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 چکیده
برای شناساایی وواود    روش متداول شود.می یک رتروویروس است که باعث لکوز انزوتیک گاوی (BLV) سمی گاویویروس لو   

 BLV ضاد  هایبادیای برای شناسایی آنتیطور گستردههیزا باست. آگار ژل ایمونودیفیوژن و الها بادیغربالگری آنتی BLV با عفونت

دی اسات کاه   روش توانمن (PCR) مرازای پلیوسیله واکنش زنجیرههبویروس لکوز گاو پرو DNA تکثیر و شناسایی  شود.استفاده می

 اساتفاده گساترده از ایان روش باه منتاور تشاخیص آزمایشاگاهی بیمااری         ،با این حاال  .باشدمیتشخیص مستقیم عفونت قادر به 

ماراز و یاک   ای پلای ه نتایج آزمون واکنش زنجیاره مقایس هدف از این مطالعه نیاز به مطالعات بیشتری دارد. هایی داشته و محدودیت

بدین منتور حساسایت   .بودهای شیری های ضد این ویروس در خون گاوبادیالیزای تجاری در شناسایی پروویروس لکوز گاو و آنتی

گاو رأس  371ای خونی از هنمونه. گرفتتجاری مورد ارزیابی قرار  یمراز در مقایسه با یک الیزاای پلیو ویژگی نسبی واکنش زنجیره

و نیاز   بادی ضد لکوز ویاروس گااو  خیص آنتیتجاری به منتور تش یک الیزایتوسط  و های اطراف تبریز تهیه شداز گاوداریشیری 

مراز در مقایسه باا  ای پلیگی نسبی آزمون واکنش زنجیرهحساسیت و ویژ. مورد ارزیابی قرار گرفتند  مرازای پلیتوسط واکنش زنجیره

و  %1/31ماراز  ای پلای در واکنش زنجیاره  gagفراوانی حضور بخش هدف از ژن . محاسبه شد %6/89و  %311الیزای تجاری به ترتیب 

مراز ای پلینتایج حاکی از آن است که امکان استفاده از واکنش زنجیره دست آمد.هب %3/31فراوانی پاسخ سرمی مثبت با الیزای تجاری 

 بیماری ووود دارد.در تشخیص آزمایشگاهی 
 

 .الیزای تجاری (،PCR) مرازای پلیواکنش زنجیره ،لکوز گاو :هاواژه کلید
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 مقدمه
( یر  ررروویرررو   BLVویررو  لسمر ی وراو  )      

شسد. در می که باعث لکسز انزوری  واو  اوزوژنی بسده

شرایط طبیعری ایرب بی رار  در وراو ر  مری دار  امرا        

شرااای سارا  امرت.    وسمفن  نیرز بره عفسنرت ازمای   

کنر  ولری   را الرسده مری   Bاا  لنفسمیت ویرو  ع  راً

و ارررا ، مسنسمررریتTارررا  لنفسمررریت ا چنررریب در

 ,.Fechner et al) شرسد اا نیز یافت مری ورانسلسمیت

1996; Poon et al., 1993.)   عفسنرت ایاادشر ه 

رسان  منارر بره مره وترعیت متفراو       می BLVرسمط 

ادرب، بروز عفسنت و رسلیر   بروز عفسنت و رسلی  پ :شسد

علاوه رخ اد لنفسمیتسز پای ار و برروز عفسنرت   هپادرب ب

 Jafari) عرلاوه لنفسمرارکس   هپای ار و رسلیر  پرادرب بر   

Jozani et al., 2010.)    اولیب ومیله بررا  شنامرایی

اا امرت. اورار   باد غربالار  انتی BLVوجسد عفسنت 

ا  برررا  دهطررسر واررترهژل ای سنسدیفیررسژو و ازیررزا برر

 شررسدامررتفاده مرری  BLV اررا برراد انترری شنامررایی

(Johnson and Kaneene, 1991.)    ،با ایرب وجرسد

کره  BLV اا  مذکسر در شنامایی واواا  مبتلا بهروش

 ناچیز امرت،  انها باد و یا ریتر انتیبسده باد  فاق  انتی

 ,.Brandon et al) خساارر  بررسدن مرر اکارمفیرر  و 

مهم امت کره وجرسد عفسنرت را برا      ،رواز ایب (.1991

 رکثیر و شنامایی .ن سدماتقیم ویرو  رعییب  رشخیص

DNA  پروویرومرریBLV  اررا  و مررکانRNA  او

نشراو داده   (PCR) ا  پلی رراز ومیله واکرن  زنایرره  هب

در رشرخیص مارتقیم    منامر  ش ه امت که ی  روش 

 ,.Kittelberger et al) باشرر مرری BLVعفسنررت 

1996; Poon et al., 1993.) 

