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   يدر باكتر LipL41 ين سطحيپوپروتئيژن كد كننده ل ين تواليينگ و تعيكلون
   فوزايپوتينتروگانس سرووار گريرا ايلپتوسپ

  
  

  7/7/1393: پذيرش تاريخ؛    28/2/1393 :مقاله دريافت تاريخ

  
ش يافزا. شود مي جاديرا ايلپتوسپ يزايماريب يباشد كه توسط سرووارها ي ميعفون يماريك بيس يروزيلپتوسپ :نه و هدفيزم

هـاي   ژن آنتـي از به يب ، نيد واكسن نوتركين توليو همچن يمارين بيص ايو معتبر در تشخ يكاربردهاي  روش يفيك يارتقا
 رايلپتوسـپ  يخـارج  يغشـا هاي  نيپروتئ. كسان و مشابه استيرا يلپتوسپ يزايماريب ين سرووارهايدارد كه در ب ياختصاص

(OMPs) ،باشند مي مشخص در دوره عفونت يمنيك پاسخ ايباشند كه قادر به تحر ي ميمؤثرهاي  ژن آنتي.  
 نيزا وجـود دارد بنـابرا  يمـار يبهاي  ك است كه تنها در سروواريمونوژنين ايپو پروتئيك لي LipL41ها،  ژن آنتين ين ايدر ب
 .در نظر گرفـت  يصيتشخهاي  ن در روشيه واكسن مؤثر و كارآمد و همچنيدر تهي مناسب يدايتوان آن را به عنوان كاند مي

 فـوزا يپوتيگر ينال و بوميسرووار واكس نتروگانسيرا اين ژن در لپتوسپي، اlipL41ژن  يزان حفاظت شدگين مييبه منظور تع
  .ديگرد ين توالييكلون و تع

 (EMJH)يط كشت انتخابيح در محيفوزا جهت تلقيپوتيگر ينال و بومينتروگانس سرووار واكسيرا ايلپتوسپ :ها مواد و روش
  .ديبه روش استاندارد فنل كلروفرم انجام گرد يژنوم DNA استخراجمورد استفاده قرار گرفت و 

  مسـتعد شـده  هـاي   د و به سلوليكلون گرد pTZ57R/Tر و در وكتور يتكث ياختصاص يمرهايبا استفاده از پرا lipL41ژن 
E. coli ه يسوTop10)( مـرتبط بـه   هـاي   سكانس. ديگرد ين توالييب استخراج و تعيد نوتركيسپس پلاسم. انتقال داده شد
  .سه شدنديمقا يبانك ژنثبت شده در هاي  با سكانسي ز همولوژيمنظور آنال

 ـن قطعـه در سـرووار غ  يكه ا. بود يجفت باز1065ك قطعه ي lipL41ژن  PCRمحصول  :ها افتهي  L. biflexaزا يمـار ير بي
نال ين ســرووار واكســيبــ lipL41ژن  يديــنشــان داد كــه قرابــت نوكلئوت يديــنوكلئوت يتــوال يبررســ. ديــمشــاهده نگرد
RTCC2808) (يزايماريب يو سرووار بوم RTCC2825) (بود% 100فوزا يپوتيگر .  

 ـتشـابه  % 9/95با  lipL41كه ژن  ن مطالعه نشان داديج اينتا :يريگ جهينت مختلـف   يك ژن حفاظـت شـده در سـرووارها   ي
 ـن نـو ترك يان پـروتئ يتوان با هدف ب مي ق حاضر راين رو ژن كلون شده در تحقياز ا .باشد مي زايماريب  ـب در تهي ه واكسـن  ي

  .س مورد هدف قرار داديروزيلپتوسپ يصيتشخهاي  و كارآمد و در روشب مؤثر ينوترك
  

   ين تواليينگ، تعي، كلون lipL41نتروگانس، ژن يرا ايس، لپتوسپيروزيلپتوسپ :يديكلمات كل
  
  

  مقدمه
ن انسان و دام با انتشار يمشترك ب يعفون يماريب كي سيروزيلپتوسپ
متعلـق بـه جـنس     ييزايمـار يروكت بيتوسط اسپباشد كه  ي ميجهان
د يسـاكار  يپوپليان لين جنس براساس بيا 3-1.شود مي جاديرا ايلپتوسپ

 4.گردد ي ميبند ميزا تقسيمارير بيزا و غيماريمختلف ب يبه سرووارها
هـاي   جهان سـوم بلكـه در كشـور   هاي  نه تنها در كشور يمارين بيا

 مطـرح  ياز مشـكلات بهداشـت عمـوم    يك ـيز به عنوان يشرفته نيپ
گـرم و   يآب و هـوا  يكه دارا يس در مناطقيروزيلپتوسپ 5.باشد مي

ن يدارد و در اغلب ا يشتريوع بيد هستند شيشد يمرطوب و بارندگ
 ـ از با ياقتصادهاي  خسارت ك است و باعثيمناطق اندم  بـردن  نيب

