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  )مقاله کوتاه(

   لوکوز گاوی آزمایشگاهی در تشخیصPCRالایزا و های  مقایسه روش
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  هچکید
 از جنس دلتا رترویـروس و  )Bovine Leukemia Virus (لوسمی گاوویروس 

به  .باشد می gag,pol,env ژن ساختمانی اصلی     3یده واجد سه    خانواده رتروویر 
 و مقایـسه دو      در گاوهای آلوده به این ویروس      BLV پروویروس   منظور ردیابی 

در ایران ایـن مطالعـه در    در تشخیص آزمایشگاهی بیماری    PCRروش الایزا و    
 نمونه خون کامل و سرم اخـذ شـده از گاوهـای بـالای دو                200دو مرحله روی    

هـای سـرم بـه       ه اول نمونـه   در مرحل . سال در بعضی از نقاط کشور انجام گرفت       
 راس گاو مورد مطالعه تعداد 200روش الایزای غیر مستقیم آزمایش شدند که از 

 30در مرحله دوم .  بودند BLV ویروس   gp51 راس واجد پادتن ضد پادگن       74
کـه در  ( نمونـه از گاوهـای بـه ظـاهر سـالم      20نمونه از دام های سرم مثبـت و     

 پروویـروس    ردیابی به منظور ) شان داده بودند  آزمایش الایزا پاسخ سرمی منفی ن     
BLV     به روش  PCR  هـای سـرم     آزمایش شدند که در این آزمایش تمام نمونـه

 DNA جفـت بـازی      427 نمونه از گاوهای به ظاهر سالم واجد قطعه          3مثبت و   
  . بودندBLV پروویروس مربوط به

 PCRیم ، الایزای غیر مستق،  پروویروسویروس لوسمی گاو، :کلیدیگان واژ

  

  مقدمه
انزئوتیک گاو در اثـر ویـروس لوسـمی گـاو            بیماری لوکوز 

Bovine Leukemia Virus ــروس و ــا رتروی  از جــنس دلت
خانواده رتروویریده ایجاد و به صـورت رشـد نئوپلاسـتیک           

کنـد ، اتفـاق      ها که اغلب اعضای بدن را درگیر می        لنفوسیت
  ).6و1(افتد می

هر قطعه هاپلوئیدی آن یـک    ها دیپلوئید و     وسیرژنوم رتروو 
 کیلو بـاز    11 تا   7ای مثبت با اندازه       تک رشته  RNAمولکول  

 gag ژن اصـلی     3های کامل واجد سه      رتروویروس. باشد می
 هـای  که اختصاصی گروه بوده و باعث کـد شـدن پـروتئین           

های  که آنزیم ) پلی مراز  (polشود،   هسته مرکزی ویروس می   
 بــرداری یم رونوشــتدخیــل در تکثیــر ویــروس یعنــی آنــز

   ه باعث کدـ کenv (envelope)د و ـکن یـد مـوس را کـمعک
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 Bovine leukemia virus (BLV) from deltaretrovirus 
genus and retrovirus family has three structural genes 
named gag, pol, env. 200 whole blood and serum 
samples from affected cattle over two years from 
different regions of Iran were examined for BLV 
provirus in two methods. At the first method, samples 
were detected through indirect ELISA and 74 cases 
(37%) had antibody against gp51 antigen. The second 
method, 30 positive serum samples and 20 apparently 
healthy cattle (negative serum in ELISA) were examined 
by PCR method for provirus of BLV. In this study, all of 
positive serum and 3 negative serum samples showed 
specific 427 bp segment of BLV provirus.  
Key words: Bovine leukemia virus, Provirus, Indirect 
ELISA, PCR   

  
این . شود، هستند  های غشاء ویروس می     کردن گلیکوپروتئین 

 در DNAها قـادر بـه ایجـاد پروویـروس از جـنس            ویروس
، BLVدر ویـروس   ).6(باشـند  های آلوده به خـود مـی   سلول

 , p24های های اصلی هسته مرکزی ویروس، پروتئین پروتئین

p15(1-2) , p12 , p10ــستند ــروتئین  p24.  ه ــین پ  اول
اخته شده در این ویروس است که بـه عنـوان           ساختمانی شن 

