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  DNAدر گاوهای شیری هلشتاین به کمک تست ) BLV(تشخیص بیماری لکوز گاوی
  3امیر رضا پریزاده ، 2 یمحمد رضا نصیر ، 1 مهدی خسروی

 
  چکیده

بیماری لکوز گاوی که به وسیله ویـروس لوسـمی گـاو، یـک       
 اگزوژن در خـانواده رتروویریـده ایجـاد         Cانکوویروس تیپ   

توانـد     ویروسی است که می    شود، یکی از بیماریهای کشنده      می
های مختلف جانوری را بـه صـورت طبیعـی یـا تجربـی                گونه

 نمونـه   175جهت تشخیص این بیماری، تعـداد       . کند  آلوده می 
ژنـومی   DNA .خون از گاوهای هلشتاین جمع آوری گردید

 BOOM R., ET AL  (بـا روش   میکرولیتر خـون 100از
 در آن داده    تغییراتـی ) 1995(که توسط دکتر شیخایف     1989)

 DNAجهت تعیین کیفیت وکمیـت      . شده بود، استخراج شد   
 اسـتاندارد فـاژ لامبـدا       DNAاستخراجی از روش مقایسه با      

 بـه طـول     BLV  تکثیر ناحیه پلی مورفیک ژن     .استفاده گردید 
 صـورت  GAG2و GAG1  جفت باز با آغاز گرهای 347

با % 4/1 از ژل آگارز     PCRبرای مشاهدهء محصولات    . گرفت
از مجمـوع دامهـای     .رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید اسـتفاده شـد       

آلوده به ویـروس لکـوز گـاو        %) 2/18( رأس   32مورد بررسی   
  .بودند

   DNAگاو هلشتاین، لکوز گاوی، تست : کلمات کلیدی
  

 
 
 
 
  
 
 دانش آموخته کارشناسـی ارشـد ژنتیـک و اصـلاح دام عـضو باشـگاه                 -1

   واحد کاشمرپژوهشگران جوان دانشگاه آزاد اسلامی
   دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد استادیار -2
 دانش آموختـه کارشناسـی ارشـد ژنتیـک و اصـلاح دام دانـشگاه آزاد                 -3

  اسلامی واحد کاشمر

  
  مقدمه

متعلق بـه جـنس دلتـا ویـروس از          ) BLV(ویروس لکوز گاو  
این ویروس بسیار وابسته به سلول      . خانواده رتروویریده است  

 در تعـدادی از     BLV. ه صـورت آزاد وجـود نـدارد       است و ب  
 محیطی کـه در نتیجـه عفونـت تکثیـر مـی             Bلمفوسیت های   

از بین دام های مختلف تنها گاو به طور         . یابد  یابند، استقرار می  
طبیعی به این ویروس آلـوده مـی شـود امـا بـه طـور تجربـی               

های مختلفی از حیوانات از قبیـل         توانستند ویروس را به گونه    
سفند، بز، خـوک، خرگـوش، راسـو، میمـون، شـامپانزه، و             گو

بیمـاری ابتـدائاً در     ]. 19،  14،  12 ،   8،  4[گاومیش انتقال دهند    
 در آلمان گزارش شد و بعد از جنـگ جهـانی دوم             1981سال  

بر میـزان وقـوع آن اضـافه شـد و از اکثـر کـشورها گـزارش                  
لکوز آنزئوتیک گاو موجـب ضـررهای اقتـصادی         ]. 19[گردید

 گردد که شامل حذف گاوهای مبتلا، کاهش توان تولیـد و            می
فعالیت تولید مثلی و محدودیت های صادرات گـاو و اسـپرم            

با توجـه بـه صـرف       ]. 20،6[باشند  به کشورهای وارد کننده می    
برای انجام برنامه هـای کنتـرل و ریـشه           های قابل توجه    هزینه

در کنی بعضی از کشورها برنامه هایی جهـت ریـشه کنـی آن              
چهار حالت پس از قرار گـرفتن  ]. 20،14،13[دست اجرا دارند 