  6.شود مي انسان درصد در 10 حدود ريم و مرگ و دام
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وانات آلوده و يم با حيق تماس مستقيدر انسان از طر يمارين بيا
وانات مبتلا بـه  يادرار ح م با آب و خاك آلوده بهير مستقيا تماس غي

 ـعفونت مـزمن نظ   صـورت  يوانـات اهل ـ ير جونـدگان، سـگ و ح  ي
  3,7.رديگ مي

 يعفـون هـاي   يمارير بيبا سا سيروزيلپتوسپ ينيمعمولاً علائم بال
 ـاز فـرم خف  يماريكه در انسان ب يبطور. شود مي گر اشتباهيد ف تـا  ي

تواند به شـكل شـبه آنفلـوانزا تـا      مي كند و مي فرم حاد كشنده بروز
 ـحهـاي   دهنده ظاهر شود و اندام يزيد خونرياشكال شد ماننـد   ياتي

   8.ر سازديه را درگيه و ريكبد، كل
بـا علائـم    يعفـون هـاي   يمارياز ب ياريبرخلاف بس يمارين بيا

ص داده يع و بموقـع تشـخ  يكه سر يمشابه مثل تب دانگ، در صورت
ن صـورت  ير ايدر غ. ك قابل درمان استيوتيب يبا آنت يشود به آسان

 ـكل ييبه سـمت نارسـا   يماريشرفت بياحتمال پ  ـ يوي مـرگ   يو حت
 يمـار يب نيا بموقع و حيصح صين تشخيوجود خواهد داشت، بنابرا

  5.باشد مي تياهم حائز
و  ين باكتريدر ارتباط ب ينقش مهم يخارج يغشاهاي  نيپروتئ

 مربوط قاتيتحق مهم يكردهايرو از يكين منظور يبد. زبان دارنديم

 يط ـ در كـه  باشـد  هـا مـي   نيپـروتئ  نيا ييشناسا س،يروزيلپتوسپ به
. دارنـد  ييزايمـار يدر ب ين كننده اييو نقش تع شوند مي انيب عفونت
 ـرا كـه در دوره عفونـت ب  يلپتوسـپ هـاي   ژن آنتـي ن يـي تع نيبنـابرا   اني
 ـته و يماريب صيتشخ منظور شوند به مي  ـنوتركهـاي   واكسـن  هي  بي

  11-9.باشند مي تياهم حائز
 ،LipL32 ، OmpL1 ماننــد يمختلفــ ييغشــاهــاي  نيپــروتئ

LipL41ن يب در .دارند ييزا يمنيا نقش كه دارد، وجود راهايلپتوسپ در
هــاي  گونــه نيبــ درOmpL1  ييغشــا نيپــروتئهــا  نيپــروتئ نيــا

ي ول دارد يبالاتر تهيهتروژنس يكژني آنتي نظر از زايماريب يراهايلپتوسپ
LipL41 وLipL32 ـپا يسـاختمان  نظـر  از   ـتغ و دارتري  يل ـيخ راتيي

  13-11.دارند يكمتر
LipL41 ـمونوژنياهـاي   نيپـروتئ  نيمهمتـر  از يكي   يك غشـا ي

 ـم در باشـد كـه   مـي  رايلپتوسـپ  يخارج  يزايمـار يب يسـرووارها ان ي
 ـ شـود  مـي  را مشـاهده يلپتوسپ  ـغ يسـرووارها  در يول  يزايمـار يب ري
 در هـم  و كشـت  طيشرا در هم نيپروتئ نيا .شودينم دهيد رايلپتوسپ

 ـا و شود مي انيب ياديز مقدار به عفونت هنگام داخل بدن طيشرا  ني
 ـكـه ا  اسـت  آن نشـانگر   ـ ،ژن آنتـي  ني  ـمونوژنيا ژن آنتـي  كي  كي

  10,14.باشد مي
 يدر سـرووارها  ياختصاص ـ ژن آنتـي ك يبه عنوان  نين پروتئيا

ك يص سـرولوژ يتوانـد هـم جهـت تشـخ     مـي  را،يلپتوسـپ  يزايماريب
مناسب در  يدايك كانديبالا، به عنوان  ييزا يمنيل ايو به دل يماريب
. 14,15س بـه كـار گرفتـه شـود     يروزيب لپتوسـپ ي ـه واكسـن نوترك يته

ص يتــوان از آن در تشــخ مــي lipL41ل ثبــات ژن يــن بــه دليهمچنــ
  11,16,17.ز استفاده نمودين PCRبه روش  يمولكول

 كد ژن يتوال نييتع زيآنال و نگيكلون ق،يتحق نيا از هدف نيبنابرا

 نتروگـانس يا رايلپتوسـپ  يباكتر درLipL41 يسطح نيپوپروتئيكننده ل

   .باشد مي فوزايپوتيگر ينال و بوميسرووار واكس
  

  ها مواد و روش
  DNA صي، كشت و تخلرايلپتوسپ يسرووارها
ــدر ا ــن تحقي ــ از قي ــرووار واكسـ ـي ــپنال يك س  .Lرا يلپتوس

interrogans Grippotyphosa(RTCC2808)  ســــرووار كيــــو 
و  L. interrogans Grippotyphosa(RTCC2825) يبـوم  يزايمـار يب
 شگاهيآزما يكروبيم ونيكلكس از L.biflexa زايمارير بيك سرووار غي

