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چىیذُ

ٍ  ًوًَِ واَّ اص باصاسّای هحلی هختلف   15دس ایي پظٍّؾ تقذاد  بفش   Male specific(F+)RNAخْفت ؿٌاػفایی حضفَس باوتشیَفاطّفای       خوفـ وٍسی 

حضفَس   وـفت ٍ  RT-PCR ّفش دٍ سٍؽ  .وًفالیض ؿفذًذ    RT-PCRٍ تىٌیه  سٍؽ هبتٌی بش وـت) وصهَى پلان(بِ ٍػیلِ دٍ  ،ػغح ًوًَِ ّای واَّ 

. یفه ًوًَفِ دس   ىشدًفذ ؿٌاػفایی ً ًوًَفِ   7ٍخَد باوتشیَفاطّا سا دس. دس همابل ّیچ یه اص ایي دٍ سٍؽ ًذواَّ تاییذ وشدًوًَِ  5باوتشیَفاطّا سا بش ػغح 

هٌففی دس ًؾفش    RT-PCRدٍ ًوًَِ دس وصهَى پفلان هثبفت ٍ دس همابفل دس سٍؽ     هثبت ؿٌاػایی ؿذ. RT-PCRوصهَى پلان هٌفی دس حالی  دس سٍؽ 

   .اختلاف دس ًتایح هوىي اػت ًاؿی اص حؼاػیت، اختصاصیت ٍ یا باصداسًذگی دس ًوًَِ ّای واَّ باؿذ. گشفتِ ؿذًذ

 

  Male specific(F+)RNA، PEG precipitation ،RT-PCR باوتشیَفاط واَّ،ٍاطُ ّای ولیذی:

 

 همذهِ

یی بفِ  دس گزؿتِ، لبل اص ایٌىِ سٍؽ ّای هَلىَلی بِ عَس سایح اػتفادُ ؿًَذ، ؿٌاػایی ٍیشٍع ّای سٍدُ ای بش پایِ تلمفیح هٌاػفع فصفاسُ هفادُ غفزا     

 خذاػاصی ٍ ؿٌاػایی ٍیشٍع ّای سٍدُ ای اص عشیك وـت ػلَل وصهایـگاّی صهاى بش بَدُ ٍ ّوچٌفیي دسٍى وـت ّای ػلَلی بَدُ اػت. دس حالی وِ 

 فالذ حؼاػیت ٍ اختصاصیت وافی خْت ؿٌاػایی واهل ٍیشٍع ّا هی باؿذ، فلاٍُ بش ایي بشخی اص ٍیشٍع ّای سٍدُ ای ًوی تَاًٌفذ دس وـفت ػفلَلی   

 (.  2000.، دٍس ٍ ّوىاساى،2008تىثیش ؿًَذ ٍ تـخیص وى ّا با اػتفادُ اص سٍؽ ّای هَلىَلی صَست هی گیشد. )وشٍوی ،

ِ    هفی باؿفٌذ.   هختل  ففًَت ّای ٍیشٍػی دس وـَس ّای هٌابـ اصلی ی ػالاد اصػبضی ّا اص خولِ ػبضی ّا ُ    بفا تَخفِ بف ایفي   دٍسُ سؿفذ ًؼفبتا وَتفا

داؿتي ػغح پْفي   بِ ػبع واَّ ،ػبضی ّای ػالادًذ. دس هیاى پش خغش دس ًؾش گشفتِ ؿذُ ا وًْا، ایي هحصَلات اص لحاػ ایوٌی خام هحصَلات ٍ هصشف

 ( .1982د )ٍاسد ٍ ّوىاساى دس هقشض ولَدگی هذفَفی لشاس هی گیش د بِ ؿذتبشي ٍ تواع هؼتمین با وَ

تحمیمات ووی بش سٍی هیَُ ّا ٍ ػبضی ّای خام بِ هٌؾَس بشسػی حضَس ٍیشٍع ّا یا اًگل ّای ػغح وى ّا بِ دلیفل فمفذاى سٍؽ ّفای حؼفاع دس      

 (.1994هَاد گیاّی ، صَست گشفتِ اػت. )ّذبشي ٍ ّوىاساى

بفا غلؾفت    HAV,PV,NLVسا بفِ هٌؾفَس ؿٌاػفایی هفَیش ٍیفشٍع ّفای تلمفیح ؿفذُ         تِ ًـیٌی پلی اتیلي گلایىَل  ( سٍؽ2002) ساىدابیغ ٍ ّوىا