ــ عـدم بـروز      1:گاو در معرض ویروس ممکن است رخ دهد       
ــ بـروز   2عفونت به دلیل مقاومت ژنتیکی دام در معرض ابتلا         

ـ بروز عفونت   3عفونت پایدار و تولید پادتن های قابل ردیابی       
خیم لنفوسیتی پایدار و لنفوسیتوز پایدار که نوعی تکثیر خوش    

ــ  بـروز عفونـت       4است و به لمفوسار کوما تبدیل می شـود          
پایدار، همراه یا بدون لمفوسیتوز پایـدار و وقـوع تومورهـای            

مبتلا شـدن یـا     ]. 21،19،16،13[سرطانی بدخیم لمفوسارکوما    
نــشدن و بــروز اشــکال مختلــف درمانگــاهی بیمــاری در دام 

کن است به توان    همچنین مم . دارد بستگی به وضعیت ژنتیکی   
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دســتگاه ایمنــی حیــوان و مقــدار ویــروس نیــز وابــسته       
  ].20،22[باشد

با توجه به اینکه بیماری در اکثر کشورها از جملـه کـشور مـا               
ور ما در چند دهه اخیر به منظور        1وارداتی می باشد و در کش     

نژادگیری از کشورهای دیگر گاو خریداری و یـا اسـپرم وارد            
 شدن گاوها به ایـن ویـروس شـده          شده است که باعث آلوده    

برهمین اساس انجام مطالعات وسیع بـه منظـور تعیـین           . است
. وضعیت آلودگی به این ویروس را در سطح کشور می طلبـد           

این مطالعه در شهر مشهد صورت گرفته تامیزان آلودگی گاوها 
را به ویروس لکوز گاو عامـل ایجـاد کننـده لکـوز مـشخص               

  .نماید
  روش کارمواد و 

 رأس گاو ماده شیری     175ای انجام این تحقیق خونگیری از       بر
. هلشتاین از گاوداریهای صنعتی اطراف مـشهد انجـام گرفـت          

 سـال سـن داشـتند و همـه          7تـا 2گاوهای مورد آزمـاش بـین       
در زمـان   . گاوهای هلشتاین حداقل یـک بـار زایـش داشـتند            

خون مـورد   . گیری سن و تعداد زایمان آنها ثبت می شد          نمونه
 CC 5-10از با خونگیری از رگ زیر دم حیوان و بـه میـزان  نی

به منظور جلوگیری از انعقاد خـون، مـاده ضـد           . فراهم گردید 
هـا تـا زمـان     خون .را مورد استفاده قرار دادیمEDTA د انعقا

 نگهـداری  -C  20°انجام آزمایـشات، در فریـزر و در دمـای   
  .شدند

-  روش تیوسیانات گوانیدین ازDNAج جهت استخرا
در روش مربوطه از تیوسیانات . سیلیکاژل استفاده شد

گوانیدین به عنوان عامل لیز کننده سلولی و از ذرات 
 در مخلوط حاصل از لیز DNAسیلیکون به عنوان جاذب 
در این آزمایش از کیت . شود سلول ها استفاده می

DIATOM DNA PREP محصول شرکت BIOKOM 
 و BOOM مسکو که مبتنی بر استفاده از روش

 SHEIKHAEVکه تغییراتی نیز توسط ) 1990(همکاران
 از DNAدر آن داده شده، جهت استخراج ) 1995(

                                     
 

 DNAپس از استخراج ]. 21،9[های خون استفاده شد نمونه
از نمونه خون تام در گاوهای هلشتاین، جهت 

  جهتPCR در گاوهای مبتلا، واکنش  BLVتشخیص
  صورتBLVن جفت باز از ژ374 (bp)تکثیر قطعه

