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  1  1387مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال دوم، شماره دوم، تابستان 

 هکزی منطقه جلگه ای استان گیلان بهای بومی ناحیه مررایلپتوسپ مولکولیتایپینگ 
  Restriction Endonuclease Analysis   (REA)تجزیه  روش

 
 

  3مریم فتح الهی ، 2حمید رضا هنرمند، *1مهدی آسمار
  1616: ن، ایران، صندوق پستیدانشگاه آزاد اسلامی واحد لاهیجان، دانشکده علوم، گروه میکروبیولوژی، لاهیجا -3و*1

  بیماری های گوارشی و کبدمرکز تحقیقات  دانشگاه علوم پزشکی گیلان، - 2
mehdiassmar@yahoo.com 

  
  چکیده

بـوده و در اسـتان گـیلان آنـدمیک     حیوان شایع در مناطق گرمسـیری و نیمـه گرمسـیری     –لپتوسپیروز بیماری مشترک انسان  
می تواننـد بـه مـدت طـولانی در      و دمای مناسب pHدر  ومرطوب وانات حامل، در آب و خاک شده از حی ترشحباکتریهای . است
ها شایع هستند و شناسـایی  ه آندمیک، تعداد اندکی از سروواردر هر منطق معمولاً. دوام بیاورندزنده  یغیربیماریزالپتوسپیراهای  کنار

و  هـا  کانـال  ،ازی لپتوسـپیراها از آب شـالیزارها  العه به منظور جداساین مط .آنها به شناسایی مخزن و یا مخازن اصلی کمک می کند
در  منطقهنمونه برداری از آبهای سطحی  شهرستان های  .شناسایی سرووارهای شایع انجام شده است به منظور و منطقه های رودخانه

 .کشت داده شدند EMJHدر محیط مایع  بطور جداگانه هر نمونه  .صورت گرفت  1385 فاصله زمانی خرداد تا پایان شهریور سال
 و پـس  .انجام شد EcoRIاز آنزیم  با استفاده REA و برای آنها گردیداستخراج  با روش استانداردو پر جمعیت  کشت های مثبت

یـق  تطب .قـرار گرفـت  سـی  رمـورد بر نمونـه   301در مجمـوع تعـداد   . دگردی آنالیزتصویر باند ها  ،رنگ آمیزیو الکتروفورز انجام از 
ایزوله ها مشخص گردید که  27هویت گونه ای و زیر گونه ای  با الگوهای مربوط به سرووارهای استاندارد، های حاصلالگوی باند

گونـه هـای بیمـاریزا شـامل     .پـاتوک، بودنـد  و  آنـدامانا :روگروپهایهـای سـاپروفیت بـی فلکسـا و شـامل س ـ      به ترتیـب شـامل گونـه   
را  تیفوزا گریپو و کانیکولا هارجو، بالوم، پومونا، ایکتروهموراژی، :ودند که  سروگروپهایرگ پترسنی ببو اینتروگانس،کیرشنری،

رفـت و آمـد   بـه   را به توقف آب و  در این مطالعه حضورگونه های بیماریزا در شالیزارها بیشتر بود که می توان آن .شامل می شدند
  .ماریزا در رودخانه و کانال بیشتر بوده استحیوانات به ویژه جوندگان نسبت داد و حضورگونه های غیر بی

  
  .، سروگروپمولکولیلپتوسپیرا، تایپینگ گیلان،  :کلیدیکلمات 
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  1387مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال دوم، شماره دوم، تابستان    2

  مقدمه
حیوان شایع در  –لپتوسپیروز بیماری مشترک انسان 

و نیمه گرمسیری است که توسط مناطق گرمسیری 
این . حاصل می شود های بیماریزای لپتوسپیراها گونه
ادی از تعداد زی .ها طیف میزبانی وسیعی دارند ریباکت

 انواع بیماریزامیزبان طبیعی  پستانداران اهلی و وحشی
به مدت  به بیماری د و اغلب آنها پس از ابتلاتهس

ه مانند و ب حامل باقی می عمر تا پایان طولانی و معمولاً
 دفعادرار خود طریق صورت دوره ای باکتری را از 

اگر  ،مخزنهای دفع شده از حیوانات  یباکتر .کنند می
و دمای  pHدر آب و یا خاک مرطوب ریخته شوند در 

مناسب می توانند به مدت طولانی زنده بمانند و در 
سایر  همین دوره می توانند از طریق زخم های جلدی به