بْبفَد حفزف    ؿاهل بْیٌفِ ػفاصی بفافش ؿؼتـفَ،    ی اصلاحاتبا وـت ػلَلی  ٍ RT-PCRاص ػغح ػبضی ّای تاصُ ٍ تَت ّای هٌدوذ بَػیلِ  ،هـخص

دسصفذ   .هفَسد اػفتفادُ لفشاس داد    RNAخْفت ایضٍلفِ ػفاصی     spin-columnافضایؾ صهاى ػاًتشیفَط ٍ اًتخفا    بَتاًَل،باصداسًذُ ّا بِ ٍػیلِ ولشٍفشم/ 

 سٍؽاصفلا  ایفي    ًتایح ًـاى داد، .حاصل ؿذ% 45-100% ، 17% ، 13 بِ تشتیع  NLV,HAV , PV بشای RT-PCRٍیشٍػی بَػیلِ  RNA باصیافت 

 .ُ اػتیؾ دادافضا log1 سا تمشیبا   RT-PCRحؼاػیت 

ٍ  تفِ ًـفیٌی پلفی اتفیلي گلایىفَل     بِ بشسػی دٍ سٍؽ اػتخشاج ٍیفشٍع:   ،تلمیحی با غلؾت هـخص NV( بِ هٌؾَس ؿٌاػایی 2010ؿشس ٍ ّوىاساى )

بِ فٌَاى وٌتشل فشایٌذ بفِ   MS2فاط  ، پشداختٌذ.real time RT-PCR هىول با تىٌیه)واَّ،توـه،ّوبشگش(  هادُ غزایی 21اٍلتشافیلتشاػیَى بش سٍی 

% ٍ دس 24% ٍ 7%،23بشای وفاَّ، توـفه ٍ ّوبشگفش بفِ تشتیفع      PEG سٍؽ   باصیافت هیاًگیي  گشفتِ ؿذ. هٌؾَس اسائِ واسایی سٍؽ هَسد وصهَى بِ واس

   % بَد.3% ٍ 7% ،9سٍؽ اٍلتشافیلتشاػیَى 

 ) خایگضیي ًَسٍٍیشٍع( تلمفیح ؿفذُ بفِ تشتیفع بفا      MNV, HAV,NVتغلیؼ  ٍ باصیافت ( سٍؿی سا بِ هٌؾَس افضایؾ ػشفت 2012) ػاًچض ٍ ّوىاساى

)خقفشی،اػففٌاج ٍ ػفبضی ّفای ػفالاد(      بش ػغح هصَلات تاصُ بفشؽ خفشدُ   PCRU 105×1.3ٍ  TCID50 104×1.5 ٍ  TCID50 104×6.6غلؾت ّای 

 q-PCR. ؿٌاػایی ووی بفِ ٍػفیلِ سٍؽ   اػتفادُ ؿذبِ تشتیع  بِ فٌَاى بافش ؿؼتـَ ٍ هادُ تغلیؼ وٌٌذُ BPW  ٍPEGاص  ایي سٍؽدس  .ًذتَػقِ داد

% بفِ تشتیفع   7/20% ٍ 5/43، %2/9، اػفٌاج ٍ ػالاد اص ػغح خقفشی، باصیافت  هیاًگیي  بِ تشتیع اًدام ؿذ.NV ، MNVٍ HAV ٍ وـت ػلَلی  بشای

   بَد. گشم اص هحصَل 10بِ اصای  HAV,MNV,NVبشای 
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لفزا   هی باؿذ. units 100- 1 ٍیشٍع ّای سٍدُ ای اًؼاى تَػظ ففًَتایداد حذالل دص لاصم بشای  2008ؿت دس ػال بش اػاع ًؾش ػاصهاى خْاًی بْذا

غزایی بقٌَاى یفه حاهفل دس    اتصال ٍیشٍع ّای سٍدُ ای بش ػغَ  غزا  ًمؾ هحصَلات بذلیل دص پاییي ففًَت صایی ٍیشٍع ّای سٍدُ ای ٍ ّوچٌیي 