 سـرم  و واكسـن  مؤسسـه  يشناس ـ كروبيم بخش رايلپتوسپ رفرانس

  .ديگرد استفاده كرج يراز يساز
 Difco) شـركت ( EMJH يط كشت اختصاص ـيدر محها  يباكتر

و  يط هـواز يدر شـرا  ييغـذا هـاي   همراه با سرم خرگوش و مكمل
روز  7-10گراد كشـت داده شـدند و بعـد از     يدرجه سانت 28 يدما

. قرار گرفت ياه مورد بررسينه سيكروسكوپ زميتوسط مها  رشد آن
 ـجهـت رسـوب گ  هـا   پس از رشد، نمونه بـه   g 15000در دور  يري

 ـژنوم DNAص يجهت تخل. دنديوژ گرديفيقه سانتريدق 20مدت  ك ي
ت يفيك. 18ل الكل استفاده شد يزوامياز روش استاندارد فنل كلروفرم ا

ــو كم ــ DNAت ي ــورز ژل يص يتخل ــه توســط الكتروف ــارز و افت آگ
  .قرار گرفت يابيمورد ارز ياسپكتروفتومتر

  
PCR  

ن ياز ا يير بالايبه مقاد يابير و دستيق به منظور تكثين تحقيدر ا
ــايژن، از پرا ــ يمرهـ ــط lipL41ژن  ياختصاصـ ــه توسـ  Haake كـ

   14.ديوهمكاران گزارش شده بود استفاده گرد
، DNA نانوگرم100مقدار (تر يكروليم 50در حجم  PCRواكنش 
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 ) µl25 Master مرها،يكومول از هر كدام از پرايپ 10

) Mix 2x شركت(Ampliqon  ر انجام شديطبق برنامه ز:  
 ـون اوليدناتوراس ـ يبرا   يقـه در دمـا  يدق 5بـه مـدت    DNAه ، ي

C 94 ون در يقرار داده شد و بعد از آن دناتوراسC 94   1به مـدت 
قـه  يدق 1بـه مـدت    C 57هدف در  DNAبه ها  مريقه، اتصال پرايدق

چرخه تكرار شد  30در  قهيدق 1به مدت  C 72مرها در ير پرايوتكث
 ـقـه جهـت تكث  يدق 10و سرانجام   .قـرار گرفـت   C 72در  يير نهـا ي
 ـالكتروفورز ارز توسط ژلها  تمام نمونه PCR محصول  ـو تا يابي د يي

  .ديگرد
  

  يبد نوتركيص پلاسمينگ و تخليكلون
را انتروگـــانس ســـرووار يلپتوســـپ lipL41ژن  PCR محصـــول

ــوزايپوتيگر ــه كمــك ك ف ــب ــي ــركت (PCRص محصــول يت تخل ش
Fermentas (در وكتور شده يخالص سازpTZ57R/T د يالحاق گرد
پـس از قـرار دادن    .انتقـال داده شـد   E. coli (Top10 ( يو به باكتر

 C يدر دمـا هـا   خ ، سـلول ي يقه رويدق 30 سلول و وكتور به مدت
 يير شـوك گرمـا  يتحت تاث يقه در بن ماريم دقيك ونيبه مدت  42

 ـ يقـه رو يدق 5قرار گرفته و بلافاصله مجدداً به مدت  خ قـرار داده  ي
 Cدر  سـيلين  آمپي يآگار حاو LBت يپل يروها  تاً سلولينها. شدند

 ـبه مدت  37  حضـور ژن سـپس  . نـد ديك شـبانه روز انكوبـه گرد  ي

lipL41 ب توسط ينوتركهاي  يدر كلنPCR ـد گرديتائ  هـاي   يكلن ـ.دي

ص ين رشد كرده وتخليليس يآمپ يحاو LB عيما طيب در محينوترك
 ـتوسـط ك ها  د از سلوليپلاسم انجـام  ) Rocheشـركت  (يتجـار  تي
  18.شد
  
  ين توالييتع

بـه شـركت    ين تـوال يـي ژن مورد نظر جهـت تع  يد حاويپلاسم
Macrogen ارسال شد يكره جنوب.  

