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 4يرضا طالبي، عل3 حقدوستيرج سهرابي، ا2 صدرخانلوي، رجبعل∗1يريمهران نص

  

  دهيچك

 يمـار يور آلوده به ب يص ط ي جهت تشخ  PCRع  يك روش سر  ي ي كارآئ ين مطالعه، بررس  يهدف از انجام ا   

باشـد كـه   يك محـرز شـده، م  يستوپاتولوژي ـ هي هـا ياستفاده از بررس آنها با   يمارك كه قبلاً مثبت بودن آلودگ     

 تا 597روس بنام قطعات ژني تياميدين كيناز، از باز يك قسمت از ژنوم وي يك بر اساس  شناسائين تكن ي ا يمبنا

ان آلـوده بـه ايـن ويـروس را          ي ـ در سلولهاي كليه و ساير بافتهاي ماك       MDV را كه توانائي شناسائي مستقيم       807

ور ي ـ ط ي كشتار شده در كشتارگاه صنعت     يور گوشت ي قطعه ط  12687ن مطالعه   ي ا يط. سازد، استوار است  ين م ممك

عات ي مـورد از آنهـا ضـا       8ور در   ي ـ  ط  ي لاشـه هـا    يپس از بررس ـ  .  قرار گرفتند  ي كالبدگشائ يه مورد بررس  ياروم

 مـارك   يمـار يون ب يفراس ـي از لنفوپرول  ي ناش ي و احشائ  ي جلد يدي مشخص لنفوئ  ي مارك، شامل ندولها   يماريب

پـس از  .  به عمـل آمـد  ين تعداد نمونه برداريعات، از ايك ضايكروسكوپيد كه جهت مطالعات م   يمشاهده گرد 

 يمـار ي مبتلا بـه ب ي مثبت بدست آمده از لاشه هاين، نمونه ها  يائوز-ن  يلي هماتوكس يزيد و رنگ آم   يه اسلا يته

در اين مطالعه نمونه . ناز مورد استفاده قرار گرفتندين كيديامي ژن تي با روش بررسPCR با يمارك، جهت بررس

اين روش داراي سـرعت بـسيار       . ديور مشكوك استفاده گرد   يوس، پر و كليه ط    يسي از سلولهاي بورس فابر    يهائ

 سـاعت بـراي   1 و PCR سـاعت جهـت انجـام    3م سـاعت بـراي تهيـه نمونـه،          يبالائي بوده و براي اين تكنيك ن      

ك نمونـه بـه همـراه    ي نمونه مثبت و    7 شده، تعداد    PCR نمونه   8پس از بررسي از     .  شد الكتروفورز زمان صرف  

 PCRدهند كه از آزمايشهاي هيستوپاتولوژيك و       ينتايج بدست آمده نشان م    . نمونه شاهد منفي شناسائي گرديد    

 . كامل داشته اند يگر همخوانيكديبا 

  .ونيفراسيناز، لنفوپرولين كيديامي، تيستوپاتولوژي، هPCR مارك، يماري ب:يديواژگان كل
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"���� �H�I� A�J	� ��9 K*��4� *��� 	 �� ���
 �� AC6��� 3�������46. 5�6L )M .( 	4L FN��$�
 � =� �O� �* 	�*��+ P�� �������6!� � K*��4�

 � 	�J�� ���9 #��67 A� 3Q������ *�R�� .
 	
���O! �SB� ���C� �� ���� ������ /�01� F�����

	� #��H >�T������ #���U� �  � K*��4� �� 2*���
 �SB� /�01� � V�4�! A�J 	H�W47 ���"��

� A��. PS�L ���6� ������ X��" ����A .�* 6����� 
�% FN��$� K��+ ��$� #�$��Y� ��� #�$����� �* 

���A� K�" Z�P� N�� 3 . ���' K��* [�9* 3��$�
A� �
1� ,��\ ]��" �* ������ . *��� �*

 ��J ������� �* �C9�4���^_`a�4�.   A� 3
�� �
7 *��� �* � *�" K��* 	�*��+ �SB��O	 � =� *�L 

�� 	� �41. �4�.� K�.�1� ������ �SB� �	 *�" .
 ���6� 	�*��+ ]��" � ���� 3��$� *��� 3� �* FN��$�

A� �
1�)DE .(��� �� **�� ��1� �?�7 ��� �4Q� 3
 V�� �* �'DbbDK��  �IIc� � � ���� 3�� 3����� 

���� ���� �� �	� �* �' ����� ��C��� MS � ���OQ� �
CW� �14��	7* ��6� �* �� ��46�* ]C��� 2A �� 

)d(. 