واکرن   مقایاره نترایآ ازمرسو     ا ف از ایرب ماالعره     

مراز و یر  الیرزا  رارار  در شنامرایی     ا  پلیهزنایر

اا  ت  ایب ویررو   باد پروویرو  لکسز واو و انتی

 کره بر یب منررسر    باشر  ارا  شریر  مری   در خسو وراو 

در مرراز  ا  پلیهواکن  زنایرساامیت و ویژوی نابی 

مسرد ارزیرابی قررار ورفتره    راار    الیزا مقایاه با ی 

 .  امت

 

 هامواد و روش
 های سرمینمونه

 شیر  الشتایب و واو رأ   170اا  خسنی از ن سنه   

ر ررامی   ن ،اررا  اطررراف ربریررز رهیرره شرر از ورراودار 

مرال قررار داشرتن  و در      5ررا   9سیسانا  در بازه مرنی  

اا  خسنی پ  ن سنه  .معاینه بالینی به ظاار مالم بسدن 

. نر  در شرایط منام  بره ازمایشرااه انتقرال یافت    از اخذ

 g 1333اررا  خررسو درجهررت امررتخرام مررر ، ن سنرره

اررا جرر ا و مررر  ه شرردقیقرره مررانتریفسژ  13مرر   هبرر

اا  مرمی در میکروریسپ ریخته وردی ن . ر امی ن سنه

درجره   -93ش ه و ررا زمراو انارا  ازمرای  در دمرا       

 ن .دار  ش ناهملایس  

براد   الیزا  غیر ماتقیم راار  جهت رشخیص انتری    

اا  مرمی اخذ ش ه ر امی ن سنه ویرو  لکسز واوت 

طبر  دمرتسرالع      (IDEXX, USA)با کیرت رارار    

ارا  تر    براد  شرکت مازن ه جهت  رشرخیص انتری  

 مسرد ازمای  قرار ورفتن . ویرو  لکسز واو

 جاریت یالیزا

منررسر رشرخیص   ش ه بره  اا  مرمی امتحصالن سنه   

رسمرط کیرت رارار      ،ویرو  واو لکسزباد  ت  انتی

(IDEXX,US مسرد ارزیابی قرار ورفتن . به ایب منرسر )
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( در طرسل  DANA 3200, IRANاز دمتااه الیزا ریر ر ) 

 بهره ورفته ش . nm 953مسم 

 DNAاستخراج 

ارا  خرسنی   از ن سنره  ارا پ  از ج اماز  لسکسمیت   

ارا برا   او  مه مرربه شاتشس و ت فایکسلسمط ورادیانر

بافر  µl 965در  ااملسل ،(=9/7pH) فافا  بافر مالیب

 95مررسزر کلریرر  مرر یم، میلرری 133)سرراو   کننرر هلیز

 با کلری ری -مسزر رری میلی 13و  EDTAمسزر لییم

pH=7.0   و (و نرریم در رر  مرر یم دودمرری  مررسلفا 

  ماراب   مر  ، شر ن  ( رخریر   mg/ml 1) Kیناز پرورئ

( و با امرتفاده  Bioneer, S. Koreaرس یه مازن ه کیت )

