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  تهج تبثم لرتنک دیلوت فده اب lipL41 نژ گنینولک
  ازیرامیب یاهاریپسوتپل صیخشت

 
 1یناطلس اضر امس و 1ینیسح هاش نسح دمحم ،2يدنهدیب يدارم لایهس ،*2یکاخ كاوژپ ،1یناطلس تاداس میرم

 
 ناریا ،نارهت ،تاقیقحت و مولع دحاو یملاسا دازآ هاگشناد ،یسانش تسیز هورگ -1
 ناریا ،جرک ،يزار يزاس مرس و نسکاو یتاقیقحت زکرم ،یسانش بورکیم شخب -2

 
 1393 نیدرورف 23 :شریذپ خیرات   1392 نابآ 12 :تفایرد خیرات

 هديكچ
   کی LipL41 هههههههشده ک خصشم ...دشاب‌یییم   نیاهج ررررر انتشااب ناويح و ناسنا نيب كرتشم یاه‌يراميب نيرت عياش زا یکی ،سيزوريپسوتپل      
   یننچمه و یکیژولورس صیخشت یاه‌شور رد دناوت‌یم و دراد دوجو ازیرامیب یاه‌اریپسوتپل رد هک دشاب‌یم کینژونومیا یجراخ یاشغ نیئتورپ
   هب lipL41 نننننت ژایصوری از خصیگ هرهب قیقحت نیا زا فده .دوش هدرب راک هب بیکرتون یاه‌نسکاو هیهت رد بسانم یادیدناک کی ناونع هب
         پنج زا قد. در اين تحقيشاب‌یییم PCR        ازهداستفاریزا با امیبریغ زا اريپسوتپل یازیرامیب یاهراوورس قارتفا رد تبثم لرتنک کی یحارط روظنم
      ودت داده شدنشك (EMJH)       كشت اختصاصي يطحم رد اه‌يرتكاب .ديدرگ هدافتسا ازيراميب ريغ راوورس کی و اريپسوتپل یازیرامیب راوورس

DNA نژ .دیدرگ صیلخت اه‌نآ کیمونژ lipL41 لللصوحم     ورد نظر،م نژ گنينولك ماجنا تهج .دش ريثكت یصاصتخا ياهرميارپ زا هدافتسا اب 
PCR، روتكو رد و هدش يزاس صلاخ pTZ57R/T یلک ایشیرشا يرتكاب رد و ديدرگ قاحلا (Top10) رود حضییأت .....ون گرديدلک     lipL41 رد 
 .دددددددددورد نظر انجام شم نژ ریثکت و PCR ماجنا و نیلیس یپمآ یواح راگآ LB تیلپ یور هتفای دشر یاه‌ینلک زا تشادرب اب بیکرتون یاه‌ینلک
         ه دست آمده یکب PCR   صولحم .دش فدارت نییعت رظن دروم نژ یواح دیمسلاپ سپس .تفرگ ماجنا تیک طسوت بیکرتون DNA يصلخت
     صورتی که در  ررررررر ددارهای بیماریزا حضور داروروس     ن ژن فقط دریا دددوب lipL41   ر ژنیثکت هدنهد ناشن هک داد‌یم ناشن ار bp 1065 هعطق
       صورت گرفت. واكنش تیک هلیسو هب یدیمسلاپ روتکو تبثم یاه‌ینولک صیلخت .ديدرگن هدهاشم اسکلفیاب اریپسوتپل يازيراميب ريغ راوورس