 (.1992داسای اّویت هی باؿذ )اهیتی، ٍیشٍع ّا اًتمال ایي

 ّفای  ٍ صفذف  و  دسیفا  پایذاسی وًْا هـابِ ٍیشٍع ّای سٍدُ ای دس ٍاؿتِ سٍتا ٍیشٍع ّا د اًتشٍٍیشٍع ّا ٍ استباط ًضدیىی بادػتِ ای اص باوتشیَفاط ّا 

اى،ولی فاطّا هی تَاًٌذ بِ تشتیع بِ دٍ دػتِ ولی فاطّفای  بش هبٌای ولَدگی اص عشیك پیلی خٌؼی ٍ یا دیَاسُ ػلَلی هیضب اػت. بِ ایبات سػیذُ خَساوی

 Male specific F+ اها ولی فاط .عبمِ بٌذی ؿًَذٍ ػَهاتیه F-RNA  بِ ًامMS2        یىی اص افضای اصلی ػشٍتیپ ًَؿ یفه هفی باؿفذ وفِ بفِ دلیفل

ت ؿٌاػی بِ صَست ٍیظُ بِ فٌَاى ؿاخص یا هذل بفشای ایفي   ؿباّت بؼیاس صیاد بِ ٍیشٍع ّای سٍدُ ای اًؼاى بِ لحاػ  ػاختاس فیضیىی، تشویع ٍ سیخ

 (.1998ٍیشٍع ّا  بِ واس هی سٍد ٍ بیـتشیي واسبشد سا دس هذل ػاصی داسد)گشابٍَ ٍ ّوىاساى، 

RNA  باوتشیَفاطّای ، ؿٌاػایی پظٍّؾّذف اص ایي 
+

 F Male specific ُّفای هبتٌفی بفش     با اػتفادُ اص تىٌیه  ،ای بِ فٌَاى ًوایٌذُ ٍیشٍع ّای سٍد

 باؿذ. هی ،اص ػغح ًوًَِ ّای واَّ (RT-PCR) هَلىَلیوـت ٍ 
 

 هَاد ٍ سٍؽ ّا

ًوًَِ واَّ اص باصاس هحلی تْیِ ٍ دس بؼتِ ّای پلاػتیىی اػتشیل، با حفؼ صًدیفشُ ػفشها    15دس ایي پظٍّؾ دس فصل تَلیذ واَّ )بْاس ٍ تابؼتاى( تقذاد  

 دس یخچال ًگْذاسی ؿذًذ.  C°4تا صهاى اًدام وصهایؾ دس دهای 
 

 تِ ًـیٌی پلی اتیلي گلایىَل سٍؽ 
% TGBE1(هیلی لیتش اص بفافش ؿؼتـفَ    35گشم اص ًوًَِ واَّ ٍصى  ٍ بِ وى  75/8ًـاى دادُ ؿذُ اػت.  1هشاحل ایي سٍؽ بِ صَست ؿواتیه دس ؿىل

 rpmاضافِ ٍ بِ هفذت یفه ػفافت بفش سٍی ؿفیىش بفا دٍس       :pH) 9 /5هیلی هَلاس، 100اػیذولشیذسیه -هیلی هَلاس، تشیغ 50بی  اوؼتشوت، گلایؼیي 

دس  g10000 لشاس گشفت. ػپغ خْت حزف گل ٍلای ٍ ؿفاف ػاصی بیـتش، بافش ؿؼتـَ بِ لَلِ ّای ػاًتشیفَط هٌتمل ٍ بِ هذت ًفین ػفافت دس    200

حدفن بفافش بفِ     25/0سػفاًذُ ٍ بفِ وى    2/7±2/0بفِ   pHٍ ػاًتشیفَط گشدیذ. هحلَل سٍیی) ػَپشًاتاًت( بِ دسٍى یه ؽشف اػتشیل هٌتمل   C°4 دهای 

 دس دهفای   g10000دلیمفِ دس   15یخچال گزاسی ؿذ. ػپغ بِ هذت  C °4ػافت دس  4اضافِ ٍ بِ هذت  PEG+NaCl% 50دػت وهذُ هحلَل غلیؼ 

C°4 اص وى خْت ؿواسؽ ففاط دس وصهفَى وـفت     ػاًتشیفَط گشدیذ. پغ اص وى هحلَل سٍیی دٍس سیختِ ٍ سػَ  حاصل دس بافش فؼفات حل ؿذُ ٍ بخـی