 انارا  شر .   DNAارا  مریلیکا ژل امرتخرام    از متسو

 TE از برافر  μl933-133خشر  شر ه در    DNAم   

(Tris-EDTA ) را رمی و به رغلیظμg/μl 5/3   . س  ش 

ارا   امرتخراجی از مرلسل   DNAکنترل مثبت شرام      

از طرررف دکتررر فرایرر   )ا یرره  بررسد FLK-BLVرده 

 .زاده، دانشااه ادزی ، امترالیا(ا ت

اضرم   کنن هبافر لیز و Kاا رسمط پرورئیناز ایب ملسل   

 .Bioneer, Sم   مااب  رس یه مازن ه کیرت )  ،ش ن 

Koreaاا  مریلیکا ژل امرتخرام   ( و با امتفاده از متسو

DNA . اناا  ش 

روش  رسمرررط و کیفررری برره ررریرر    ک رری ارزیررابی  

دمرررررتااه   کتروفتسمتر  و برررررا امرررررتفاده ازامررررر

 nmدر طسل مسم( Eppendorof, Germany)بایسفتسمتر

و الکتروفررسرز ژل اورراروز ا ررراه بررا    nm983و  963

 اناا  وردی .  امیز  رسمط اری یس  برومای رنگ

 پرایمرها
 از دو پرای ر

 gag4 (5 GGTTCCTTAGGACTCCGTCG 3) و 

 gag3 (5 AACACTACGACTTCGAATCG 3) 
امررتفاده  PCRبرررا   ،BLVبرورفترره از قاعررا  ژنررسمی

علرت انتخراژ ژو   . (Fechner et al., 1996) وردی 

gag       بره دلیر  سفاظرت و مصرسنیت ناسیره مربسطرر  او

   باش .می

 مرازای پلیواکنش زنجیره

از محلررسل  µl93 درساررمPCR  اررا ر ررا  واکررن    

 mM  از ng DNA133 ، µl9/3 ن سنرره  µl1سرراو  

9/3dNTPs mix  ،µl 9/1  از mM MgSo45/0 ،µl9  از

 platinum مرراز واسر  پلری   6/3از  PCR ، µl19/3بافر 

Taq و  µl9/3  9/3از mM .از ار پرای ر  سر  ورفت 

دمتااه ررمرال مرایکلر    در مرازا  پلیواکن  زنایره   

 چرخ  سرارریبا  ،(MWG, Germany) 26 پری س  

، C25˚دقیقره در   5بررا    به  سر  دنارسرامیسو اولیره 

بره   C65˚دقیقره،   1بررا    C29˚ چررخ  در  05م   

دقیقرره و در نهایررت  9برررا   C79˚ دقیقرره و  1مرر   

انارا    C79˚ دقیقره در  13به مر     ماز  قاعا کام 

 .(Fechner et al., 1996) ورفت

بردار  از محصرسل رکثیرر یافتره    رویت و عک  برا    

( در برافر ررری    %9) ورارز از الکتروفسرز ژل ا PCRدر 

امیرز  برا اریر یس  برومایر      و نیز رنرگ  EDTAامتا  

(mg/ml 5   . امرتفاده شر )   ( در ن سنره فاقر  الارسnon 

template control   از اژ مقار دو بار رقایرر امرتفاده )

امتخرام ش ه از  DNAاز نیز  به عنساو کنترل مثبت .ش 

 )ا یرره از طرررف دکتررر فرایرر  FLK-BLVرده مرلسلی  

ا  در واکن  زنایره زاده، دانشااه ادزی ، امترالیا(ا ت

 مراز فسق امتفاده ش .پلی

 کنترل واکنش
 دو پرای ر از
 PRL033 (5- CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT -3) 
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PRL035  (5- GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTTTTC -3 )و 

ژو پرروزکتیب   0منرسر رکثیر بخر  اورزوژو شر اره    به

 واو  امتفاده ش .

 

 

 هاداده آماری تحلیل

ا  ساامیت و ویژوی نابی ازمای  واکن  زنایرره    

ارا   مراز در مقایاه با الیزا  راار ، مااب  فرمرسل پلی

 زیر محامبه ش :  
 

 
 

 
  

  

الیرزا   مرراز و  ا  پلری ازمای  واکن  زنایرره نتایآ    

رسمط ازمسو بررمی رساف  مثبت )اماره کاپرا( و   راار 

مسرد مقایاه قرار ورفرت   16ویرای   SPSSر افزادر نر 

 :و رفایر اماره کاپا به  سر  زیر اناا  وردی 

اماره کاپا بیب  فر )شران ( و یر  ) رسافر  کامر (        

 رفایر او طب  نررر  امرت کره رسمرط     .باش متغییر می

بر یب   ارائره شر ه امرت.    1277زن ی  و کچ در مرال  

دل رسافر   که مقرادیر بریب  رفر و دو دارم معرا      سر 

و  91/3معادل رساف  ان ک، بیب  9/3و  91/3جزئی، بیب 

معادل رسافر    7/3و  61/3معادل رساف  متسمط، بیب  6/3

را ی  معادل رساف  بایار کامر  مری    71/3محکم و بیب 

  (.Landis and Koch, 1977) باش 

 