 مورد gag2 و gag1 توالی آغازگرهای ]. 21[پذیرفت 
 :استفاده برای این آزمایش بصورت زیر است

gag 1 : 5’ GGAGGTGGGAAGATGCGAACTATT 3’ 
gag 2 : 5’ GTCCGCTCTACCAACCCTGAACTT 3’ 

  : انجام گرفته نیز به شرح زیر استPCR مراحل 
   

  )X43(سیکل سوم  سیکل دوم  سیکل اول

95 °C  120S 95 °C    60S 95 °C    50S 
60S   62 °C  60 °C    50S  58 °C    40S  

120S 74 °C  74 °C    60S  74 °C    60S  
  

وآخرین مرحله جهت تکثیـر نهـایی و زمـان لازم بـرای آن              
.                                 لحاظ گردید120s و زمان c° 74بصورت دمای 
) x43( مرتب43 به تعداد 3 ح است که سیکللازم به توضی

 . تکرار می شود
شد  از ژل آگارز استفاده PCRمحصولات تشخیص برای 

 با قرار دادن چند میکرولیتر از نمونه محصول .]26،21[
PCR و رنگ آمیزی ژل با اتیدیوم % 4/1 برروی ژل آگارز

 تکثیر شده به صورت یک ، قطعهUVبروماید در زیر لامپ 
  .جزا رویت شدباند م

  
  نتایج

 u/µlحـدود   (  ژنـومی    یDNA روش مقدار زیادی     این در
 هزار جفت باز حاصل شد که       60 تا   50و با طول حدود      ) 50

 قابـل   راحتی لامبدا به    فاژ DNAدر مجاورت مقادیر مختلف     
     ).1شکل ( باشد ارزیابی می
  

   
   
  

  

50 100 20 25 30
0 
350 
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 نشان داده شده 2ای پلیمراز در شکل   زنجیرهواکنش نتیجۀ
 347 قطعه دارای یکهمانطور که مورد انتظار بود . است

 شده است که برای تکثیربرای دامهای بیمار جفت باز 
 جفت بازی استفاده شده است 100 از اندازه مارکر تشخیص

   ).2شکل ( 
  
  
  
  
  
  
   

  
  
  

ــوع  ــد،   175از مجم ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــه م ــاوی ک  گ
ــرای  374 (bp)طعــهق ــشکل شــد 32  ب ــه ت جــدول . ( نمون

سن و شکم زایش گاوهای آلوده در جدول شـماره          ). 1شماره
نه تنها در زمان نمونه گیری گاوهـای        .   آورده شده است   4 و 3

مبتلا به شکل بالینی بیماری مشاهده نگردیدند بلکه دامــداران    
ارائه اطلاعات مشخـصی از سابقه وجود اشکال بالینی بیماری         

در تمام دامـداری هـای تحـت مطالعـه واکـسیناسیون            . ندادند
   .تحت نظارت شبکه دامپژشکی صورت می گرفت

  
  
  
  بحث
گیـرد و   های آلوده صورت می  از طریق لمفوسیت   BLVانتقال  

ه لمفوسیت ها مانند خـون،      تبادل مواد بیولوژیک حاوی اینگون    
های توموری به تماس فیزیکی نزدیـک و طـولانی            شیر و توده  

مدت نیاز دارد، بدیهی است که این شرایط در گله هایی که از             
های با سنین مختلـف بـه صـورت           تراکم بالا برخودارند و دام    
ــی   ــداری م ــوط نگه ــی     مخل ــراهم م ــر ف ــسیار بهت ــوند ب ش

ماری در بعـضی از کـشورها       این بی ]. 23،20،17،14،12،1[شود
مانند ایران به عنوان یک بیماری وارداتی مطـرح اسـت کـه از              
طریق وارد نمودن گاو یا اسپرم و جنین آلوده بـه کـشور وارد              

 نمونـه جمـع     4797حدادزاده با اسـتفاده از      ]. 22،1[شده است 
آوری شده از گاوداری های صنعتی و نیمه صنعتی نشان دادند           