ش، يسرووار مورد آزمـا  lipL41ژن  يپس از به دست آمدن توال
 ـنوكلئوتهـاي   يتوال بـا   BLASTمـورد نظـر بـه كمـك برنامـه       يدي
سـه  يمقاكه قبلا گـزارش شـده انـد     يموجود در بانك ژنهاي  يتوال
  ).1جدول(د يگرد

به دست آمده هاي  ي، ابتدا توالين توالييتعهاي  ز دادهيجهت آنال
ل شـدند تـا   يتبـد  FASTAبه فرمت  BioEditبا استفاده از نرم افزار 

در مرحلـه  . رنـد يقـرار گ  يز كننده تـوال ينرم افزار آنال ييمورد شناسا
 ـبه دست آمده از تحق يها يتوال يبعد بـه   يهـا  يق حاضـر و تـوال  ي

 MegAlign، با استفاده از برنامه ياز بانك ژنها  دست آمده مشابه آن
ــزار  ــرم اف ــورد مقا DNASTARن ــد يم ــرار گرفتن ــه ق ــدول(س   ) 2ج
  مختلــف  يهــا هيســو يكيلــوژنتيارتباطــات ف يبررســ و بــه منظــور

و جدول تشابه و  يكيلوژنتي، درخت ف lipL41ژن يرا بر مبنايلپتوسپ
  .افزار رسم شد ن نرميبا استفاده از ا) 2جدول(ها  يتوال ييواگرا

  
  

  ژن اساس بر رايلپتوسپ سرووارهاي :1جدول 
 ارگانيسم  Accession No.Serovar كشور

 AY622678 Autumnalis L. interrogans چين

  AY622675 Canicola L. interrogans  چين
  AY642286 Hardjo L. interrogans  هند
  GQ502197 Icterohaemorrhagiae L. interrogans هند
  AY776298 Pomona L. interrogans هند
  JQ690557 Grippotyphosa  L. interrogans هند
 AY622681 Grippotyphosa  L. interrogans  چين

  L46794 Grippotyphosa  L. kirschneri  آمريكا
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ها با ساير سـرووارهاي ثبـت    گريپوتيفوزاي مورد مطالعه در اين تحقيق و مقايسه آن سرووارهاي lipL41ژن  توالي واگرايي و تشابه درصد :2جدول
 Genbankشده در 

  
  
  
  
  ها افتهي

ژل آگـارز   يبه دست آمده توسط الكتروفورز رو PCRمحصول 
بود، با اسـتفاده از   bp 1065ك قطعه يمشاهده و اندازه آن كه  5/1%
كه  ج نشان دادين نتايهمچن. د شديياستاندارد تأ يز ماركر مولكوليسا
فوزا حضـور داشـته در   يپوتيگر يبومنال و ين ژن در سرووار واكسيا

شـكل  (فلكسا وجود نداشـت  يباي زايمارير بيكه در سرووار غ يحال
نتروگــانس در وكتـــور  يرا ايافتــه لپتوســپ  ير يـ ـتكث lipL41ژن ). 1

pTZ57R/T يو بـه بـاكتر  د يت الحاق گرديبا موفق)Top10 (E. coli 
 ـتأ. انتقال داده شد  ـنوتركهـاي   يكلن ـ در lipL41د حضـور  يي بـا  ب ي

 يآگــار حــاو LBت يــپل يافتــه رويرشــد هــاي  يبرداشــت از كلنــ
  .ر ژن مورد نظر انجام شديو تكث PCRو انجام  سيلين آمپي

 ينال و بـوم يواكس يدر مورد سرووارها lipL41ژن  يز تواليآنال
ــوزا يپوتيگر ــه آنيو مقا (RTCC2808,2825)فـ ــا  سـ ــا دهـ ــر يبـ گـ

شكل ( د يانجام گرد GenBank ثبت شده در يزايماريب يسرووارها
  .)2جدولو 2

فـوزا  يپوتيگر ينال و بـوم يواكس ـهـاي  ه يج نشان داد كه سوينتا
 ـدارند و ارا با همديگر تشابه % 100 ن قرابـت  يشـتر يه بين دو سـو ي

كـه مربـوط بـه     )JQ690557(ثبت شده به شماره  يرا با توال يكيژنت
 ـفـوزا كـه جدا  يپوتينتروگانس سرووار گريرا ايلپتوسپ از كشـور   يه اي

سـه بـا   يكـه در مقا  يدهد در حال مي تشابه نشان% 6/99هند است با 
 ـ يفوزايپوتيگر يسرووارها ن قرابـت  يكمتـر  يثبت شده در بانك ژن

 (فــوزا يپوتينتروگــانس ســرووار گر يرا ايرا بــا لپتوســپ  يكــيژنت
(AY622681 تشـابه دارد  % 3/96با  ن استياز كشور چ يا هيكه جدا

 ـ   يسـرووارها  ريسه با سايو در مقا ن يكمتـر  يموجـود در بانـك ژن
 ـكتروهموراژيرا بـا سـرووار ا   يك ـيقرابـت ژنت  كـه   (GQ502197) هي

 بـا  دهـد و  مـي  تشـابه نشـان  % 9/95از كشور هند است با  يه ايجدا
 ـكـه جدا  ) L. kirschneri  )L46794 يفوزايپوتيسرووار گر از  يه اي
  ).2و جدول  2شكل(تشابه دارد  %99كا است يكشور آمر