 هایافته

باد  ت  ویرو  الیزا  راار  قادر به شنامایی انتی   

 ازمرای  مسرد از  ن سنره ارا  مررمی     91 و درلکسز وا

 ش ه بسد. 

بر مبنا  مشاا ه محصسل ا  در روش واکن  زنایره   

جفرت   073مراز )برا وزو رقریبری   ا  پلیواکن  زنایره

ارا  رحرت ماالعره دارا     مسرد از ن سنره  90 باز( رع اد

 (.1 شک واکن  مثبت بسدن  )
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خطوط دو تا پنج: بخش هدف از ژن پرولاکتین، خط آمیزی شده با اتیدیوم بروماید؛ خط یک نردبان وزن مولکولی، اروز رنگالکتروفورز ژل آگ -1شکل 

 )پروویروس لکوز گاو(، خط یازده: نمونه با واکنش پلی مراز زنجیره ای منفی. gagشش: نمونه شاهد فاقد الگو، خط هفت: بخش هدف از ژن 
 
   
 DNAیی کرره مررسرد امررتخرام  اررادر کلیرره ن سنرره    

قرارورفته بسدن ، بخر  ار ف از ژو پرروزکتیب مرسرد     

جفرت   156رکثیر قرار ورفت و ی  بان  با وزو رقریبی 

 (.1 شک باز مشاا ه ش  )

 ا  پلری وی نابی ازمسو واکن  زنایرهژساامیت و وی

و  %133مراز در مقایاره برا الیرزا  رارار  بره ررریر        

نی سضسر بخ  ار ف از ژو  فراوا. محامبه ش  6/28%

gag و فراوانری   %0/10 مرراز ا  پلری در واکن  زنایره

 محامبه شر .  %1/19پامخ مرمی مثبت با الیزا  راار  

و مرراز  ا  پلری واکن  زنایرهنتایآ مثبت و منفی ار دو 

 امت.با یک یار مقایاه ش ه  1در ج ول الیزا  راار  

 29/3 رسافرر  برریب دو ازمررای  بررر سارر  امرراره کاپررا،

واکرن   محامبه ش  کره نشراو از رسافر  محکرم میراو      

 و الیزا  راار  وجسد دارد.مراز ا  پلیزنایره

  

 
 مراز و الیزای تجاری در تشخیص موارد مثبت و منفی در سرم گاوهاای پلینتایج واکنش زنجیره -1جدول 

 
 هاهای سرمی دامنمونه

 جمع
 نفی(الیزای تجاری )م الیزای تجاری )مثبت(

 90 9 91 مراز )مثبت(ا  پلیواکن  زنایره

 153 153 3 ا  پلی مراز )منفی(واکن  زنایره

 170 159 91 ج ع
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 گیریبحث و نتیجه 
برا  رشخیص ازمایشااای عفسنت ناشی از ویررو      

اا  مختلفی وجسد دارد که ع ر ه انهرا   واو روش لکسز

 ع ر  براد   تری ژو بره ان بر امرا  پ یر ه ارصرال انتری    

 AGID ،ELISAرررساو برره مرریاز ایررب میرراو  . نررکنمرری

 ,.Kittelberger et al) ن سداشاره   Western blottingو

1996; Simard et al., 2000.) 