 مثبت بـوده انـد و بـه منظـور      BLVحاظ   درصد از ل   81/9که  
تحقیق در صحت نظریه وارداتی بودن بیماری در کشور اقـدام           

 رأس گاو بومی در دو نوبت به فاصـله          200به نمونه گیری از     
یک سال از هم نمودند و هیچ اثـری از پـادتن ضـد ویـروس                
لکوزآنزئوتیک گاوان در آنها یافت نشد که دال بر تأیید نظریه           

در بررسی قائم مقامی    ]. 1[ودن بیماری در کشور بود    وارداتی ب 
 رأس گـاو از نژادهـای اصـیل، دو رگ و            643و همکاران نیز    

 درصـد   42/84 مثبت بودنـد و      BLV درصد از لحاظ     3بومی  
 34/5(های اصیل و کمترین میزان      های مثبت متعلق به دام      نمونه
 مربوط به گاوهای بومی بود که تأیید نظریـه وارداتـی          ) درصد

در بررسی ممتاز   ]. 2[بودن بیماری در کشور را به دنبال داشت       
 راس گـاو تحـت بررسـی در    368زاده که از مجمـوع      و همت 

ــاری    ــال بختی ــار مح ــتان چه ــد دارای 70/5اس  BLV درص

  فراوانی نسبی  فراوانی مطلق  
BLV+ 32  2/18  
BLV-  143  8/81  
  100  175  کل

 شده با مقادیراستخراجDNA مقایسه مقدار کمی -1شکل
  لامبدافاژDNAمختلف 

284 

200 
 در نمونه ها BLV جفت بازی ژن347 تکثیر قطعه -2شکل 300

 

   نتایج حاصل از بررسی آلودگی گاوها به ویروس لکوز-1دولج
50 100        150 200 250 300 350 

DNA 

   شدهاستخراج
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 24در یک بررسی که توسط کارگر و همکـاران در           ]. 5[بودند
استان ایران صورت گرفت میانگین آلودگی بـه ایـن ویـروس            

  ].3[زارش گردید گ7/1
  
  
  درصد  فراوانی  )سال(سن 

3  2  25/6  
4  3  37/9  
5  5  62/15  
6  11  37/34  
7  11  37/34  

  
  
  

  درصد  فراوانی  شکم زایش
2  2  25/6  
3  4  5/12  
4  4  5/12  
5  12  5/37  
6  10  25/31  

  
در مورد میزان وقوع آلودگی به بیماری در کشورهای مختلف          

هـای    میزان آن در داخـل گلـه      گزارشات حاکی از آن است که       
باشـد بـه    مختلف و در بین کـشورهای مختلـف متفـاوت مـی        

 -100طوری که میزان آلودگی در داخل گله ها در آمریکا بین            
باشد یعنی بعضی از گله هـا ممکـن اسـت آلـوده                درصد می  0

 درصـد برسـد ولـی       100نباشند و بعضی حتی آلودگی آنها به        
درصـد، کانـادا    20ا حداقل   آلودگی در جمعیت گاوهای آمریک    

 درصـــد، 37 درصـــد، ونـــزوئلا27 درصـــد، فرانـــسه11-6
 درصد گزارش   17 درصد و اوگاندا     36درصد، تانزانیا   11ترکیه
  .]20،15،8،7[شد

میزان شیوع آلودگی ارتبـاط مـستقیم بـا افـزایش سـن دارد و               
 ماه کم می باشد و بـا        17-24میزان آن در گاوهای پایین تر از        

د افزایش سریعی در میزان آلـودگی خـواهیم         افزایش سن شاه  
 سال بود   5 -7در این مطالعه سن گاوهای مثبت بین        ]. 20[بود
 2-4 شکم زایمان کرده بودند و از آخرین زایـش آنهـا             3-4و  

حدادزاده نشان داد که بین آلودگی به ویـروس         . گذشت  ماه می 
لکوز آنزئوتیک گاو در گله آلـوده و فاکتورهـایی نظیـر سـن،              