مورد استفاده در  ينال و بوميفوزا واكسيپوتيسرووارگرهمچنين 
 هيكتروهموراژيرا با سرووار ا يكين قرابت ژنتيكمتراين مطالعه 

(GQ502197)  دنداركشور هند  .  
 سرووار در دو شده ژن حفاظت كيژن،  نيا كه داد نشان جينتا

 يسرووارها با را تشابه% 9/95 يبالا و باشديم يبوم نال ويواكس
  .دهد مي نشان كشورها گريد در يژن بانك در مشابه
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 بر زايماريب ريغ از زايماريب يسرووارها ييشناسا جهت lipL41ژن  اساس بر ياختصاص يمرهايپرا از از استفاده با PCRمحصول  الكتروفورز :1شكل

  Fermentas )شركت ( bp 100ماركر كمك به 1 % آگاروز ژل يرو
  bp 100 ماركر زي، كنترل مثبت، سا 2( L. Grippotyphosa(RTCC2808) )3( L. Grippotyphosa(RTCC2825)( L. biflexa) 1( ،يكنترل منف

  
  

  
ثبت شده  ي ر سرووارهايبا ساها  سه آنيمورد مطالعه و مقا يفوزايپوتيگر يسرووارها يبراlipL41 ژن يتوال زيآنال اساس بر يلوژنيف درخت :2شكل

  Genbankدر 
LI: L. interrogans serovar Icterohaemorrhagiae, LP: L. interrogans serovar Pomona, 
 LC: L. interrogans serovar Canicola, LA: L. interrogans serovar Autumnalis, LH: L. interrogans serovar hardjo, LG: L. interrogans serovar 
Grippotyphosa, L. kirschneri serovar Grippotyphosa 

  
  بحث

وع يش ش ـيافـزا  يكيولوژيو بـاكتر  يكيولوژيدميمطالعات سرواپ
 ـداشتن  نيبنابرا 23-19.دهند مي در كشور نشانرا س يروزيلپتوسپ ك ي

هـاي   اكثر واكسن. باشد ي ميضرور يمارين بيه ايواكسن مؤثر بر عل
پاسـخ   ييرايد لپتوسپيساكار يپو پليه ليبر عل يباد يد آنتيج با توليرا

ع در يشـا  يسـرووارها  يحاوها  ن واكسنيا .ندنك مي جاديا يحفاظت
 ـبه علت متغ يباشند ول مي منطقه موجـود در   ير بـودن سـرووارها  ي

و سـاخت   ين طراح ـيبنـابرا . اسـت  جاد شده ناقصيا يمنيمنطقه، ا
 ـمـؤثر و كارآمـد بـر عل   ب يواكسن نوترك  ـاهم حـائز  يمـار يه بي ت ي

  26-24.است
به عنـوان   LipL41ن يئپوپروتين لير محققيبر اساس مطالعات سا

 ـواكسن نوترك يداهاياز كاند يكي و از آن  10,11,27ب مطـرح اسـت   ي
 ين ژن برايت استفاده از ايبه قابل lipL41ژن  يكيكه ثبات ژنت ييجا
 ـدر ا 12,27،كنـد  مي ب اشارهيه واكسن نوتركيته ژن  ين مطالعـه تـوال  ي
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lipL41 ـج بيشـد و نتـا   يرا بررس ـيمختلف لپتوسپ يسرووارها  انگر ي
باشـد كـه    مي مختلف يان سرووارهاين ژن در ميا يار بالايتشابه بس

 ـج ايز با نتـا يج حاصل از مطالعات گذشته نينتا  ـن تحقي ق مطابقـت  ي
 ـلذا بـا توجـه بـه ثبـات ا     12,14,27.دارند  ـي  يسـرووارها  نين ژن در ب

 ـنوترك ژن آنتـي را، يلپتوسپ يزايماريب توانـد در   مـي  ب حاصـل از آن ي
  .داشته باشد يب نقش مهميد واكسن نوتركيبهبود تول
 با سيروزيلپتوسپ ينيبال ين كه تابلويگر با توجه به ايد ياز سو

 نيداشـته بنـابرا   تشـابه  حـاد  يروسيو اي ييايباكترهاي  عفونت اغلب
مشكل و در اغلب موارد  ينيبال علائم به اتكا با يمارين بيا صيتشخ

   28.رممكن استيغ
 ـا زود هنگـام ح و يص صحيتشخت يبا توجه به اهم  يمـار ين بي

بـالا   يژگ ـيت و ويمناسب بـا حساس ـ  يشگاهيك تست آزمايوجود 
  29.رسد مي به نظر يضرور يمارين بيص ايتشخ يبرا

ص يتشـخ كه امكـان   ELISA مانند يكيسرولوژهاي  شيدر آزما
ان تمام يكه در م ژني آنتياز به يه وجود دارد، نيدر مراحل اول يماريب

از آن  30,31.را ثابـت باشـد وجـود دارد   يلپتوسپ يزايماريب يسرووارها
 ـرا بـه م يلپتوسپ يخارج يغشاهاي  نيكه پروتئ ييجا در  ييزان بـالا ي