، 2002.، دابفیغ، 2007)سٍؽ تغییفش یافتفِ بفاتَت،   هَسد اػتفادُ لشاس هی گیشد  RT-PCRٍ اًدام ٍاوٌؾ  RNAدٍ لایِ ٍ بخـی اص وى خْت اػتخشاج 

 ( .2010چشس،
 وـت دٍ لایِوصهَى 

وًتفی   cc 5  TSB   ٍlµ50% وگفاس بفِ دسٍى لَلفِ حفاٍی     TSA5/1اص هحیظ وـت  E.coli Fampلبل اص اخشای ایي سٍؽ ابتذا بایذ ولٌی ته باوتشی 

ػافت تا سػفیذى   4-5بِ هذت  C ˚37تلمیح ؿذُ ٍ ػپغ دسٍى ایٌىَباتَس ؿیىش داس  (ampicillin sodium salt)    ٍstreptomycin sulfateبیَتیه 

 بِ فاص لگاسیتوی  گشهخاًِ گزاسی گشدد. 

 lµ وًتفی بیَتیفه،    lµ50 ایي وصهَى هَسد ًیاص اػفت.  بفشای اًدفام ایفي وصهفَى ابتفذا بفِ تشتیفع         % وگاس بشای TSB 5/1 ٍ %7/0دٍ ًَؿ هحیظ وـت 

100E.coli Famp  ٍ lµ500  اص پلت هحلَل دس بافش فؼفات ًْایی دس ّش دٍ سٍؽPEG  ِ % وگفاس اضفافِ   TSA7/0لَلفِ حفاٍی    ٍ اٍلتشاػاًتشیفَط بایذ بف

% پخفؾ گفشدد.  ػفپغ پلیفت ّفا بفِ دسٍى       TSB5/1پلیت حاٍی هحیظ وـفت خاهفذ    ٍستىغ، هحلَل حاصلبش سٍی ػغح ؿذُ   ػپغ با اًدام فول

  .((U.S. EPA Method 1601,2001 ػافت پلان ّا  لابل ؿواسؽ خَاٌّذ بَد 14-16اًتمال یافتِ پغ اص باصُ صهاًی  C ˚37ایٌىَباتَس 

 

 RNAاػتخشاج 

 ؿذ.  عبك دػتَسالقول ػاصًذُ اػتفادُ ؿشوت ویاطى   یتباوتشیَفاط  اص و RNAخْت اػتخشاج 

 
 Reverse Transcription(RT) 
 ؿذ.   عبك دػتَسالقول اػتفادُ  فشهٌتاصاص ویت  cDNAسًٍَیؼی هقىَع ٍ تْیِ بشای اًدام ٍاوٌؾ    
 

 PCRٍاوٌؾ 

هیىشٍلیتفش اص پشایوشّفای اختصاصفی     PCR ،1هیىشٍلیتش بافش  5/12هیىشٍلیتش ؿاهل  25دس حدن ًْایی   Master mix Red دس ویت تش  PCRٍاوٌؾ 

   (CGTGGATCTGACATAC,3,031) هقىَع ٍ (CTGGGCAATAGTCAAA ,2,717)پیـشٍ،  MS2باوتشیَفاط
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هفففایی هٌاػفففع دس دػفففتگاُ   هیىشٍلیتفففش و  دیفففًَیضُ اػفففتشیل بفففا بشًاهفففِ د    cDNA  ٍ5/10هیىشٍلیتفففش 1پیىَهفففَل( ،  5) بفففا غلؾفففت  

و  اضافِ هی ؿذ ٍ توفام هشاحفل وفاس بفش      cDNAاًدام ؿذ. دس ّش ػشی وصهایؾ یه وٌتشل هٌفی وِ دس وى بِ خای  ,Sensequest)ولواى(تشهَػایىلش

 سٍی وى اًدام هی گشفت، گزاؿتِ ؿذ.