حیوانات خونگرم منجمله انسان سرایت نمایند و منجر 
 :قبیل ی ازآبهای سطح .)11و1( به بیماری شوند

 منابعو دریاچه های آب شیرین،  مرداب نهر، رودخانه،
استان گیلان به  .)11( های ساپروفیت هستندلپتوسپیرا

ی معتدل آب و هوا خاص خود، دلیل شرایط جغرافیایی
رواج کشت برنج که همواره به رطوبت  ،و مرطوب

بالای خاک نیاز دارد و متداول بودن نگهداری سنتی 
شرایط مناسبی برای  ،، هموارهبویژه گاو حیوانات اهلی

 یدر اغلب روستاهالپتوسپیروز  .بروز این بیماری دارد
ه ای استان گیلان شیوع دارد و همه ساله گناحیه جل

موارد بسیار زیادی از بیماری از اواسط بهار تا اواخر 
 اغلب. ویژه در شالیکاران بروز می کنده تابستان ب
مزرعه برنج و یا تماس با آبهای سابقه کار در  ،مبتلایان

 درلپتوسپیراها . )14و13( سطحی راکد را ذکر می کنند
 متشکل ازسروگروپ  23بیماریزا که شامل گونه  7

و انواع دسته بندی شده اند  است سرووار 250حدود 
   هستندسروگروپ  14 گونه و 3 شاملآن  ساپروفیت

ندکی از تعداد ا ،در هر منطقه آندمیک لاًومعم .)11و1(
هستند و شناسایی آنها به  شایعسرووار های بیماریزا 

مک شناسایی مخزن و یا مخازن اصلی بیماری ک
گام بزرگی در  ،کند و شناسایی مخازن بیماری می

این مطالعه به منظور . )11(آن محسوب می شود کنترل 
جداسازی لپتوسپیراها از آب شالیزارها در فصل شیوع 

از جمله (آبیاری شالیزارها  منابعی بیماری و نیز از برخ
با یک روش قابل  و شناسایی آنها )و رودخانه کانال

شناسایی سرووارهای شایع منطقه انجام  با هدفاطمینان 
  .شده است

  
  مواد و روش کار

از آبهای نمونه  301در این پژوهش جمعاً تعداد 
ناحیه مرکزی ) ل آبیاریاکانو الیزارش رودخانه،(سطحی 

لشت : ای استان گیلان شامل شهرستان هایجلگه منطقه 
انزلی، فومن، صومعه سرا،  رشت، خشکبیجار، نشا،
در فاصله زمانی خرداد تا پایان شهریور  و سنگر شفت
پس  هر نمونهاز  1mlمقدار  جمع آوری و 1385سال 

به نانومتر  22فیلترسرنگی استفاده از از فیلتراسیون با 
محیط کشت مایع  اویح ml15 فالکون لولهیک 

EMJH  که به آنµg/ml400 5وتیک بیی تآن -
سایر باکتریها  رشد از ممانعتجهت فلورواروسیل 

درجه  30و در دمای  نمودهوارد  ،بود گردیدهافزوده 
اتور قرار داده می بدر انکوهفته  12به مدت  سلسیوس
هفته یک بار با میکروسکوپ زمینه تاریک  2شد و هر 

با حذف موارد  سپس. می گرفتمورد مشاهده قرار 
فاقد  EMJHحاوی  ml250ارلن موارد مثبت به  منفی

انتقال داده شده و در فلورواروسیل  -5آنتی بیوتیک 
 فتهانتقال یا در شیکر انکوباتور سلسیوس درجه 30دمای 

با انجام سپس  .برسدبه جمعیت مطلوب  ورشد پویا  بهتا 
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  3  ... راهای بومی ناحیه مرکزی منطقهیلپتوسپ مولکولیتایپینگ 

 نینآزاگوا -8تست رشد و عدم رشد در حضور 
تفکیک ها انواع ساپروفیت  ازلپتوسپیراهای بیماریزا 

در محیط ml/g225به مقدار   این ماده وجود .دوداده ش
 .)19و7( کندمتوقف می  کشت رشد انواع بیماری زا را

باید جمعیت میکروبی محیط  DNAاستخراج  جهت
در طول  6/0 برابر OD. برسد ml108 به کشت حداقل

 اییباکتری مطلوب جمعیتز حاکی انانومتر 550موج 
حجم هر ، نمام  DNAبرای استخراج  .)19و 8( است