پــادگن داخلــی ویــروس نامیــده شــده و وزن مولکــولی آن 
هـای اصـلی پوشـش        گلیکوپروتئین. باشد   دالتون می  24000

 gp64 , gp30 , gp51های خارجی ویروس نیز گلیکوپروتئین
  .دـ دارنp24  ازیرـشتـیـی بـولـولکـه وزن مــد کــنـتـهس
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   دوپادگن اصلی ویروسgp51لیکوپروتئین  و گp24پروتئین 
BLV  ی بهای سرولوژی بر پایـه ردیـا    بوده که اغلب آزمایش
درصـدی از   ).10(های ضد این دو پادگن استوار است پادتن
های آلوده به لوکـوز از نظـر سـرمی پاسـخ منفـی نـشان                 دام
دهند که شناسایی آلودگی در این قبیل گاوهـا منـوط بـه              می

هـا اسـت کـه در      در آن  BLVپروویروس  ردیابی ویروس یا    
 gagهـای      یا یکی از ژن    BLVاین بین شناسایی پروویروس     

 و  p24هـا یعنـی پـروتئین         و یا محصولات اصـلی آن      envیا  
gp51   لذا مطالعه حاضر نیـز بـر        ).10 و 9( حائز اهمیت است 

هـای    ویروس لوسمی گاو در گلبول   پروویروس  پایه ردیابی   
لا به لوکوز و گاوهـای بـه ظـاهر          سفید خون در گاوهای مبت    

  در ایـران و مقایـسه آن بـا تـشخیص سـرمی آلـودگی               سالم
  .ریزی شده است طرح

  مواد و روش کار
د مـاده ضـد   ج نمونه خون کامل وا  200تعداد  : ها نمونه -1

 میلی لیتر به همراه نمونه سرم از        10 به حجم    EDTAانعقاد  
اً  سال از بعضی نقاط کـشور خـصوص        2گاوهای مسن تر از     

هـای چهارمحـال و بختیـاری، اصـفهان و آذربایجـان             استان
 رشد یافتـه در سـلول       BLVشرقی به همراه نمونه ویروس      

FLK)Svanova Biotech, Uppsala, Sweden()   به عنـوان
 .، انتخاب شدند)نمونه کنترل مثبت

های خـون فاقـد مـاده ضـد          نمونه: ها سازی نمونه  آماده -2
 سانتریفوژ  rpm 1500قه در    دقی 10انعقاد اخذ شده به مدت      

های خون کامل اخـذ      نمونه. و سرم هر نمونه جداسازی شد     
 rpm 3000 دقیقــه در 10شــده از هــر گــاو نیــز بــه مــدت 

) لایه گلبول های سفید خـون     (سانتریفوژ و لایه بافی کوت      
 درصـد   2 حجـم محلـول      4از هر نمونه جدا و بـا افـزودن          

فاصـله یـک حجـم      بلا های قرمز لیـزو     گلبول  Naclاستریل  
هـر نمونـه لیـز شـده      بـه NaCl  درصد 2/7محلول استریل 

ــدت   ــه م ــه در 2اضــافه و ب ــانتریفوژ و rpm 6000 دقیق  س
 میلـی لیتـر سـالین       1های سفید باقی مانده با افزودن        گلبول

بافی کوت جدا شده    . شستشو داده شد  ) PBS (بافر فسفات 
ا شده از   به همراه سرم جد    PBS  میلی لیتر  1از هر نمونه در     

 درجـه   -20هر نمونه خون تا زمان انجام آزمایش در فریزر          
 ).5(نگهداری گردید

های سرم به روش  آزمایش نمونه: آزمایش سرولوژی
ضد  ادتن  پ جستجوی  جهت  مستقیم  غیر  لایزای  ا

ادگن لوکوز gp51  پ ز  ویروس  ا فاده  ست ا ا  ب گاوی 
تجاری    شرکت ساخت   BLV-gp51-Ab  کیت 

Svanova  (Svanova Biotech, Uppsala, Sweden)  صورت
 .گرفت

از بـافی کـوت      DNA  جهت تخلـیص  : DNAتخلیص    -3
مربوط به گاوهای سرم مثبـت و تعـدادی ازگاوهـای سـرم             

 .)4(استفاده شدکلروفرم  ـ روش فنلمنفی از 

 Rola معرفی شده توسـط      از پرایمرهای : انتخاب پرایمر  -5
دید اسـتفاده   توسط شرکت سیناژن سنتز گر    که    Kuzmakو  
  :)7(شد

5035: 5`- GTGCCAAGTCTCCCAGAT -3` 

5055: 5`- TATAGCACAGTCTGGGAAGGC  -3` 

بـر اسـاس دسـتورالعمل       PCR آزمـایش : PCR آزمایش   -6
ارائه شده در آزمایشگاه مرکزی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 