'�����O� �* 	
���O! �SB� �! *��� ,B� =  ��.
�0�  � �C9 FN��$� �e�fE`Dg K�.�1� 	-4�. 
	�� �� �* 3�-���� ��Y� � *�"� 3aE`f_* 	-4�. � K�

�	 *�" )DE.(  
�� �� B4� *��� >� P��Q�� 3�����? �* � � ��

 3� ��gEA� K*��� Z�P� �4�.  .	RO\ �! �e� 
 3�� *��6�� ����* � B4C� ������� F�����DE`g 	-4�. 

	� h� �.* )a.(  
5���� =��. X�� >� ���� ������ ���� 

)Herpesvirus(V�O� �� �46��  )Cell - Associated( 
	�  �"��)_ ( �J �� 	�C� �*��� ���� � ��N* �!

�� �����
���\ ,��O4�� � 5���� 3� ����) Feather 

Follicle Epithelium (�J�J  � *�* *�J� K*��+ ��.
[��? � P�� 5���� =��. 3� ��14�FFE #��H 

	� *��� )_.(  
�J�J ���� 3��  � P�� ������ 3� ��O� �� �.

 ��
� �+ �4\�� #�L i��0� 5���� � K*��4� [��?
A� ��e�.  

 P�� �T���� ��^ �������� =��. � �-�* �4�* �*
9�� �'�� � ���O� �* 	C6� ��Y� �! K�" ���� �J ��
K��� MDV) Marek's disease virus( 	� ��9  ����� .

'�� � K�" �J �T���� ��^ �������� ��� ��^ ,�\ 2��
>��T�
�) Nononcogenic(j����� �� fMDV �4�� 

	� *�" . � K�" �J 5���� =��. �� 3��k�.
���O9�� HVT(Herpesvirus of Turkey)) ( lB?

	� **�� . 5���� � FB��! ������� 3� �
�� ��
>��T�
�MDV2��46.P���4�   ���� 3�� ��� 	��

�J�J ��O� �� �.MD 	� ��9 K*��4� *���   �����)_.(  
 ������ 3� ��� j����� �� 	O! ��? ��

���" �! A� K�" 	S����" :j�����D >��T�
� 
j����� 2���� ������f��^  � ���� ������ >��T�
�

j�����a���. �� ���O9�� ���� 5���� �! HVT 
	�  �"��)a.(  

  

  مواد و روش كار

�% �$��Y� ��n�� ���. #�$�T�������46�� o����� 
�O� �* p��� �.�? �4"�� ��	 �* K�" ��41' 

? K����41'���� ��4���" ��� �c� �* ��41' � =� 2�
���*��� ���"N � � � 2�.� 3 *�$�DfgMd � �$Y9 � 3
?�? �' ��	��q � #��W� K����41' �* ��rL ��� 3

\*�W�	����� *��� � s�04� 	�% 2��4\�� ��9 � #�$
���" �n� *��� :U����
C" � s�W��* �  � 	Y�c� ��.

 2	��9 >��4�P� 2���O� ��. �
C" �����* �O�J
�QC" � V��!��  tW� � ����� tW� 2>����� ��.