و با دور ریخته  ml15 نفالکویک لوله  دررا نمونه 
rpm9000 و  نمودیم یک ساعت سانتریفوژ به مدت

 سپس  ،دهششستشو  دو بار  PBS با نیز رسوب حاصله
استخراج سپس  و نمودهحل  TEبافر  رسوب را در

DNA 20(گرفت انجام کلروفرم -ل فنروش  با( .
DNA در شده استخراج µl100  از بافرTE  دهشحل 

 .گردیدداری نگه -20 دمایدر  ،REA تا زمان انجامو 
 ،فتومتریروش اسپکترو با DNA پس از سنجش کیفیت

را  از آن  µg 3 مقدار ،DNAبا در نظر گرفتن غلظت 

 باپس از رقیق کردن آن و  داشتهبر REAبرای انجام 
مقدار  ،µl18   بهآن و رساندن حجم  آب مقطر دیونیزه

µl2  بافر مخصوصREA  و مقدارµl 1  از آنزیم
EcoRI و در  یمو خوب مخلوط نمود افزوده را به آن

ساعت انکوبه  3مدت ه بسلسیوس درجه  37ی ماد
 از لودینگ بافر آبی µl 5مقدار   ا افزودنب و گردیده
با ولتاژ % 3آگارز  در ورزالکتروف عملیات  ،به آن رنگ

 و در پایانگرفت  انجامساعت  18ولت به مدت  70
توسط ژل  ،اتیدیوم بروماید پس از رنگ آمیزی با

 آنالیزو مورد  عکسبرداری ی ایجاد شدههاباند از داک،
 kbp  15-1ه از سایز مارکرعدر این مطال .قرار گرفت

     .استفاده شدشرکت فرمنتاز محصول 
  

  نتایج
نمونه از آب و   190، نمونه 301جموع تعداد از م
نمونه از  67و ها نمونه رودخانه  44، الیزارهاخاک ش

  .)1جدول ( گردیدجمع آوری آب کانال 
  

  تعداد نمونه ها به تفکیک محل نمونه برداری و منابع : 1جدول 
  منابع

  ستانشهر
  جمع  رودخانه  کانال  شالیزار

  40  4  12  24) 12(  لشت نشا
  40  9  12  19  ارخشکبیج
  30  4  2  24  رشت
  39  6  12  21  انزلی
  40  5  7  28) 10(  فومن

  34  4  5  25  صومعه سرا
  38  2  7  29  شفت
  40  10  10  20  سنگر
  301  44  67  190  جمع

 .نمونه برداری شده استآنها )  گل(جای آب از خاک نواحی مرطوب ه دلیل خشک بودن مزارع به اعداد داخل پرانتز به تعداد مواردی اشاره دارند که ب* 
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  1387مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال دوم، شماره دوم، تابستان    4

 7/27با میانگین ( 26-39دامنه دمای نمونه آب ها 
با ( 5/6–8 ها نمونه pHو دامنه ) درجه سانتی گراد

 اًمجموعدر بررسی اولیه  .بوده است) 43/7میانگین 
مورد  133و مثبت  )درصد 8/55(مورد  168 تعداد

در پاساژهای بعدی تعداد . منفی شدند )درصد 2/44(

 33 تنها ارد مثبت به رشد مطلوب نرسیدند وی از موزیاد
که  به رشد پویا و پر جمعیت رسیدند) درصد 11( نمونه

تعداد از  ).2 جدول(مناسب بودند REA  برای انجام
 نمونه بیماریزا بودند 10 نمونه ساپروفیت و 17مزبور 

  ).3جدول (
  

  بر حسب شهرستان و منابع رالپتوسپیمیزان آلودگی نمونه های مورد بررسی به  :2جدول 
 منابع   

  فراوانی
  شهرستان

  شالیزار  کانال  رودخانه

  تعداد
  نمونه

  موارد
  منفی

  موارد
  مثبت

  درصد
  تعداد
  نمونه

  موارد
  منفی

  موارد
  مثبت

  درصد
  تعداد
  نمونه

  موارد
  منفی

  موارد
  مثبت

  درصد

  8/42%  9  12  21  3/58%  7  5  12  6/66%  4  2  6  انزلی
  7/66%  16   8  24  100%  2  0  2  75%  3  1  4  رشت