ــن ). 7(آزاد اســلامی واحــد شــهرکرد انجــام گرفــت  در ای
ه   دسـتگا ز  ا Masterآزمـایش   cycler  gradient  

(Eppendorf, Germany Co.)استفاده شد  .  
 2 میکرولیتـر واجـد      50 در حجـم نهـایی       PCRهر واکنش   
   واحد آنزیمdNTP ،1مول لی  میMgCl2  ،200میلی مولار 

 Taq DNA polymerase (Roche applied science,Germany Co.) ،2 
 , Reverseمیکرومــول از هــر کــدام از زوج پرایمرهــای 

Forward میکرولیتر بافر 5 و PCR Buffer X 10  تنظـیم و 
 مرحلـه تکـراری   33 دقیقـه و  6 درجه 95از برنامه حرارتی    

 و   ثانیه 45 درجه   72 دقیقه و    1 درجه   59 دقیقه،   1 درجه   94
در هـر   .  دقیقـه اسـتفاده شـد      10 درجـه    72مرحله انتهـایی    

   رشد کرده BLV تخلیص شده از ویروس DNAرحله از ـم
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 و آب مقطر بـه عنـوان نمونـه هـای کنتـرل            FLK سلول   در
 میکرولیتـر از    10در پایـان    . مثبت و منفـی اسـتفاده گردیـد       

 درصـد آگـاروز واجـد اتیـدیوم         1 روی ژل    PCRمحصول  
 DNA بـــازی  جفـــت100برومایـــد در حـــضور مـــارکر 

)Fermentas ( الکتروفورز)Bio – Rad (گردید.  

  نتایج
 37 ( راس74طالعه تعداد  راس گاو مورد م200از مجموعه 

 بودند BLV ویروس gp51 واجد پادتن ضد پادگن )درصد

رشد کرده  BLV  نمونه از این تعداد به همراه ویروس30که 
 نمونه از 20و) به عنوان کنترل مثبت( FLK در سلول 

که در آزمایش الایزا پاسخ سرمی (گاوهای به ظاهر سالم 
قرار گرفتند که PCR موردآزمایش ) منفی نشان داده بودند
 مقایسه  و2و1 نگاره های در PCR ژل حاصل از نتیجه

 در PCR نتایج حاصل از انجام آزمایش الایزا با آزمایش
  .نشان داده شده است 1جدول 

 
   روی تعدادیPCR مقایسه نتایج حاصل از آزمایش الایزا و -1جدول 

  های مورد مطالعه از نمونه
  جمع کل  ی منفPCR   مثبتPCR  نوع آزمون
  30  0  30  الایزا مثبت
  20  17  3  الایزا منفی
  50  17  33  جمع کل

  

  
  

  ،DNA جفت بازی 100مارکر  = Mستون (های مورد مطالعه   نمونهPCR محصول -1نگاره 
  )نمونه کنترل منفی= 5ای مورد مطالعه، ستون ه نمونه= 4 تا 1های  ستون
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  ،DNA جفت بازی 100مارکر  = Mستون ( ه های مورد مطالع  نمونهPCR محصول -2نگاره 

  )های مورد مطالعه نمونه= 7 تا 2ای ه نمونه کنترل منفی، ستون= 1ستون 
  

  بحث
های رتروویروسی از جهات  تشخیص ومطالعه عفونت

نتایج مطالعات . تواند مورد توجه قرار گیرد مختلفی می
انجام  )HIV( زیادی که بر روی ویروس نقصان ایمنی انسان

، ی را پیرامون مطالعه تنوع ژنتیکیرفته، زمینه بسیار وسیعگ
چگونگی تشخیص، مطالعات اپیدمیولوژیک و نهایتاً راه 

های رتروویروسی   کارهای مناسب برای پیشگیری از عفونت
، های رترویروسی دام عفونت  در بین.فراهم آورده است

لوکوز انزئوتیک گاوها، در صدر اهمیت قرار دارد و از 
ای در مورد  گستردهاست که تحقیقات بسیار  ین روهم

، کنترل و پیشگیری از این بیماری با های تشخیص روش
انجام کولی بیولوژی مول و میهای سر استفاده از روش
به واسطه خصلت طبیعی  ).10(گیرد گرفته و می

برداری معکوس از   رونوشتها که ناشی از رتروویروس
ن و در نتیجه تنوع ژنوتیپی و ها است وقوع موتاسیو ژنوم آن

و همین  ها از وفور بالایی برخوردار است فتوتیپی آن
های  خصلت است که ارزش تشخیصی بسیاری از آزمون