��P�	�*�� ��L�� u� s�W� � >��Ov� �4 ) s�W�
 2	%�� w�Y7 �** A�* � �O���� ����* 	Y�c�
 �.�& #�9� 	7�� �* � *�� �� ��46!�7 x�� ���U�

	� /01� �����*  �� 	����! �RL y�P\� ���"



��� ����� �	 
����	 �� ������ �� ���� ������ �PCR    ١٧

 �� 	� �* �� ����* A�69 �RL y�P\ @��� �14��
�� *��� 	7�� �* � 	$�C? K��� ����	� �41 **��( 2

 �.*���� �* ��4c� ���������� #�$��% 	����
)�����0� F�H�W7( 2�C! 2��O! 2�4�P� 2tO9 2��� 2

���\ 5��� 2V�c?�6� 2V���*+ *�^ 25���� 25�
 � 	4O
� #Br� 2��C�� 2K*�� 2K�$� y�� 25�
���
 ��C" ��. K*�� �"� 2	S�1L ��.����� *�J� 2A���

 �7* �* 	���� ���� ��1���� � �! K�" *�R� ,��
 2�C! �* 	���� ��.����� 2*�" z��7 P�� �r�
 #��W� V�$\��^ ������0� �* *�J�� #�$��%
 2{��" � x�� ��46!�7 u�P� �� >q�! 	L��

��
� u�P� �� >q�! 	L��� �7* �� 3�� �* >�4
 	���� ,�\ �� � ������ �14�� |�1�� 2K�$� y�� *�^

4� �� � *���� #�$��% 2tO9 ,��*��!��� �* *�$
	4���)�. ���* #��W�� ���� x��� A��� ��� �� 	
K��9 �� �( � �� 	J��7 � 	O7* ��.�� �* #�$��% 2

 #Br� �* *�J�� #�$��% 2�*�� 	41� A�69
L�� #Br� F�H�W7� w�Y7 *�R� � F����� � ���� �

 #���U� 2	���� ��.���� *�R� �� x������ ����
�� �* �����4���-�� 34\� A�* � ���" �1q �* K�

��C�� )��46!�7 �1q ( 	\���+ 2>�*�� ��" �n���� �
 �����T* #�$��% 25���� � 5��6����\ 5��� *�L
 2	S�1L ������ ���� � ��04� PU� �* K** h�
 �* ��������� >���
���!�� K�.�1� ���9 #�$��%

" � #��S+ *�7 2�����! �������"�7�  u�P� ��.
���� *��� 2#��S+	��4\�� ��9   � �'� �* *�$� 3M 

�% �$Y9���Q���'�� #�$�� o����� K�.�1� p��� 
*���� .  

 A��� � �C' 2V�c? ���" iO40� }�r� �� 3
?�� � =�� � K*��4� �� 2�����46������ 2 �.	� �Y9 �� 
~×~� �O�����\ V�Oc� �* � A"*�� �4���\�� 3DE %9 ��

�� A�J �� ��4\���B� ���.��T������ � *��� o
� ��9 K*��4����� .������ 3 �.����� �c� � �' �.� 

S������� ��*�� K�" A"*�� V�c? � �C' 2A��� 

��4�69 ���"�T������ � ���� ���*�� �. ���' �* o .
� ���q � =�	 34\�� ��9 � ��� ��� ������ 3  �* �.

����\ V�Oc�� 3)���+ �� V�I4� � =� �4C�� V�Oc� K�-1
����\��$� V� ��� ���. 3�*�� ���(�. ����� 2� 

4\�� #�C: ��c� � �n� *���	���� *��� 	 �4\�� ��9 
�? � =� ��cH *�QO�� � ����\ ����6Q� 2�

����� �.�� �� l�\ �� Z�� ,����Q��� =v� � K�" 
B���.���� ����+ �* K�" ��. K�-1�T�������46� �� 

6'����. Z���O�3`��S �3) Hematoxilin & Eosin( 
� 3.+`� ��+ x�� #�-�P�� �� =v� � � ��Q���Q

������4\�� ��9 �$��Y� *���  .  
  