 

 هشاحل اًدام طل الىتشٍفَسص

% ػایبش گشیي، الىتشٍفَسص تحفت ٍلتفاط   1%( حاٍی 1دس طل وگاسص) PCR، پغ اص باسگزاسی لغقات تىثیش یافتِ حاصل اص  PCRبشای هـاّذُ ًتایح ٍاوٌؾ

 دلیمِ اًدام ؿذ.   45بِ هذت  90

 

 ًتایح ٍ بحث 

 (2006سٍتدفغ ،  .،2012ػَها ،، .2007باتَت،) لابلیت تىشاسپزیشی ٍ ضشیع باصیافت بالاتشبِ دلیل دس ایي هغالقِ اص سٍؽ تِ ًـیٌی پلی اتیلي گلایىَل 

هحلَل ًْفایی بفِ دػفت وهفذُ اص ایفي سٍؽ      . هٌؾَس ؿؼتـَ ٍ تغلیؼ رسات ٍیشٍػی اص ػغح ًوًَِ ّای واَّ اػتفادُ ؿذ بِدس همایؼِ با ػایش سٍؽ ّا 

َ   15 وًالیض ؿذ. دس بیي  RT-PCRبِ ٍػیلِ دٍ وصهَى پلان ٍ تىٌیه  ، Male specific(F+)RNAخْت ؿٌاػایی حضَس باوتشیَفاطّای   ، ًوًَفِ وفاّ

% اص 45دس همابفل باوتشیَفاطّفا دس ّفیچ یفه اص دٍ سٍؽ دس      ًوًَفِ( ؿٌاػفایی ؿفذًذ    15تا اص  5% اص ًوًَِ ّا) 33دس  بِ ٍػیلِ ّش دٍ سٍؽباوتشیَفاطّا 

ایي ًتیدِ هوىي اػفت   هثبت ؿٌاػایی ؿذًذ. RT-PCRًوًَِ دس وصهَى پلان هٌفی دس حالی  دس سٍؽ  یهؿٌاػایی ًـذًذ. ًوًَِ(  15اص  7ًوًَِ ّا) 

 RT-PCRدٍ ًوًَِ دس وصهَى پلان هثبفت ٍ دس همابفل دس سٍؽ    سا دس ؿٌاػایی رسات ٍیشٍػی غیش لابل وـت هٌقىغ وٌذ.  RT-PCRلابلیت تىٌیه 

 .(1)خفذٍل  خْت ؿٌاػایی وفاّؾ هفی یابفذ    وِ ایي ًـاى هی دّذ با  واّؾ ػغح ولی فاط دس هحلَل، حؼاػیت ایي سٍؽ هٌفی دس ًؾش گشفتِ ؿذًذ

هوىي اػت دس ایش ٍخَد باصداسًذُ ّا بَدُ وفِ بفا تغلفیؼ     RT-PCRًوًَِ ّای هٌفی دس سٍؽ  ( ّوخَاًی داسد. 1997ایي ًتیدِ با ًتایح سص ٍ ّوىاساى)

ُ ؿفذ.  هحلَل ًْایی غلؾت وى ّا افضایؾ یافتِ ٍ هٌدش بِ ًتایح هٌفی غلظ ؿذُ اػت. بِ عَس ولی ّواٌّگی ٍ تَافك واهلی بیي ًتفایح دٍ سٍؽ هـفاّذ  

 .(1997)سص ٍ ّوىاساى) دس ًوًَِ ّای واَّ باؿذ RT-PCRاختلاف دس ًتایح هوىي اػت ًاؿی اص حؼاػیت، اختصاصیت ٍ یا باصداسًذگی 
 

 ًتیدِ گیشی ولی

 ـ ٌفیي ولَدگی باوتشیَفاطی ًوًَِ ّای واَّ ًـاى دٌّذُ تواع وى ّا با هذفَؿ اًؼاًی/ حیَاًی یا اػتفادُ اص وَد ّای ولَدُ دس عَل داؿت ٍ ّوچ   تَصیف

هی باؿذ. اهشٍصُ ؿٌاػایی ٍیشٍع ّفا دس هفَاد غفزایی بفِ دلیفل ػفغَ  پفاییي         ضقی  یبْذاؿت تحت ؿشایظ تَػظ افشاد ولَدُ ٍ هحصَل ایي ًاهٌاػع

 RNA(+F)خْت ؿٌاػایی باوتشیَفاطّفای   (وصهَى پلانهبتٌی بش وـت)  ٍ  RT-PCRولَدگی  تبذیل بِ یه چالؾ ؿذُ اػت. دس هغالقِ حاضش سٍؽ 