برسده و  ارزاو قی رت  اا ررا سر ود    روشورچه ایب    

محققریب معتقر    از  امرا برخری   ،باش ا  انها اماو میانا

ان ازه کافی بررا  شنامرایی    ااتن  که ایب ازمایشا  به

 ;Burkhardt et al., 1993) ایب عفسنت ساا  نیارتن  

Jacobs et al., 1992،) بر انیم ایرب    کره  زمرانی ویرژه  هب

قادر به رفکی  ای نی مادر  از عفسنت فعرال   ازمایشا 

نبسده و ستی بلافا له بع  از رخ اد عفسنت فعرال قرادر   

 اا نیاتن .انتی باد به شنامایی 

به شک  غیرماتقیم بره   مذکسر که ازمایشا در مقاب     

ارا   ، روشپردازنر  مری شخیص ازمایشااای عفسنت ر

جارتاس    دربه شک  ماتقیم    کهنوجسد دار مسلکسلی

-در میاو ایب روش .باشن می ژنس  پروویرو  در ن سنه

( برره شررک  PCR) مرررازا  پلرریاررا واکررن  زنایررره 

ی ایررب عفسنررت روزافزونرری در رشررخیص ازمایشررااا 

 Poon et al., 1993; Sherman et) واترش یافته امت

al., 1992; Tani et al., 1997  .)  

 PCRدر ماالعا  راربری مشراا ه شر ه امرت کره         

قررادر برره رشررخیص  افررت روز بعرر  از ایارراد عفسنررت

سالی که ازمایشا  مرولسژی  مره  باش  درویرو  می

ارا  براد  ی انتری افته بع  از ایب زماو قرادر بره شنامرای   

 ,.Brandon et al., 1991; Klintevall et alاارتن  ) 

1994.)  

در از او کرره  همسجرر  شرر  PCR  ساامرریت برراز   

در مراکز رلقیح مصرنسعی و ا رلا     و راار  سیسانا 

وذشرته   .شرسد امتفاده برا  شنامایی عسام  عفسنی نژاد 

اا  ملی مبارزه رساو از ایب ازمای  در برنامهمی ،از ایب

کره برر ا رر    خصرس  زمرانی  هبا بی رار  لکرسز وراو بر    

بره   ،رااکاراا  قبلی فراوانی بی ار  کاا  یافته امرت 

منرررسر راییرر   ررحت ازمایشررا  مرررولسژی  مترر اول 

امتفاده ن سد. یکی از مشکلا  ازمایشرا  مررولسژی    

در ایرب  باش  که ویژه انساع الیزا، نتایآ مشکسک انها میهب

ا  ررساو برا امرتفاده از روش واکرن  زنایرره     میمسارد 

مراز به رایی  یا رد ایب دمرته از نترایآ اقر ا  ن رسد.     پلی

فراوانری   در ایرب ماالعره سراکی از   نتایآ ازمرای  الیرزا   

جعفرر    قبلری  باش  که با نتایآ ماالعره می %1/19نابی

 باشر  ا اانرگ مری   9313در مرال   و ا کاراوجسزانی 

(Jafari Jozani et al., 2010)   ایب نتایآ در مقایاره برا .

مسخر کارور  ،1069در مال  س ادزادهاا  نتایآ وزارش

 در مرال  زادها ت م تاز وو  1075 در مال و ا کاراو

واترش بی ار  در طی مره داره اخیرر     ساکی از 1079

مرسخر و ا کراراو،   کرارور  ؛ 1069)س ادزاده،  می باش 

   .(1079زاده، ا ت م تاز و؛ 1075

ایرب امرت کره    ا  که بای  بره او رسجره ن رسد    مائله   

فراوانی نابی ایب عفسنت در کشسر دامنه ومیعی دارد و 

ررا   ،(1075 ،و ا کراراو   سراجیکلایی  ساجی) %5/3از 

( متغیرر امرت. برر    1075مسخر و ا کاراو کارور ) 03%

ایب اما  می رساو انتررار داشرت کره امرتفاده از یر       

شررخیص ازمایشررااای روش منحصررر برره فرررد برررا  ر

باش  و با رسجره بره ج یرع    عفسنت راه س  منامبی ن ی

بای  از روش منامبی برا  رشخیص ازمایشااای  شرایط

ررساو  دا  که میامتفاده ن سد. نتایآ ایب ماالعه نشاو می
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برا  رشرخیص عفسنرت    PCRالیزا و  از ار دو ازمای 

قبلرری سرراکی از  برخرری از ماالعررا   امررتفاده ن ررسد.  