  

 و ي مبتلا به مارك جلدي مرغ گوشت- 1شكل شماره 

  .ياحشائ

  

  

 يدي لنفوئيك كانونهايكروسكوپي مي نما-2 شكل شماره 

  .(X40) ماركيماريروس بيور آلوده به ويط كبد يموجود رو

  

 :PCR انجام يروش اخذ نمونه لازم برا

��� � ��O! A\�� � ,�� >� *��L ��I� ��Q�



   ���� ����������	� ��
� ������ ���� ������	 �	 � ����  ١٨

'���4"�� ��	AC��  )���� � =�	. �T�������46�o (
 t$
��4��4��� >� ���L �! 	H�W0� {��& �* �

 ��4��� V�Oc�X-100  � *�7 FB��! ��*�� �H�* >�
�
1��1�" s�* 346� � =� � K*��+ �* �T��.   �.

 #��� � ���+ =v� � K*��� w�O0� 	��0�~ �* �I�9* 
 K*��� *�� �� s+ �* ������ � K** #��L Z�J s+

 ����+ A�J �PCR 	.�-1����+ 8�4R� K�-1����+ �� 
���" K** V�I4� ���� #�I�Ic� � ,�O� �L� .

�. �%��� �� B4C� [?��� � 3��q V�c? � �C! 2��OJ 
 �* >�T������ ��! ���� A�J � K*��� ��*�� �����

 �\�� 3�����\ V�Oc�DE %�? A�J � K** ��9� � ���
 �*�� AC�������� 3 ���� � �.	. �T�������46� �� o

t��+ K�-1����+ *�� �I4�� 	���"���� .  
  

سازي   بدون نياز به خالصPCR تكنيك ياجرا

DNA:  

����
�� �* �! 5���� ���L �T��. V�Oc� � �4
 ���PCR �� 2*�� K�" K*��+ fa V�Oc� �4����
�� 
PCR*�� ���� ��� Z�� �� �! ��" w�O0� *�� K�.  

i�`���� V�Oc� ����  :  
 ��I�D~d ,�-�O�� HCl(Tris) (pH=8.5) �� �

_/~M ,�-�O�� NaCl 2_,�-�O��f MgCl 2Dd/g�-�O�� , 
� w�O0� V�4������ �* s+ �� � V�Oc� �RL � K*��

 �� K�"��YI� ����* �YI�fE =v� � K������ �4�� 	O�� 
 ��I�fE ��4��� �4����
�� X-100**�-�� �L �+ �*  .

 �� � K*�� A��*���� K*�� 3� �! A"* �J�� ����
**�-�� �L 	��0� #��L 	!�� . �* K�" ���� V�Oc�

**�-�� ����-� V�k0� .�nc� A��* �C9 � X��" � 
 ��I� ��! ��f/f �4����
�� dNTP ���" 

(dATP,dTTP,dCTP,dGTP)*�" 	� K*�P\ �+ ��  .
����� ���� K*��+ � =�  �** ��9 � �.f � �4����
�� 

 s��� �* ���+Ependorf ~/E��I� ��4�� 	O�� bd/fE 
 �\�% �+ �� K�" ���� ���� V�Oc� � �4����
��

	� **�� .OL�� 3� �* ��I� �g~/E �. � �4����
�� 

�����Forward & Reverse K�" ���� K*��+ FBC9 �! 
����� �** ��9 � �C9 	�! � K�" �\�% �+ �� *��  �.

 ��I� ����� �. �� �O
������� �*f/E �4����
�� Taq 
����O� )DEE�4�� 	O�� �* �L�  (� K*�P\�*�1 . =v�

 �O���� ����� �.~E4����
��  y"�� 3�\��� 3^�� �
 ������ FBC9 �! �O
��� V���� K�-4�* �* � �" K**

A\�� ��9 2*�� K�" �P��.  
s`�.����� ���� K*��+ :  

 ��* �$��Y� 3� �* K*��4� *��� ��.�����
��*�� ��� #�W01�:  

Forward:  
OD: A260= 15(/900�l DW)  
C= 495 �g/mlS 
Dpr: Off 
Melting temperature 62oc 
Molecular Weight 6062 
Length 20 where a5 c7 g4 t4 
GC Content 55% 
Reverse: 
OD: A260= 17(/900�l DW) 
C= 561 �g/ml 
Dpr: Off 
Melting temperature 60oc 
Molecular Weight 6503 
Length 21 where a8 c3 g6 t4 
GC Content 42% 
 
 

FORWARD:       V1:   5'  ACACGTGGCAATCCATCGCT   3' 
                                                                597  
   REVERSE:           V2:   3' TACAATCGGCAGATAGAAGTG 5' 

                                                 807 
)V��JA ( ��.����� =��
�V1 �V2 	L��� 

������! 3������� �T �� w���� �* *�JMDV �HVT. 