توان  مقالات زیادی را می. برد آزمایشگاهی را زیر سوال می
یافت که به اعداد و ارقام خاصی تحت عنوان حساسیت و 

تکرار همین . اند مودههای تشخیصی اشاره ن ویژگی در تست

ها توسط محققین دیگر معمولآً با نتایج متفاوتی همراه  آزمون
توان در تنوع ژنتیکی  بوده است که علت این مسئله را می

 در گاو آلودگی با ).6(ها جستجو نمود این ویروس
دائمی است و بهبودی یک آلودگی  BLVویروس

احتمالاً بدان این امر . خود تاکنون مشاهده نشده است به خود
ها موضعی شده  جهت است که ویروس در داخل لنفوسیت

ند پادتن تولید گردد که نتوا و محبوس بودن آن موجب می
 بدین جهت .ف ساختن عفونت گرددکند تا باعث متوق
 اءت زیاد و احتمالاً در تمام عمر منشحیوان آلوده به مد

 که بدن حیوان تحت تأثیر ویروس عفونت است بدون این
جهت تولید پادتن قرار گیرد که تشخیص آلودگی در این 

آزمایش  ).9و2( غیر ممکن استمیها از نظر سر قبیل دام
PCR به عنوان یک روش دقیق و حساس در تشخیص 

تر و   این روش آسان.شود   به کار برده میBLVعفونت با 
 PCR. های تشخیصی ویروس است  تستتر از دیگر سریع

 در گاوهای BLVدیر ناچیز آلودگی با که برای تشخیص مقا
رود به عنوان یک روش مکمل در فاز نهایی  آلوده به کار می

کنی لوکوز گاوی و همچنین در مواقعی که  برنامه ریشه
 نامشخص است میهای سر  آلودگی در آزمونحضور
 با توجه به این که آلودگی با ).2(ریزی شده است طرح
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انجامد  ها می مر لنفوسیت به آلودگی مادام العBLVویروس 
لذا هر گونه پاسخ سرولوژیک دال بر حضور ویروس در 

 تمام موارد  شود بر همین مبنا است که بدن گاو تلقی می
عدم %). 100(اند مثبت شده PCRدر آزمایش سرمی 

های سرولوژیک در موارد پیشرفته بیماری  گیری پاسخ شکل
ویروس به علت آنرژی یا تغییرات آنتی ژنیک وسیع 

 مورد از موارد 3تواند به عدم ردیابی سرمی موارد در  می
جالب این جاست که در برخی موارد . انجامدیالایزا منفی ب

توموری با منشاء پیشرفته بیماری خاصه در بافت های 
های  پارانشیماتوز حتی حضور ویروس هم مشاهده  بافت
باعث  ها را شود و تنها گسترش پرولیفراتیو این بافت نمی
های رغم حضور توموردر چنین شرایطی علی. شود می

در یک بررسی . شود گسترده امکان ردیابی پادتن فراهم نمی
 ای تفاوت مشهودی بین حضور ویروس در مقایسه
های جریانی وجود داشته که  های توموری با لنفوسیت بافت

های توموری بدون حضور  موید گسترش پرولیفراتیو بافت
 تشخیص آلودگی در .)3(دباش میهای آلوده  ویروس در دام
ها با روش مولکولی جهت اثبات حضور  این قبیل دام

با هدف ردیابی  نیزمطالعه حاضر. ویروس امکان پذیر است
 به ظاهر و  در بافی کوت گاوهای آلوده BLVپروویروس 

سالم ومقایسه آن با روش الایزا برای اولین بار در ایران 
 و می سریها آزمایش بین نتایج تطابق .انجام گرفت

 در مطالعات زیادی مورد هامولکولی در تشخیص لوکوزگاو
در مطالعه حاضر تطابق بین ). 10(توجه قرار گرفته است

 با حساسیت و  درصد94 معادل PCRآزمایش الایزا و 
ای در  در مطالعه .برآورد گردید درصد 100 و 91ویژگی 

 در PCR و AGIDبرزیل مطابقت بین نتایج آزمایش 
 درصد اما در بعضی مطالعات 80/73تشخیص این ویروس 

در مجموع با توجه  ).2( درصد تعیین شده است100معادل 
 در تشخیص بیماری حتی PCRبه حساسیت و دقت بالای 

 زیاد آلودگی در کشور با مقادیر کم ویروس و وفور نسبتاً

لوکوز های کنترل  های مولکولی در برنامه کارگیری روش به
  .گردد گاوی توصیه می
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