اد زایمان و میزان تولید شـیر در گلـه هـای آلـوده ارتبـاط                تعد
دار بوده به طوری که بیشترین درصد آلودگی در گاوهای            معنی

 سال و یا میزان تولید شیر کمتر 6چهار شکم زاییده و بالاتر از    
 کیلوگرم دیده شـد نتـایج بـا فاکتورهـای ماننـد             20یا مساوی   

د شـیر گلـه هـای       آخرین زایش تا زمان نمونه گیری و رکـور        
در بررسی  ]. 1[آلوده و جمعیت گله ارتباط معنی داری نداشت       

 سال سن داشـتند و      2قائم مقامی همه نمونه های مثبت بالای        
 سـاله   3-4در گاوهای   )  درصد 24/84(بیشترین درصد آلودگی  

کمتـرین  ) 1382(در مطالعه ممتـاز و همـت زاده       ]. 2[دیده شد 
 سال با صفر درصد و      3و   2،1میزان آلودگی در سه گروه سنی     

 18/17 سـال و بـالاتر بـا         7بیشترین مقدار در گروه گاوهـای       
 و همکاران   Azubaدر مطالعه   ]. 5[درصد آلودگی تعیین شد   

نشان داده شد که بین میـزان آلـودگی و سـن ارتبـاط مـستقیم        
 3-5 ســال، 1-3وجــود دارد بــه طــوری کــه در گــروه ســنی 

 درصد آلوده   33 و   22،17،13 سال و بالاتر به ترتیب       5-7سال،
بیشترین آلودگی در نژاد زبو بود که علـت آن را بلـوغ             . بودند

دیرتر و در نتیجه سن بالاتر آنها هنگام کشتار و یـا حـساسیت     
همچنین در مطالعه باتمـاز     ]. 7[ژنتیکی به این بیماری می دانند     

 سـال   2-6و همکاران در ترکیه محدوده سنی گاوهـای آلـوده           
   ].8[بود
ان فراوانی آلودگی در گاوهـای شـیری و گوشـتی ممکـن             میز

 و  Schoepfاست متفاوت باشد بـه طـوری کـه در بررسـی             
% 4/21و گوشتی% 42آلودگی در گاوهای شیری  ] 22[همکاران

علاوه بر این میـزان آن در نژادهـای مختلـف گـاو      . بوده است 
 و Batmazممکـــن اســـت متفـــاوت باشـــد در مطالعـــه  

ترکیه آلودگی در گاوهای هلشتاین، براون      در  ) 1995(همکاران
ــب   ــه ترتی ــومی ب ــوئیس و ب ــوده 2 و 4/9، 3/10س  درصــد ب

ــه ]. 8[اســت ــشتر از Burridgeدر مطالع ــژاد جرســی بی   ن

  مشخصات گاوهای آلوده به ویروس لکوز برحسب سن-2جدول

  مشخصات گاوهای آلوده به ویروس لکوز برحسب شکم زایش-3جدول
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نژادهای دیگر آلوده بودنـد و علـت آن را احتمـالاً حـساسیت              
هـر  ]. 11[ژنتیکی و یا اختلاف در مدیریت گله عنوان نمودنـد         

 ارتباط معنی داری بین سن، نژاد و   Uysalچند که در مطالعه     
  ].25.[جنس با آلودگی مشاهده نشد

بین گاوداری های صنعتی و سنتی ممکن است از نظـر میـزان             
در مطالعه قائم مقامی و همکاران      . وقوع آلودگی متفاوت باشد   

در دامداری های صنعتی نسبت به سایر دامداری هـا آلـودگی            
 حاضر دام های آلـوده همـه       و در بررسی    ] 2[بیشتر بوده است  

هر چند که نـوع مـدیریت   . از نوع دامداری های صنعتی بودند   
ولـی آنچـه کـه       ]25،8.[در انتشار آلودگی نقش به سزایی دارد      

باشـد کـه در صـورت         حائز اهمیت است حضور ویروس مـی      
موجود بودن و فراهم بودن شرایط اتتقـال، از گـاوی بـه گـاو               