  40%  10  15  25  20%  1  4  5  7/6%  1  3  4  صومعه سرا
  7/10%  3  25  28  6/28%  2  5  7  60%  3  2  5  فومن
  4/3%  10  19  29  4/27%  2  5  7  50%  1  1  2  شفت
  60%  12  8  20  90%  9  1  10  80%  8  2  10  سنگر

  9/57%  11  8  19  7/66%  8   4  12  5/55%  5  4  9  خشکبیجار
  8/20%  5  19  24  3/33%  4     8  12  0  0  4  4  لشت نشا
  40%  76   114  190  2/52%  35  32  67  8/56%  25  19  44  جمع

  
از  های حاصلهالگوهای باند، REA پس از انجام

با ) 4و1،2،3 شکل های(انواع بیماریزا و ساپروفیت 
بیماریزا و  الگوهای مربوط به سرووارهای استاندارد 

 از اخذ شده databaseبه  رجوع با( ساپروفیت

انستیتو پاستور فرانسه،  آزمایشگاه رفرانس لپتوسپیروز
ای و زیر گونه ای  هویت گونه ،تطبیق داده شد )پاریس

 ،ایزوله 6و  )3 جدول( مشخص گردید ایزوله 27
  .قابل تفسیر داشتند الگوی نامشخص و غیر
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  5  ... راهای بومی ناحیه مرکزی منطقهیلپتوسپ مولکولیتایپینگ 

  REAالگوی باند  سلف لپتوسپیراهای جداشده از منابع مختلف بر اساتعیین فراوانی گروهها، گونه ها و زیرگونه های مخت: 3جدول 
در مقایسه با الگوی استاندارد

  
در  )درصد 13(در این بررسی بیشترین فراوانی 

 دیکترویراهای پاتوژن متعلق به لپتوسپرا وسپگروه لپت
. داردهموراژیک می باشد که در شالیزار شیوع 

لق به سویه پاتوک از گروه عهمچنین بیشترین فراوانی مت

یزار به لپتوسپراهای غیر بیماریزا می باشد که در شال
درصد  50الها به میزان درصد و در کان 4/30میزان 

  ).3جدول (شیوع دارد 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  :ایزوله  15مربوط به تعداد  REAالگوی باندی  ٍّ: 1شکل 
   L : سایز مارکرkbp 15 -1 . در این تصویرkbp 12-3 کیلوبازی  به دلیل طولانی بودن زمان  2و1های موجودند و لادر

  .الکتروفورز از ژل خارج شده اند
  سروگروپ کانیکولا:  3ردیف   سروگروپ بالوم      :  2ردیف     سروگروپ هارجوبوویس  :  1ردیف 

    غیر بیماریزا  بیماریزا  گروه
  ولباشیا  بایفلک  کیرشنری  بورگ پترسنی  اینتروگانس  گونه

  جمع
  زیرگونه

ژی
ورا

روم
یکت

ا
  

مونا
پو

ولا  
نیک
کا

  

لوم
با

س  
وبوی

رج
ها

وزا  
وتیف

گریپ
  

مانا
آندا

ک  
اتو
پ

  

ک
نگا
ارا

  

 فراوانی
داد  منبع

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
داد  

تع
صد  

در
  

  14/82 23  3/4  1 4/30  7 7/21  5  6/8  2  3/4  1  3/4  1  3/4  1  6/8  2  13  3  شالیزار
  26/14  4  25  1  50  2  25  1  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  کانال
  6/3  1  -  -  100  1  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  -  رودخانه
  100 28  5/3  1  25  7 8/17  5 14/7  2  5/3  1  5/3  1  5/3  1 14/7  2 7/10  3  جمع

L    1   2    3   4   5   6    7    8    9  10  11  12 13 
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  1387مجله علوم زیستی واحد لاهیجان، سال دوم، شماره دوم، تابستان    6

  سروگروپ سمارانگا:  6یف در       پ آنداماناسروگرو:   5ردیف   سروگروپ گریپوتیفوزا     :  4ردیف 
  سروگروپ گریپوتیفوزا:  9ردیف     سروگروپ پومونا    :   8ردیف    سروگروپ پومونا        :  7ردیف  
  سروگروپ ایکتروهموراژی             : 11ردیف   الگوی نا مشخص        : 10ردیف 
  سروگروپ پاتوک:  15-12ردیف 

  

 
   1               2                3              4 

  