K*��+ ���  K*�� ��I� �4� �.����� 3� ����
 �� � ����� >17bEE ����* �YI� s+ �4����
�� 

 =v� � K*��� w�O0� ��YI�DE ����� � �4����
�� 
Forward �� dD � K�" ��YI� ����* �YI� s+ �4����
�� 

DE ����� � �4����
�� Reverse �� dg s+ �4����
�� 
� ��I� K�" ���� w�O0� � � K*�' w�O0g~/E 

*�� �\�% ����� �. �� �4����
���� .  
  

 :روش كار با دستگاه ترموسايكلر

 ���PCR *��� Z�� �� 	S������� K�-4�* 3� �* 



��� ����� �	 
����	 �� ������ �� ���� ������ �PCR    ١٩

 ]��� K*��4�Wang������ ]��" �! �4"*   �P��
�" s�04� ��� |�" ���O
������� K�-4�*:  

       LID      105OC  
       NO WAIT AUTO  
1- T=95 OC           0:03:00  
2- T=95 OC             0:00:20 
3- T==56 OC          0:00:20 
  -0.5                  +0:00 
    R= 3.0 OC/S    +0.00 OC/S 
    G=0.0 OC 
4- T=73 OC             0:00:40 
5- GO TO 2 REP 7  
6- T=95 OC              0:00:20 
7- T=52 OC              0:00:20 
8- T=73 OC              0:00:40 
9- GO TO 6 REP 31 
10-T=73 OC             0:03:00 
11- T=25 OC             0:00:05 
12- HOLD         4.0 OC 

 :الكتروفورز

 � K��+ A��� #N�Wc�PCR VT�* � 
 ����+ ���\��4
�f % #���D ���\��4
� *��� A��� 

 #��� =v� � K** ��9DE ���L �04� �* �I�9* 
 �� *�. ��� =v� � �47�� �� �?�^ ������� ,�����

 ��qUVA\����9 	���� *���  . A\��� ��n4�
DNA ��L�� �* K�" �P��+ x�� �fEE bp*��� ��9 .  

 � P�� � �.�" ����� >� *�$� A� �!� �� ,�N
 � ���� Z�� ���. �� A�B� �9�\ K�"��41! ���^��

 *���PCR ,�R� AcH �� A\����9 ���\��4
� � 
�� #�1����+��**�� �.  

  

  جينتا

��� K*��+ �L�� ,�R� � =������ � 	 
����Q���Q������ o �% � �.� #�$�*�� ������ K�" 

� *����*�� AC: ��Q�� �� �' ��� ��9 �� o�A� � :
�% K�" 	���� AC�� ����� A1. �. �*� ��OJ #�$

 ���4�69 	�����* *��� �* �* �! A"* *�J� ����
�" K��* #�$��% 3� K���� A1� � ���� �*�� 2�� .  

�% �-�* ����� >� 2	OC9 ����� �* �� K�B����$	 
�� #��W� K�.�1� K���� �C! ��� x�� ���� �����

 	C��I� K��� �� ������ 3� K���� �* �* �! ��*��D`f 

 *�$� �� �4�! *�$� �� ,�� *����* � �4��O��~`d 
 ���" K��* �4��O��)�Q"K���"  D.(  

 ��q ������� ��OJ ��B� PR� ����� >� �*
	����!) Multi-focal( *�J� K���� V�c? ��� �� 

"* �
�� ����� 	�� A\�� ,�R� ��*�� ����� �! A
 ,��� 	��� ������� ��* 	$�C? A��L �* V�c? A\��
 ���"* �� ������ 3� /�01� 2A� ���� j���

 ��*�� �����)������� 	 �*�� AC�� � ����� 3
����+ PCR� �P � ���+ ���.(  
  

  
 يو قابل مشاهده در ريدي لنفوئي توده ها- 3شكل شماره 

  . ماركيماري مبتلا به بيك قطعه مرغ گوشتيطحال و كبد 

  

 	���4� #�$��% � ��: *��� 	���� 	���� �*
�1� K��* >����� tW� �* �\�?�* �� �\�Y
�.  