ااتن . در مقایاه با الیزا  PCRیت بازرر ازمای  ساام

برا ازمرای     1226 در مال و ا کاراوفچنر طسر مثال هب

PCR، 13% در مقایاه برا الیرزا      رافراوانی نابی بازرر

ارا  مرسرد ماالعره رسمرط     ته واوالب که مشاا ه ن سدن 

ایشاو دارا  فراوانری باریار پرایینی از نقاره نررر ایرب       

قرادر بره    PCRدر ایرب ماالعره ازمرای      . بی ار  بسدن

 ه رسمط ازمسو شنامایی ر امی مسارد مثبت شنامایی ش

، دو تر ب اینکره  ( %133ساامریت  الیزا رارار  برسد )  

مثبرت رشرخیص   نیرز  راار    از نتایآ منفی الیزامسرد 

 .(Fechner et al., 1996) داده ش 

در ار  سر  بای  رسجه داشت که فراوانری بی رار       

کنن ه نسع ازمای  مسرد امرتفاده در  ی از عسام  رعییبیک

 ،طسر مثالهب .باش رشخیص ازمایشااای ایب عفسنت می

 در مناطقی که فراوانی عفسنرت بره ویررو  لکرسز وراو     

ویژوری براز دارا     باامتفاده از ازمایشی  ،باش بازرر می

در مناطقی که فراوانی  ،اا یت بیشتر  امت و در مقاب 

، ساامیت بازرر باپاییب امت امتفاده از روشی بی ار  

که منفی در  مسارد باش  را ما ئب شسیم رر میارزش ن 

ورچره م کرب    باشرن  میواقعاً منفی  ،ان نرر ورفته ش ه

شاا  رخ اد مسارد مثبرت کرا ژ    رون که در ایب امت 

  .باشیم

کره در داره وذشرته پیچیر وی انارا       رغرم ایرب  علی   

کنن ه نه وزاف او از ج له عسام  م انعتازمای  و ازی

اما  ،به منرسر رشخیص بالینی بسده امت PCRاز رسمعه 

ارا  چشر ایر در   در طی چن  مال وذشته با پیشررفت 

ایب زمینه ازینه اناا  ایب ازمای  و مشکلا  انارا  او  

به ش   کاا  یافته امت و ا یب امرر زمینره را بررا     

شنامرایی پروویررو  در   امتفاده روزمره او به منررسر  

   مازد.اا فراام میخسو واو

 

 سپاسگزاری
داننر  از معاونرت محترر     ناارن واو بر خسد زز  می   

پژواشری   و فناور  و کارکناو محتر  م یریت پژواشی

 ا خاطر فراام ن رسدو امکانر  هدانشااه ربریز بو فناور  

 مالی برا  اناا  ایب ماالعه و نیز از جناژ دکترر  کریرا  

کارشررررنا   مررررازماو دام زشررررکی امررررتاو   ) زاده

 رشکر و ق ردانی ن این . (شرقیا ربایااو
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Abstract  

   Bovine Leukemia Virus (BLV) is a retrovirus that causes bovine enzootic leukemia (EBL). 

The routine method for the diagnosis of the infection is antibody screening tests. Agar gel 

immunodiffusion (AGID) and ELISA are widely used for detection of the antibody against 

BLV. Amplification and detection of the proviral DNA by PCR is a powerful method for direct 

detection of the infection. However there are some limitations for routine use of this method in 

laboratory diagnosis of the disease and it requires further investigations. The objective of this 

study was to compare the results of a PCR assay with a commercial ELISA in detection of the 

bovine leukemia provirus and antibodies to this agent, in blood samples of dairy cows. The 

ELISA was assumed as reference test and the relative sensitivity and specificity of the PCR 

assay was calculated by testing samples from 173 cows in suburb of Tabriz. Blood sample were 

taken and taken sera and DNA contents were harvested. Sensitivity and specificity of the PCR 

assay in caparison to commercial ELISA were 100% and 98.6% respectively. The frequency of 

the presence of the targeted part of gag gene in PCR was 13.3% and the frequency of the 

seropositive reaction by commercial ELISA was 12.1%. The results showed that it is possible to 

use PCR as a laboratory diagnostic method for identification of the disease. 
 

Key words: Bovine Leukosis, Polymerase Chain Reaction (PCR), Commercial Enzyme Linked 

Immunosorbent assay (ELISA). 

 

 

mailto:rjoozani@tabrizu.ac.ir