 1 شکلکه در   15-12ایزوله ردیف  4مربوط به تعداد  REAالگوی باندی  4تصاویر واضح تر و متمرکز شده تراز بخش میانی ژل از: 2شکل 
مارکرها به دلیل متمرکز  در این تصویر سایز. مربوط به بخش میانی الگوی باندی  سروگروپ پاتوک است REA این الگوی باندی. بوده اند

  تصویر ژل در اینجا دیده نمی شوندکردن 
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                                              L         1        2         3       4        5         6 

  ایزوله 6مربوط به تعداد  REAالگوی باندی  ٍّ 4تصاویر واضح تر و متمرکز شده تراز :  3شکل 
L : سایز مارکرkbp 15 -1 . در این تصویرkbp 12  در بالا وkbp 7 بقیه لادر ها به دلیل متمرکز کردن . در پایین

  .تصویر ژل در اینجا دیده نمی شوند
  مربوط به سروگروپ  پاتوک                         REAالگوی باندی :   3 و2، 1ردیف 
  روپ آنداماناسروگ مربوط به REA الگوی باندی: 6و 5، 4ردیف 
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L              1             2            3 

 
مربوط به سرو  REA الگوی باندی 3هر . ایزوله 3مربوط به تعداد  REA الگوی باندی 3تصاویر واضح تر و متمرکز شده تراز : 4شکل 

  گروپ ایکتروهموراژی
  

 L : سایز مارکرkbp 15-1:  در این تصویرkbp 12 در بالا وkbp 7 بقیه لادر ها به دلیل متمرکز کردن تصویر . در پایین
  .ژل در اینجا دیده نمی شوند

  
  بحث

 متعدد بودن گونه ها و زیر گونه ها در جنس  
دن آنها را بیشتر لزوم دسته بندی و متمایز نمو ،لپتوسپیرا

هنوزدر  MATبا روش  تایپینگسرو. نموده است
روز رایج است ولی انجام های مرجع لپتوسپیآزمایشگاه
و بسیار دشوار است زیرا وقت گیر  ،پر هزینهاین روش 

درست باید سویه مورد نظر  برای دستیابی به نتیجه کاملاً
استاندارد  هایسرووار آنتی سرم ضد 200را با لااقل 
خواندن نتایج نیز دشوار  ضمناً .)11و 8( مواجه نمود

این بنابر. )11( بوده و به تخصص و تجربه زیاد نیاز دارد
. دستیابی به یک روش ساده تر و مطمئن لازم بوده است

ارگانیزم ها میکرو مولکولیل های اخیر تایپینگ در سا
. اند شدهمتداول شده و روشهای متعدی، ابداع و آزموده 

ه ها نیز بینگ لپتوسپیراتعدادی از این روش ها برای تایپ
  ).1( کار گرفته شدند و نتایج متفاوتی نشان دادند

 Herrmann روشPFGE  را برای تمایز درون
 ت سرووارها مفید ارزیابی نمودای و تعیین هوی گونه

)9( . Hookey روش ریبو تایپینگ با استفاده از
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را روش  را آزمود وآن RFLP_PCRتکنیک 
لوژی و مطالعات اپیدمیوبندی  سودمندی برای دسته

سه روش  Perolat .)10( ارزیابی نمود
Ribotyping، AP_PCR  و MRSP را برای

کار ه هارجو بهای متعلق به سروار یین هویت ایزولهتع
برده و مقایسه نمودند و آنها را روش موثری برای 

های یک جمعیت داخل گونه ای ارزیابی مطالعه ساختار
و Savio  و همچنین رانو همکا  Tony).12(نمودند 
کیک تعداد را برای تف RFLP -PCRروش  همکاران

کار ه دارد و ایزوله شده ها بناهای است زیادی از سویه
روش مفیدی برای شناسایی سریع زیر  ن راآ بردند و

 .)18و17( گانس اعلام نمودندوسپیرا اینتروگونه های لپت
Corney روش RAPD  مفیدی برای تجزیه را روش

وارها یافتن ارتباط بین سرویل تاکسونومیکی و و تحل
روشهای ذکر شده همگی نیاز مند به  ).3( بیان نمود

هستند ولی اجرای  بوده و هزینه بردار  PCRاجرای 
این روش برای  .بسیار ساده تر است REAروش 

 .تایپینگ باکتری های مختلف بکار برده شده است
 ای برشقدرت تمایز در این روش به وجود مکان ه

 DNAموجود بر روی ملکول  آنزیم های برش دهنده،
میکرو ارگانیزم  یو پلاسمید و نیز به تعداد پلاسمید ها