ن در يكنند و همچن ـ ير نمييثابت مانده اند و تغ يسطح سلول باكتر
 ـزبـان ب يعفونت در بـدن م  يط تـوان از   مـي  نيشـوند بنـابرا   مـي  اني

هـاي   شيدر آزمـا  ژن آنتـي را به عنـوان  يب لپتوسپينوتركهاي  نيپروتئ
 ـا يص مولكـول ين در تشخيهمچن 34-15,32.بهره جست يسرولوژ ن ي

ان تمــام يــك ژن ثابــت در ميــاز بــه يــن ،PCRله يبــه وســ يمــاريب
كد كننـده  هاي  توان از ژن مي نيبنابرا. باشد مي زايماريب يراهايلپتوسپ
ص يز بـه عنـوان ژن هـدف در تشـخ    ين يخارج يغشاهاي  نيپروتئ

  16,17,35,36.بهره جست يمولكول
هـاي   نين پـروتئ ياز مهمتر يكي LipL41ن يپوپروتئين لين بيدر ا

باشـد كـه گـزارش شـده كـه بـه طـور         مي رايلپتوسپ يخارج يغشا
ن يبنـابرا  10,11,17،زا وجود دارديماريب يفقط در سرووارها ياختصاص

 ـا يز مولكوليآنال  ـي را يلپتوسـپ  يزايمـار يب ين سـرووارها ين ژن در ب
 ـن تحقين هدف از انجام ايبنابرا. رسد مي به نظر يضرور ز يق، آنـال ي
در  LipL41 ين سـطح يپـوپروتئ يل ژن آنتـي ژن كـد كننـده    يمولكول
مطالعه حاضر نشان داد كه  .باشد مي فوزايپوتيسرووار گر يرايلپتوسپ

فـوزا  يپوتيگر ينال و بـوم يواكس ـ يزايمـار يب ين ژن در سرووارهايا
 ـكـه در سـرووار غ   يوجود دارد در صـورت   L.biflexaي زايمـار ير بي

 ـا. وجود ندارد  ـجـه نشـانگر اهم  ين نتي  ـت اي  ين ژن در سـرووارها ي
ز ين نير محققيساهاي  افتهيج با ين نتايباشد، ا مي رايلپتوسپ يزايماريب

  .مطابقت دارد
 يدارا lipL41 ق ما نشان داد كه ژنيج به دست آمده در تحقينتا

فـوزا  يپوتيگر ينال و بـوم ين دو سرووار واكسيب ييبالا يكيثبات ژنت
ــاريب ير ســرووارهايو ســا%) 100شــباهت (   ثبــت شــده در يزايم

) Genbank باشد مي )شباهت% 9/95ش از يبا ب.  
Natarajaseenivasan  وTheodoridis    در دو مطالعــه مختلــف

 ـ   ELISAش يعنوان كردنـد كـه آزمـا     ـژن نوتركيبـر اسـاس آنت ب ي
LipL41 34,37.دهد مي را نشان يت و اختصاص قابل قبوليحساس  
 LipL41ب ينوترك ژن آنتي يبررس منظور به كهي گريمطالعه د در
 ـالا در كولايكـان  سـرووار  نتروگـانس يا رايلپتوسپ ص يتشـخ  يبـرا  زاي
 ـ مشـخص  دش ـ انجـام  گاوها در سيروزيلپتوسپ  نيكـه پـروتئ   دگردي
 ـكانديـك   عنـوان  بـه  توانـد  مـي  rLipL41 بينوترك  در مناسـب   دي

 اسـتفاده   مورد گاو در سيروزيلپتوسپ عفونت يكيص سرولوژيتشخ

  33.رديگ قرار
 Latex يگـــريد يص ســـرولوژين در روش تشـــخيهمچنـــ

agglutination test(LAT)  بينوترك ژن آنتياز LipL41  استفاده شد
 يو به عنوان روش ـدهد  مي را نشان ييت و اختصاص بالايكه حساس

 يكياس بالا در مناطق انـدم يدر مق يغربالگر يبرا يع و اقتصاديسر
  38.باشد مي ندارند مطرح يشرفته ايپ زاتيكه تجه
 ين حاكير محققيج مطالعات سايق ما با نتايجه حاصل از تحقينت
 ـتوان از ا مي دار است كهيك ژن پايlipL41 كه ژنباشد  مي نياز ا ن ي

س به يروزيلپتوسپ يص مولكوليك ژن هدف در تشخيژن، به عنوان 
ج بـه دسـت   ين با توجه به نتـا يهمچن 16,17.استفاده نمود PCRروش 

 ـن ژن به عنوان يشود كه ا مي شنهاديق پين تحقيآمده از ا ك ژن بـا  ي
در اسـتفاده   يب براينوترك ژن آنتيك يان ينگ و بيثبات بالا در كلون

 ـه واكسن نوتركيته  ـب مـؤثر  ي  ـن در كيو همچن  يص ـيتشخهـاي   تي
   .زا استفاده شوديمانند الا يكيسرولوژ