 اص ػغح ًوًَِ ّای واَّ، هَسد همایؼِ لشاس گشفتٌذ

 داسای هضایای صیش هی باؿذ: سٍؽ ّای هبتٌی بش وـتس همایؼِ با تىٌیه ّای هَلىَلی د

 

I.  سٍؽRT-PCR  بشای ؿٌاػایی باوتشیَفاطّای(F+)RNA  ًیفض ػفافت صهفاى ٍ    24ػافت اًدام هی ؿَد دس حالی وِ وصهَى پلان  بِ  6دس 

 سؿذ ٍ بمای باوتشی هیضباى ًیاصهٌذ اػت

II.  باوتشیَفاطّای تقذاد صیادی اص(F+)RNA   لابل وـت ًیؼتٌذ ٍ تَػظ وصهَى پلان ؿٌاػایی ًوی ؿًَذ 

III.  هیضباى اػتفادُ ؿذُ دس وصهَى پلان فلاٍُ بش باوتشیَفاطّای(F+)RNA         ِولی فاطّفای ػفَهاتیه سا ًیفض ؿٌاػفایی هفی وٌفذ دس حفالی وف ،

 سا ؿٌاػایی هی وٌذ RNA(+F)باوتشیَفاطّای  فمظ RT-PCRاػتفادُ اص پشایوشّای اختصاصی دس سٍؽ 

 هقایع تىٌیه ّای هَلىَلی ًیض فباستٌذ اص:

I.  ٍُخَد باصداسًذPCR وِ هی تَاًذ دس ٍاوٌؾ هذاخلِ وٌذ 

II. با واّؾ ػغح ولی فاط دس هحلَل، حؼاػیت ایي سٍؽ خْت ؿٌاػایی واّؾ هی یابذ 

ًیاصهٌذ صفشف صهفاى ووتفش، ػفَْلت      RT-PCRسٍؽ  اص وى خاییىِ ّواٌّگی ٍ تَافك واهلی بیي ًتایح دٍ سٍؽ هـاّذُ ؿذ ٍلیدس تحمیك اًدام ؿذُ 

 اًدام ٍ ًیض داسای لابلیت ؿٌاػایی باوتشیَفاطّای غیش لابل وـت بَدُ، بش سٍؽ ّای هبتٌی بش وـت تشخیح دادُ هی ؿَد.
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گشهی واَّ 75/8تَصیي ًوًَِ ّای    

 
TGBE(pH:9.5) 35 بافش cc ؿؼتـَ با    

 
(200 rpm) ؿیه وشدى بِ هذت یه ػافت دس دهای اتاق   

 

 

 (g 10000، min  15،˚ c  4ػاًتشیفَط بافش ؿؼتـَ )

 
 ػافت 4بِ هذت   c 4 ˚ٍ ایٌىَباػیَى دس  PEG+NaCl% 50، افضٍدى هحلَل 2/7+ 2/0ػَپشًاتاًت  دس pHتٌؾین 

 
 (g 10000، min  30،˚ c  4ػاًتشیفَط بافش فَق )

 
 دلیمِ ایٌىَباػیَى دس دهای اتاق 5هاوشٍلیتش بافش فؼفات ٍ ولشٍفشم/ بَتاًَل،  500حل وشدى پلت دس 

 
 (g 10000، min  15،˚ c  4ػاًتشیفَط هحلَل فَق )

 

   
 خذاػاصی فاص وبی                                                                                               

 

 
 . ًوَداس چگًَگی اًدام سٍؽ پلی اتیلي گلایىَل1ؿىل

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 RNAاػتخشاج  DALوصهَى 
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 RT-PCRبِ ٍػیلِ وصهَى پلان ٍ   Male specific(F+)RNA اختلاف ًتایح دس ؿٌاػایی باوتشیَفاط -1خذٍل

 

 

 
 

 
 

 ًتایح وصهَى پلان ؿواسُ ًوًَِ

 (g75/8pfu/) 

 

 RT-PCRًتایح 

1 4 + 

2 3 + 

3 0 _ 

4 0 _ 

5 10 + 

6 0 _ 

7 5 + 

8 6 + 

9 0 _ 

10 0 _ 

11 6 _ 

12 0 _ 

13 0 + 

14 0 _ 

15 2 _ 
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