PCR يارب DNA لوصحم .دش ماجنا هناگادج بويت ود رد تبثم لرتنك هارمه هب هنومن PCR و زروفورتکلا لژ اب تبثم لرتنك و هنومن هب طوبرم 
 یاااه‌شششوس هب ناگمه یسرتسد مدع و یرادهگن صاخ طیارش و اریپسوتپل ندوب دشر دنک تلع هب .تفرگ رارق دییأت دروم و هسياقم رکرام زیاس
   د.شاب‌یییم   روریض نآ   صحت دددییأت     ه منظورب تتتتترل مثبتنک کی هارمه هب  PCR دننام یلوکلوم قیقد و عیرس تست کی زا هدافتسا ،سنارفر
 PCR   یشامزآ رد تبثم لرتنك ناونع هب ،تسا هدش هدامآ اريپسوتپل يصيخشت هاگشيامزآ رد هك قيقحت نيا رد هدش نولك نژ زا ناوت‌یم نیاربانب
 .درك هدافتسا اه‌هاگشيامزآ مامت رد
 تبثم لرتنک ،lipL41 نژ ،PCR،سيزوريپسوتپل :یدیلک تاملک

 یکاخ كاوژپ :لوئسم هدنسیون*
 09123894986 :نفلت .ناریا ،جرک ،يزار يزاس مرس و نسکاو یتاقیقحت زکرم ،یسانش بورکیم شخب :سردآ
 p.khaki@rvsri.ac.ir :کینورتکلا تسپ
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 همدقم
 یاااه‌يييراميب نننريت‌عععياش   ی ازکی ،،،پيروزيسسوتپل
 ننناهج رررسارس رد ناويح و ناسنا نيب كرتشم ییایرتکاب
   هب ،،،يريسمرگ هههمين ،،،يريسمرگ قققطانم رد هههههت كسا
 رتشيب دنشاب‌یم دايز يگدنراب ياراد هك یحاون صوصخ
 ارررپيسوتپل یرتکاب طسوت یرامیب نیا .(1و4) دهد‌یم خر
 تیفورپااااااااااااا و سازیگروه بیمار ود که به دوش‌یییم داجیا
            ر آنتی ژنی بهااختسس اسا ررررررردی شده و بنب‌مممیسقت
 .(1) دوش‌یم یدنب هورگ فلتخم یاهراوورس
 اااوانزلفنآ هباشم دراوم رتشیب رد یرامیب ینیلاب مئلاع
       ن به موقع،امرد و صصصخیشت مممدع تتتصور ررروده و دب
   ینولاط و يييدج تتتصدما و هدش داح زاف دراو يرامیب
   صی،یخشت یاااه‌شور زا .(10)   دنک یییم ددداجیا تتتدم
 طططسوت یییکینیلک ياااه‌هنومن رد يرتکاب میقتسم هدهاشم
           این وان نام برد کهت‌یم ار دلیف کراد پوکسورکیم
 یییمک یییگژیو و تیساسح ياراد و لکشم رایسب شور
 يرتکاب ندرک ادج و تیساسحرگید فرط زا و دشاب‌یم
        روش تشخيصي كشت دراب یکینیلک ياه‌هنومن زا زین
           يازمندين ويل كند رشد بودن لد هب يرتكاب نيا دروم
       احتمال ي مدت ونولاط نويسابوكنا هب زاين ،لااب يياذغ
   گاهشيامزآ نانكراك يارب رطخ داجيا و تشك يگدولآ
 شیامزآ هک نیا اب .(13و16) تسا هارمه يدايز عناوم اب
   خیصشت یییارب (MAT)))))یون میکروسکوپی سانیتولگآ
     ی اینلو دوش‌یم بوسحم درادناتسا یشور یرامیب نیا
 يرتكاب اب راك و اريپسوتپل تشك هب زاين لیلد هب زین شور
         این ه این که درلمج زا تسا هجاوم یتلاکشم اب هدنز
 ياااه‌هیوس زا یفاک دادعت‌یمئاد یرادهگن هب زاین ،شور
 هدوب هنیزهرپ هک ،دشاب‌یم اه‌نآ یمئاد ژاساپ و درادناتسا
   ت.سین یییبط صصصخیشت ياااه‌هههگاشیامزآ رد ارجا لباق و
     ري و زماناميب داح هلحرم رد MAT شیامزآ نینچمه
         يي تيتر آنتي بادياسانش هب رداق ،راردا زا يرتكاب عفد

 ELISA یژولورس شور رد نینچمه .(7و12) دشاب‌یمن
       ،دد دارووج ت کاذببثم یاااه‌خخخساپ زورب لامتحا زین
   نامرد هک ییاج نآ زا و هدش رکذ دراوم هب هجوت اب سپ
               شخيصت است، ر موثیبیمار ولاوزهای رط در قف
   هب .تتتتتيت اسمها زئاح يراميب نيا ماگنه دوز و حيحص
 صصصصخیشت ییییارب PCR یییییییییییییدن تست مولکولرر باک
     ری بهامیب لللیاوا رد اًاًاًاًصوصخ یییپیرایسوتپل یاه‌تنوفع
         اختصاصی مناسب ریع، حساس وس شور کی ناونع
     ن سرووارهايايم رد lipL41 نژ .(5 ،6 و15)   دشاب‌یم
       ود و این ژن در میانش‌یم هدهاشم اريپسوتپل يازيراميب
   ارهایوروس رد يييلو ،،،،،ده استش ظفح تدش هب اه‌نآ
         از ود به طوری کهش‌یمن هديد اريپسوتپل يازيراميبريغ
          یاق سرووارهان در تشخيص و افتراوت‌یییم   ين ژنا
 ،18و21) تسج هرهب ازيراميبريغ یاهراوورس زا ازیرامیب
8). 

 
 راک شور و داوم
 اهنآ تشک و اريپسوتپل یاهراوورس
 اااپيرسوتپل یازیییرامیب رررروواس ررراهچ زا     قين تحقيا رد
 ,Sejroe hardjo (RTCC2821) :سسسسسسناگورتنیا

Canicola (RTCC2805) (Icterohaemorrhagiae 
RTCC2812), RTCC 2815 )Pomona  کی و   

 (RTCC 2819)  اسکلفیاب اریپسوتپل  ازيراميبريغ راوورس
 اااپیرسوتپل سسسرانفر هههگاشیامزآ یییبورکیم نننیوسکلک زا
 يييزاس مممرس و نننسکاو هسسؤم یسانش بورکیم شخب
 .دیدرگ هدافتسا جرک يزار
 EMJH        صياصتخايط كشت حم رد اااه‌يييكتراب
 ياااه‌لللللوش و مكمگرخ مرس اب هارمه (Difco تکرش)
   رادگ یتناس هجرد 28 يامد و يزاوه يطارش رد يياذغ
   طسوت اه‌نآ دشر زور 7-10 زا دعب و دندش هداد تشك
           د مورد بررسي قرار گرفت.ليف كراد پوكسوريكم
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 125     ...لرتنک دیلوت فده اب lipL41 نژ گنینولک

 

   هب g 15000       ت رسوب گيري درهج اااه‌هنننننپس نموس
  .دنديدرگ ژويفيرتناس هقيقد 20 تدم
 

 DNA صیلخت
     نداردااز روش است يكمونژ DNA   يصلخت تهج
   ت ویفیک .............شد دهاميل الكل استفايزوال كلروفرم نف
           یص یافته توسط الکتروفورز ژللخت DNA   تیمک
 .تفرگ رارق یبایزرا دروم یرتموتفورتکپسا و زراگآ
 

PCR 
                یرهااسروو ییااسنش  به منظورقن تحقییا رد
   رووارهایس زا اااه‌نننق آارتفا و اااپیرسوتپل   ريزایاميب
   تفادهسا lipL41       صیاختصاز پرایمرهای اريزا اميبریغ
 :دشاب‌یم ریز تروص هب اه‌نآ یلاوت هک دش

Forwad Oligonucleotide primer:                       
5' TGTTACCCATGGGGAGAAAATTATCTTCTCT 3' 
Reverse Oligonucleotide primer:                      
5' AAAGGACTCGAGTTACTTTGCGTTGCTTTC3' 

       ر )مقدارتيلوريكم 50    مجح رد PCR    كنشاو
            م ازاكد هر ول ازمويكپ DNA،10 ممممنوگران100
    رکتش) ((µl25Master Mix 2x     ،اهرميارپ

Ampliqon) دش ماجنا ريز همانرب قبط: 
   ه درقيقد 5   دتم هب DNA ،هيلوا نويساروتاند يارب
     د از آن دناتوراسيون درعب و دش هداد رارق C 94° يامد

°C 94 هب اه‌رميارپ قاحلا ،هقيقد 1 تدم هب DNA دفه   
   هب C 72° رد اهرميارپ ريثكتو هقيقد 1 تدم هب C 57° رد
 10          شد و سرانجامراه تكرخرچ 30 رد هههقيقد 1 تدم
 لوصحم .تفرگ رارق C 72° رد ییاهن ریثکت تهج هقيقد

PCR و     ورز ارزيابيفورتكلا لللط ژسوت اااه‌هههههم نمونامت 
 .ديدرگ دییأت
 

 نننننننننتعيي د نوترکیب ویص پلاسمیلخت و گنینولک
 يلاوت

 سسسناگورتنیا اااپيرسوتپل lipL41 نژ PCR لللصوحم
 تكي كمك هب Sejroe hardjo (RTCC2821) راوورس

 رد وووود یدرگ       لص سازياخ (Fermentas    رکتش)
   یاشیرشا یرتكاب هب و ديدرگ قاحلا pTZ57R/T روتكو
   لولس نداد رارق زا سپ .دش هداد لاقتنا Top10) ) یلک
 رد اااه‌للللوس ،خخخخخخخخخدت یک ساعت روی یم هب روتکو و
 تحت یرام نب رد هقیقد مین و کی تدم هب C 42° یامد
           بلافاصله مجددا به رار گرفته وق ییامرگ کوش ریثات
 اااه‌لللللللدند. نهایتا سلوش هداد رارق خی یور هقیقد 5 تدم
   هب C37°         لین دریر حاوی آمپی ساگآ LB تیلپ یور
   ضورح     د. سپسندددددبانه روز انكوبه گرديش يك تدم
   يدئات PCR     كيب توسطرتون ياااه‌ينلك رد lipL41نژ
 طططيحم رد بكيرتون ياه‌ينلك .((Colony PCR ديدرگ
              وي آمپي سيلين رشد كرده وتخليصاح LB عععيام
 ماجنا (Roche تکرش) تكي طسوت اه‌لولس زا ديمسلاپ
 .(17) دش
     لی ژناد توییأت تهج رظن دروم نژ یواح دیمسلاپ

lipL41 تكرش هب Macrogen دش هداتسرف یبونج هرک. 
 
 جیاتن

 bp 1065       ده یک قطعهمآ تسد هب PCR لوصحم
   ود،ب lipL41       ن دهنده تکثیر ژناشن هک داد‌یم ناشن ار
    اب و 1%%%رز اگآآآآآآآآآز روی ژل رلکتروفواپس توسط س
 (Fermentas ) تتترکش) bp 100 رکرام زیاس زا هدافتسا
     ن ژن فقطیا هک داد ناشن جیاتن .تفرگ رارق دییأت دروم
       ته در حالی که درشاد روضح ازیرامیب یاهراوورس رد
     رداود ندجو اااااپیرا بایفلکسسوتپل یازیرامیبریغ راوورس
 سسسناگورتنیا اریپسوتپل هتفای ریثکت lipL41 نژ .(1 لکش)
      ه باکتریب و      دق گردیاحلا pTZ57R/T   ورتکو رد
         ل داده شد. تأیید حضوراقتنا (Top10) یییلک ایشیرشا
          شت ازاردب ب بایکرتون یااااه‌یییینلک رد lipL41نژ
     وی آمپیاح راگآ LB تیلپ یور هتفای دشر یاه‌ینلک
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           م شدانجار ژن مورد نظر یثکت و PCR ماجنا و نیلیس
 .(2لکش)

 
 یصاصتخا یاهرمیارپ  زا هدافتسا اب   PCR لوصحم زروفورتکلا -1 لکش
 رب ازیرامیبریغ زا ازیرامیب یاهراوورس ییاسانش تهج lipL41 نژ ساسارب
 2 هرامش ،(رکرام زیاس) 1 هرامش .bp 100 رکرام کمک هب 1% زراگآ لژ یور

 3 هرامش ،((L. interrogans Sejroe hardjo (تبثم لرتنک)
(interrogans Canicola .L)، 4 هرامش  (L. interrogans 

Icterohaemorrhagiae) 5 هرامش (L. interrogans Pomona)، هرامش 
6 (L.biflexa)، (یفنم لرتنک) 7 هرامش. 

 

 یریگ هجیتن و ثحب
 یناهج راشتنا اب زونوئز یرامیب کی سیزوریپسوتپل     
 هدمآ تسد هب یاه‌شرازگ ساسارب .(22 و 23) دشاب‌یم
 عوقو شیازفا صوصخ رد روشک فلتخم طاقن زا
 و یتشادهب ياه‌هبنج تیمها هب هجوت اب و یرامیب
 هعلاطم و یسررب ،سیزوریپسوتپل زا يشان یداصتقا
 یقلت مهم یرما یرامیب نیا صیخشت عیرس یاه‌شور
 .(9) ددرگ‌یم
 

 
 (Top10) یلک ایشیرشا یرتکاب رد lipL41 هدش نولک نژ يسررب -2 لکش
 هرامش ،(تبثم لرتنک) 2 هرامش ،(یفنم لرتنک) 1 هرامش .PCR ينلك طسوت

 یاه‌ینلک)  7-6-5-4یاه‌هرامش ،تبثم PCR یاه‌ینلک )3-8-9-10
PCR 11هرامش (یفنم(رکرام زیاس bp 100). 

   نیا يييييييييييييراه علت شرايط خاص نگهدب   یننچمه
 دددنداراتسا ياااه‌ششششششششن به سواگمه يسسسرتسد ،یییکتراب
       ن یک روشاه عنوب PCR   براينانب .دددشاب‌یییم دودحم

 یاااه‌تتتنوفع صیخشت یارب یصاصتخا و ساسح ،عیرس
                ر حائزاری بسيامیپیرایی خصوصا در اوایل بسوتپل
 lipL41     ر مبنای ژنب نآ ماجنا و (3 و 24) تسا تيمها
                 یابت است براريزا ثاكه در ميان سرووارهاي بيم
   یکینیلک یاااه‌هههههريزا در نموناميب یاهاریپسوتپل ییاسانش
 .(11 ،18 و 21) دشاب‌یم دیفم رایسب

 تهج PCR لکتورپ نیدنچ لاح هب ات 1990 لاس زا
 راک هب یکینیلک یاه‌هنومن رد اریپسوتپل  DNA صیخشت
 ناشن ار ییلااب تیساسح اه‌نآ رثکا هك تسا هدش هتفرگ
 شور زا ناوت‌یم نياربانب .(2 ،3 ،5 ،17و19) دنداد

PCR هرهب يرتكاب نيا قيقد و عيرس يصخشت يارب 
 ایند حطس رد هدش ماجنا فلتخم تاقیقحت رد .تسج
 نایم رد lipL41 نژ روضح ،نیققحم رگید طسوت
 دییأت و یسررب دروم اریپسوتپل یازیرامیب ياهراوورس
 2005 لاس رد .(8 ،11 ،14 ،18و21) تسا هتفرگرارق

Natarajaseenivasan شیامزآ کمک هب ناراکمه و 
PCR  یاه‌نژ تابث نازیم lipL41 و ompL1 رد ار 
 سنارفر یاه‌هیوس رد روط نیمه و اریپسوتپل یاه‌هیادج
 رد نژ ود نیا هک دنداد ناشن و دنداد رارق یسررب دروم
 دنشاب‌یم هدش ظفح و رادیاپ ازيراميب یاهاریپسوتپل نایم
 صیخشت رد هدافتسا روظنم هب اه‌نآ زا ناوت‌یم نیاربانب و
 رد یا هعلاطم رد نینچمه .(14) درب هرهب سیزوریپسوتپل
 رب PCR ،ناراكمه و Theodoridis طسوت 2005 لاس
 دامتعا لباق و عیرس صیخشت یارب lipL41 نژ یانبم
 دییأت ینیلاب فلتخم یاه‌هنومن رد ازيراميب یاهاریپسوتپل
 .(20) دش
         خصوص ساير محققين در يجاتن اب ام قيقحت يجاتن
      عدم ريزا واميب ياهاريپپپسوتپل رد lipL41 نژ دددوجو
   اب ...ت داردقباطم ازيراميب ريغ ياهراوورس رد نآ دوجو
   ينققحم رياس تاعلاطم اب هباشم يجاتن هب يبايتسد هب هجوت
 lipL41         ف دنيا در خصوص حضور ژنلتخم طاقن رد
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     وان از اين ژنت‌یییم اريپسوتپل يازيراميب ياهراوورس رد
 هدافتسا ازیرامیب ریغ زا ازیرامیب ياهاريپسوتپل قارتفا يارب
       هداه علت استفب PCR یاااه‌شنکاو رثکا رد یلو .درك
 مدع ماگنه ،اه‌هنومن رانک رد تبثم لرتنک کی زا ندرکن
 یعطق تواضق ،شیامزآ دروم یاه‌هنومن رد دناب هدهاشم
                ترديداتیجه واکنش همواره بنفي بودن نم دروم رد
 ،PCR شيامزآ يجاتن دییأت روظنم هب نیاربانب تسا هارمه
     ورد آزمایشم یاااه‌هههههر نمونانک رد تبثم لرتنك دوجو
 .تسا يرورض
 هدش نولك نژ زا ناوت‌یم هدش رکذ دراوم هب هجوت اب
         خالص در صورت یک قطعه ژن هب هك قيقحت نيا رد
         ه واکسن و سرمسپيرا موسسوتپل يصيخشت هاگشيامزآ
         ن كنترل مثبتاه عنوب ،،،،،ده استش هدامآ یزار یزاس
 اااه‌هههگاشيامزآ مامت رد  PCR شیامزآ رد هدافتسا تهج
  .دومن هدافتسا
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Abstract: Leptospirosis is one of the most important zoonosis with worldwide distribution. 
lipL41 is an immunogenic outer membrane protein found in pathogenic Leptospira species 
and may be used in diagnostic method and also can be a good candidate for  recombinant 
vaccine against leptospirosis. The aim of this study was designing a positive control for 
molecular diagnosis of pathogenic Leptospira spp. by PCR based on lipL41 gene. Five 
pathogenic serovars and one saprophytic species were used in this study. The serovars were 
subcultured into the selective culture medium (EMJH) and then the genomic DNA extracted. 
The lipL41 gene amplified using the specific primers. The PCR product were ligated in 
pTZ57R/T vector and transformed in competent E. coli Top10 cells. The confirmation of the 
recombinants was made by picking the white colonies and carrying out colony PCR 
amplification of the gene. The recombinant plasmids were extracted using a commercial 
extraction kit. PCR amplification of the lipL41 gene using the specific primers resulted in a 
1065 bp in all five pathogenic serovars tested. No PCR products were amplified from the non-
pathogenic L. biflexa. Positive colonies plasmid vector was isolated from cells by kit. PCR 
test was carried out with positive control and PCR products were observed on gel 
electrophoresis. Due to slow growth of Leptospira, and because of limited diagnostic capacity 
using a rapid and accurate molecular tests like PCR with a positive control to confirm its 
accuracy is essential. Therefore, the cloned lipL41 gene in this study that has been prepared 
in Leptospira reference laboratory can be used as a positive control in all laboratories using 
the PCR test. 
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