  

  يسپاس و قدردان
 ـ قـدر  و تشـكر  مراتب مقاله، نيا سندگانينو  از را شيخـو  يدان

 يموسسه واكسن و سرم ساز يكروب شناسيبخش م كاركنان يتمام
  .دارند يم اعلام غشانيدر يب يهمكار خاطر به يراز

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



 227        در باكتري لپتوسپيرا اينتروگانس سرووار گريپوتيفوزا LipL41كلونينگ و تعيين توالي ژن كد كننده ليپوپروتئين سطحي   

 1393 پاييز ،4 ، شماره3دانشگاه علوم پزشكي البرز، دوره علمي پژوهشي نشريه

  

References  
1. Adler B, A. dlPM. Leptospira and leptospirosis. In 

Pathogenesis of Bacterial Infections in Animals. Iowa, 
USA: Blackwell; 2010. 

2. Bharti AR, Nally JE, Ricaldi JN, et al. Leptospirosis: a 
zoonotic disease of global importance. The Lancet 
infectious diseases 2003;3:757-71. 

3. Levett PN. Leptospirosis. Clinical Microbiology Reviews 
2001;14:296-326. 

4. Adler B, A. dlPM. Leptospira and leptospirosis. 
Veterinary Microbiology 2010;140:287-96. 

5. WHO. Human leptospirosis: Guidance for diagnosis, 
surveillance and control (Geneva: World Health 
Organization); 2003. 

6. Levett P, Murray P, Baron E, Jorgensen J, Landry M, 
Pfaller M. Leptospira. Manual of clinical microbiology: 
Volume 1; 2006:963-70. 

7. Vijayachari P, Sugunan A P, N SA. Leptospirosis: an 
emerging global public health problem. Journal of 
biosciences 2008;33:557-69. 

8. Cachay ER, Vinetz JM. A global research agenda for 
leptospirosis. J Postgrad Med 2005;51:174-8. 

9. Gamberini M, Gamez RM, Atzingen MV, et al. Whole-
genome analysis of Leptospira interrogans to identify 
potential vaccine candidates against leptospirosis. FEMS 
microbiology letters 2005;244:305-13. 

10. Shang E, Theresa A, Haake D. Molecular Cloning and 
Sequence Analysis of the Gene Encoding LipL41, a 
Surface-Exposed Lipoprotein of Pathogenic Leptospira 
Species. Infection and immunity 1996;64:2322-30. 

11. Vedhagiri K, Natarajaseenivasan K, Chellapandi P, et al. 
Evolutionary Implication of Outer Membrane 
Lipoprotein-Encoding Genes ompL1, lipL32 and lipL41 
of Pathogenic Leptospira Species. Genomics, Proteomics 
& Bioinformatics 2009;7:96-106. 

12. Haake DA, Suchard MA, Kelley MM, Dundoo M, Alt 
DP, Zuerner RL. Molecular Evolution and Mosaicism of 
Leptospiral Outer Membrane Proteins Involves 
Horizontal DNA Transfer. Journal of bacteriology 
2004;186:2818-28. 

13. Darian. EK, Forghanifard. MM, Bidhendi. SM, et al. 
Cloning and Sequence Analysis of LipL32, a Surface–
Exposed Lipoprotein of Pathogenic Leptospira Spp. Iran 
Red Cres Med J 2013;15:e8793. 

14. Haake DA, Mazel MK, McCoy AM, et al. Leptospiral 
Outer Membrane Proteins OmpL1 and LipL41 Exhibit 
Synergistic Immunoprotection. Infection and immunity 
1999;67:6572-82. 

15. Natarajaseenivasan K, Vijayachari P, Sharma S, Sugunan 
AP, Sehgal SC. Phenotypic & genotypic conservation of 

ompL1 & lipL41 among leptospiral isolates of Andaman 
Islands. Indian J Med Res 2005;122:343-7. 

16. Chandan S, Umesha S, Bhure SK, Haraprasad N, 
Chandrashekar S. Development of PCR assay for 
targeting partial lipL21 and lipL41 gene of leptospira. 
Nepal Journal of Biotechnology 2011;1:22-30. 

17. Ambily R, M. Mini , Siju Joseph , Krishna SV. lipL41 
gene specific PCR for the detection. JIVA 2012;10:5-7. 

18. Sambrook J, DW R. Molecular cloning: a laboratory 
manual. Cold Spring Harbor ,NY: Cold Spring Harbor 
Laboratory Press; 2001. 

19. Khaki P, Moradibidhendi S, Vand e Yousefi J. Prevalence 
Of Leptospirosis In Iran In: 4th Scientific Meeting of the 
International Leptospirosis Society. Thailand; 2005:179. 

20. Honarmand H, Eshraghi S. Detection of Leptospires 
serogroups, Which Are Common Causes of Human Acute 
Leptospirosis in Guilan, Northern Iran. Iran J Public 
Health 2011;40:107-14. 