عدی تعـداد دام هـای موجـود در         عامل ب . دیگر انتقال می یابد   
باشد که هـر چـه بیـشتر باشـد و در صـورت حـضور                  گله می 

  ]. 20[ویروس فراوانی آلودگی بیشتر خواهد بود
بین مناطق مختلف یک کشور ممکـن اسـت تفـاوت هـایی از        
نظر میزان آلودگی وجود داشته باشد کـه بـه عوامـل مختلفـی              

ه ای کــه در منطقــ]. 25،8[ماننــد مــدیریت نــسبت مــی دهنــد
گاوهای آلوده به خصوص شکل مبتلا بـه لمفوسـیتوز بـادوام            
حضور داشته باشند باعث افـزایش آلـودگی مـی شـوند زیـرا              
علاوه بر راههای دیگر انتقال، پشه ها نیز باعث انتقـال بیـشتر             
آلودگی می شوند و در حضور گاوهای مبـتلا بـه لمفوسـیتوز             

 در خـون هـستند      بـادوام تـعداد لمفوسیت های آلوده بیشتری     
چون عفونت زایی بیشتری دارند در نتیجه باعث انتقال بیـشتر           

 و همکـاران    Azubaدر بررسی   ] 7[و بهتر آلودگی می شوند    
 درصـد و در     30میزان آلودگی در شرق و شمال شرق اوگاندا         

 درصـد گـزارش شـد و علـت          13نواحی مرکـزی و جنـوبی       
ه تماس بیشتر   احتمالی این اختلاف چراگاه های کم و در نتیج        

و نزدیک تر گاوها و همچنین وجود تعداد بیشتری پشه هـای            
تسه تسه و حشرات گزنده در مناطق شرق و شمال شرق بیان            

گیــری،  از طـرف دیگــر اعمــالی ماننـد خــون  ]. 7[شـده اســت 
آزمایش توبرکولین و واکسیناسیون بـودن تغییـر سـر سـوزن،            

رکتـال و   شاخ بری دام های مختلف با وسایل مشترک، تـوش           

دادن شیر از مخزن شیر به گوسـاله هـا مـی تواننـد در انتقـال                 
 و Brennerدر مطالعـــه ].20،8،7[آلـــودگی کمـــک کننـــد

 -2001 تـا    1985همکاران در فلسطین اشغالی در فاصله بـین         
 درصـد کـاهش     5/5 بـه    6/80، میزان فراوانی آلودگی از      1999

. ی شـدند  یافت و برخی از گله ها به طور کلی عاری از آلودگ           
در این فاصله زمانی تلاش شـده اسـت تـا بـه منظـور کنتـرل                 
آلودگی برخی از عوامل که در کاهش آلـودگی حـائز اهمیـت             
هستند مانند تعویض سر سوزن ها، تغییر در روش های شـاخ            
بری و تعویض دستکش ها در بین هر توش رکتال مورد توجه 

  ]. 10[قرار گیرد
بررسـی و مقایـسه آن بـا         با توجه بـه نتـایج حاصـل از ایـن            

مطالعات مشابه در سایر نقاط ایـران مـی تـوان نتیجـه گرفـت             
وقوع این بیماری رابطه مستقیم با اقزایش سن و شکم زایـش            
دارد علاوه بر این بررسی ها نشان داد  که سه واحد گاوداری             

کننـد یـا قـبلاً        مورد مطالعه از اسپرم های وارداتی استفاده مـی        
ند واین امر بـر وارداتـی بـودن ایـن بیمـاری             استفاده کرده بود  

گردد با بررسی جامع تر       در نهایت پیشنهاد می   . گذارد  صحه می 
در سطح استان خراسان و همچنین در سطح کشور و با حذف            
موارد مثبت امکان جلوگیری از انتشار بیـشتر بیمـاری و پـاک             

  .شد گاوداری ها از بیماری ها را فراهم آورد
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