 #���! � �*��� K*��+ ������� � ,�
k�. �*
�1� K��* ������ 	�1q ,�\ � ����9 . �* ��O! A\��

�9 	���� *��� *��� 	���� ,�
k�. �* �! A\�� �
�1� K��* >�T������ #�$��% � ��: .  

 ���� �. �9�\ � ���� FB��! B4C� ������� ���
�%� >�T������ #�$) =v� � >���
���!�� �4�

��>���
���
 (*�� .9��H �?�c� �*	 5��� 2
���\�6��% ����� ���� � 5�� �� V* 	H�7 #�$

� *�J�������1� A\�� p��� .  
� �* >�T��������!�� 	���� � K��+ A��� ���4
V��JK���"  D� K�.�1� 	 **��.  
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  .ور مبتلاي طيك ارگانهايعات ماكروپاتولوژي ضا-1  شمارهجدول

Samples  

Number 
Studied 
tissues 

skin liver spleen lung Sciatic 
nerve 

eye Bursa of 
Fabricious 

Other 
organs 

1 + + - - - - - - 

2 + - - - - - - - 

3 + + - - - - - - 

4 + + + - - - - - 

5 + - - - - - - - 

6 + - - - - - - - 

7 + - - - - - - - 

8 + - - - - - - - 

Total 8 3 1 0 0 0 0 0 

 

  

  ه شدهي مرحله الكتروفورز ژل ته- 4  شمارهشكل

  

 � 	������ � =���M 	������ *����� ������� PCR 
 *�$�d�� �����  � AC���*�� 	S����" 	��� ����� o.  

  
 تهيه شده از ژل الكتروفورز در اگاروز ي نما- 5شكل شماره 

  UV  و آشكار سازي با EtBrپس از رنگ آميزي با % 2

  

��%��: �-��1�N�� K�" ��e� A�B� �Y�Size 

MarkerDEE bp (GeneRuler 100bp DNA Ladder 

Plus Fermentas)��1� 3�S�� �-��1� �  �-fEEbp � 

 #N�Wc� ��rL K*��c�PCR�"�C��  . A�� ��4�
�-��1� jqSize Marker �* K�" K** ��9  

 5�� �� t���� �� ���+ K��� �! �"�C�� ���\��4
�
�* K�" �S� ��"��� Size Marker(6x Loading Dye 

Solution) ����� �! D_ *�� ������� ����� �
" 
A� K�" ��e� . ���-���. �* �!�
"	� K��*   *�"

d����� � *���   K��*�� ��
1� ���� K*��c� 3� �* �.
 3� jq A�� ��4� �* �4\����9 �.�" ����� �* 	��

*��0��� �1q �� ����.  
  

  بحث
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 ��� ���� *��� #���
� �*�� 5�4�* �* � ��! A����
 K*��4� *��� Z�� 2�"�� �� K*��4� ���9 �� ��1!

 ]���Wang� y���
�. � � �* �$��Y� 3� �! �"�C
 V��Dbbf A� �4\�� #��H 5P��!�+ K�-1�* �* 

)Df .( �* #���� 2Z�� 3� ,�R� ��� K��� V�
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 ��*�� @��� �O�6� 3� �! *�C�� K��� 	4��: *����4�
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������ K�c�  3� ��J �! *��+ *�J�� K�-4�* �P��
I\�� �� P�� #���U�*�� K��. A�.  

]��� K*��4� *��� ������ �*Wang  y���
�. � 
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