21. Mohammad Tooloei , Golamreza Abdollapour , Hamid 
Karimi , Hasanpor A. Prevalence of Serum Antibodies 
Against Six Leptospira Serovars in Sheep in Tabriz, 
Northwestern Iran. Journal of Animal and Veterinary 
Advances 2008;7:450-5. 

22. Haji Hajikolaei MR, Ghorbanpour M, Keshavarzi-
Yangabadi M, Abdollahpour GR. Seroprevalence of 
Leptospiral infection in goats of Ahvaz. JVetRes 
2007;62:93-6.[In Persian] 

23. Hassanpour A, Asgarloo M, Imandar M, Mahsayekhi M, 
Abdollahpour GR, Safarmashaei. Seroepidemiologic 
study of goats leptospirosis in Khoy-Iran. Journal of 
Animal and Veterinary Advances 2011;11:229-33. 

24. Luo D, Xue F, Ojcius DM, et al. Protein typing of major 
outer membrane lipoproteins from Chinese pathogenic 
Leptospira spp. and characterization of their 
immunogenicity. Vaccine 2009;28:243-55. 

25. Zuerner R, Haake D, Adler B, R S. Technological 
advances in the molecular biology of Leptospira. J Mol 
Microbiol Biotechnol 2000;2:455-62. 

26. Wang Z, Jin L, Węgrzyn A. Leptospirosis vaccines. 
Microbial Cell Factories 2007;6:39. 

27. Feng CY, Li QT, Zhang XY, Dong K, Hu BY, Guo XK. 
Immune strategies using single-component LipL32 and 
multi-component recombinant LipL32-41-OmpL1 
vaccines against leptospira. Braz J Med Biol Res 
2009;42:796-803. 

28. Shah I, Katira B. Clinical and laboratory profile of 
dengue, leptospirosis and malaria in children: a study 
from Mumbai. Arch Dis Child 2007;92:561. 

29. Mulla S, Chakraborty T, Patel M, Pandya HP, Dadhaniya 
V, Vaghela G. Diagnosis of leptospirosis and comparison 
of ELISA and MAT techniques. Indian J Pathol 
Microbiol 2006;49:468-70. 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



 و همكاران سلطانيمريم سادات   228

 1393 پاييز ،4 ، شماره3دانشگاه علوم پزشكي البرز، دوره علمي پژوهشي نشريه

30. Chalayon P, Chanket P, Boonchawalit T, Chattanadee S, 
Srimanote P, Kalambaheti T. Leptospirosis serodiagnosis 
by ELISA based on recombinant outer membrane protein. 
Trans R Soc Trop Med Hyg 2011;105:289-97. 

31. Flannery B, Costa D, Carvalho FP, et al. Evaluation of 
Recombinant Leptospira Antigen-Based Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assays for the Serodiagnosis of 
Leptospirosis. Journal of clinical microbiology 
2001;39:3303-10. 

32. Bomfim MRQ, Ko A, Koury MC. Evaluation of the 
recombinant LipL32 in enzyme-linked immunosorbent 
assay for the serodiagnosis of bovine leptospirosis. 
Veterinary Microbiology 2005;109:89-94. 

33. Mariya R, Chaudhary P, Kumar AA, Thangapandian E, 
Amutha R, Srivastava SK. Evaluation of a recombinant 
LipL41 antigen of Leptospira interrogans serovar 
Canicola in ELISA for serodiagnosis of bovine 
Leptospirosis. Comparative Immunology, Microbiology 
and Infectious Diseases 2006;29:269-77. 

34. Natarajaseenivasan K, Vijayachari P, Sharma S, Sugunan 
AP, Selvin J, SC S. Serodiagnosis of severe leptospirosis: 
evaluation of ELISA based on the recombinant OmpL1 or 

LipL41 antigens of Leptospira interrogans serovar 
autumnalis. Ann Trop Med Parasitol. 2008;102:699-708. 

35. Cheema PS, Srivastava SK, Amutha R, Singh S, Singh H, 
Sandey M. Detection of pathogenic leptospires in animals 
by PCR based on lipL21 and lipL32 genes. Indian Journal 
of Experimental Biology 2007;45:568-73. 

36. Gebriel AM, Subramaniam G, Sekaran SD. The detection 
and characterization of pathogenic Leptospira and the use 
of OMPs as potential antigens and immunogens. Trop 
Biomed. 2006;23:194-207. 

37. Theodoridis D, Böhmer J, Homuth M, K S-M. 
Development of a novel ELISA for serodiagnosis of 
Leptospirosis and additional detection of pathogenic 
Leptospira by polymerase chain reaction for veterinary 
routine diagnostics. Rev Cubana Med Trop. 2005;57:49-
50. 

38. Senthilkumar TM, Subathra M, Ramadass P, 
Ramaswamy V. Serodiagnosis of bovine leptospirosis by 
IgG-enzyme-linked immunosorbent assay and latex 
agglutination test. Trop Anim Health Prod. 2010;42:217-
22. 

 
 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir


