروس در نمونه های پارافینه و حتی تخریب 
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شده اس��ت كه كمك زیادی به بررس��ی های گذشته نگر نموده و گستره 
تشخیص را فراتر می برد. 

در یك عفونت معمولي با BLV،  پاسخ ایمني، به صورت تولید پادتن بر 
علیه پادگن هاي BLV، خواهد بود. در مراحل غیرطبیعي آلودگي، غلظت 
پایین، موقتي یا غیر قابل شناس��ایي پادتن، بویژه در حیوانات واجد شكل 
الحاقي ویروس به ژنوم س��لول )پروویروس( مش��اهده شده كه تشخیص 
 و كنترل آلودگي را در گله، بوس��یله ی تس��ت هاي س��رولوژیك مش��كل 

مي سازد. از مجموع نتایج به دست آمده در این تحقیق و همچنین سایر 
 تحقیقاتی كه  به تش��خیص آلودگی با وی��روس توجه داشته اند چنین بر 
می آید كه در مطالعات بر روی گله ها و یا حتی نمونه های منفرد، واكنش  
زنجیره اي پلي مراز مفید خواهد بود و حساس��یتي بیش از الیزا دارد. این 
روش براي ریشه كني BLV، در گله هاي مبتلا به بروز پایین بیماري، یا 
شیوع بیماري در گله هایي كه براي مدت طولاني پاك از BLV  بوده اند  

و همین طور مطالعات اصلاح نژادي، قابل استفاده است )14(.

شكل1- الف: نتايج حاصل از استخراجDNAاز نمونه های بافتی
)ستون1 الی9(

شكل 1- ب: نتايج حاصل استخراج DNA از نمونه های بافتی پارافينه و سونيكه 
)ستون 1 الی 9(

شكل 2- الف: نتايج حاصل افزوده سازی در مرحله اول؛ ستون 1، ماركر 1Kb )Fermentase Co.(؛ ستون 2 
الی 6 نمونه های تحت آزمون؛ ستون 7 شاهد منفي.
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شكل 2- ب: نتايج حاصل افزوده سازی در مرحله دوم؛ ستون 1، ماركر 1Kb )Fermentase Co.(؛ ستون 2 شاهد 
منفي و ستون 3 الی 17 نمونه های تحت آزمون

شكل 3-  تطابق توالی های نوكلئوتيدی آغازگرهای خارجی )دور اول(، داخلی )دور دوم( و توالی ژن gag ويروس لوسمی 
GenBank گاوی ثبت شده در
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پاورقی ها
1- Bovine Leukemia virus
2- Enzootic bovine leukosis
3- Human T-lymphotropic viruses 1 and 2
4- Simian T- lymphotropic viruses
5- Persistart lymphocytosis
6- Malignant Lymphoma
7- Serum Neutralization
8- Radio Immuno Assay (RIA)
9- Agav Gel Immunnodiffusion (AGID)
10- Syncytial Infectivity Assay
11- Polymerase Chain Veaction
12- Western Bioting
13- Provirus
14- Nested- PCR
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