طور عمده برای باکتری هایی مناسب ه وابسته است و ب
از جمله  و یا کم دارند است که پلاسمید ندارند

 کمی زیرا وجود پلاسمید الگوی باند ها را ها،لپتوسپیرا
در  REAدر واقع دقت روش  .کندمغشوش می 

اد دها به  نوع و تع تفکیک گونه ها و زیر گونه
بکار برده می شوند ه های برش دهنده ای ک آنزیم

 اداگر از یک آنزیم استفاده شود تعد .بستگی دارد
سان تر خواهد های حاصله کمتر بوده و تفسیر آنها آباند

خانواده هم  های یتهواروسربود ولی الگوی باندها برای 

اشته و تفکیک آنها را مشکل تر شباهت نزدیکتری د
در صورت استفاده از چند آنزیم برش دهنده،  .کند می

ها زیادتر ز افزایش می یابد ولی تعداد باندقدرت تمای
تعدا زیادی  گردد و ضمناً نها مشکل تر میتفسیر آ شده،
صورت اسمیر ه های کوچک بوجود می آیند که بباند

سویه متعلق  253تعداد  Ellis .)11و1( شوندنمایان می 
ایزوله  190و  به سرووار هارجو از گونه اینتروگانس

قرار  همورد مطالع REA  را با روش جدا شده از گاو
ت برای تیپ های توانست الگوی باندی متفاوداد و 

همان  ).6( راجیتنورا تشخیص دهدهارجوبویس و هاجو
ش را با استفاده از ه دیگر همان روعمحقق در یک مطال

سویه جدا شده از خوک و تعداد  162آنزیم  برای  20
زیادی سویه استرالیایی متعلق به سروگروپ های گونه 
اینتروگانس بررسی نمود و باز هم تفاوت الگوی باندها 

روش  Wu).  5( در سطح زیر گونه را مشاهده نمود
REA  آنزیم برش دهنده برای  7را با استفاده از
به این نتیجه رسید که  رهای مختلف بکار برد وسروا

تر بالا چشمگیر مولکولیدر منطقه وزن ها تفاوت باند
وار سویه های متعلق به یک سرو است و این تفاوت در

نمایان  چندان مشهود نیست ولی در سطح سرووار کاملاً
 15با استفاده از  را REAروش   Tamai).21( است

برای تفکیک سرووارهای  با موفقیت آنزیم برش دهنده
. )16( کار برده ایکترو همورای و کپنهاگنی ب

Robinson آنزیم برش  2با استفاده از  همین روش را
دهنده برای برای تفکیک سرووارهای سروگروپ 

 Zhuو مطالعه مشابهی توسط  )22( پومونا بکار برد
برای ایزوله های سروگروپ پومونا جدا شده از کلیه 

و ) 23( ویکتوریا با موفقیت بکار برد خوک در منطقه
های جدا  برای ایزوله Djordjevic ای توسط لعهامط
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های مبتلا به آگالاکتیه و سقط جنین مکرر شده از گاو
  . )4( صورت گرفت

 یکبا استفاده از  REAدر این مطالعه روش 
ساخت شرکت فرمنتاز و EcoRI  آنزیم( آنزیم
برای تعیین  )ژن تری شده از شرکت ایرانی سیناخرید

اده استف هویت سویه های جدا شده از آبهای سطحی
فهرست گونه ها و زیر  با توجه به نتایج حاصله و .شد

وجود انواع بیماری زا و غیر  گونه های شناسایی شده،
با   .بیماریزا در آبهای سطحی منطقه مسجل شده است

مخزن گونه های غیر بیماری زا  توجه به این نکته که
 انتظاروجود آنها دور از  ن آبهای سطحی است،هما

در شالیزار ها نیز که بطور عمده نیز حضور آنها  نبوده و
جویبارها،  رودخانه ها، :بویژه از با همان آبهای سطحی 

 غالباً کهآبیاری می شوند کانال های آب رسانی  و
و  قابل انتظار ،ساپروفیت هستند خزن لپتوسپیراهایم

نتایج این مطالعه نشان داده است که  .می باشد طبیعی
بی فلکسا و گونه  به گونهلپتوسپیراهای ساپروفیت 

تری دارند و نسبت فراوانی این دو لباشیا حضور زیادو
در گونه بی فلکسا تنها زیر  .گونه به هم نزدیک است

در گونه   پاتوک و آندامانا و) سروگروپ( های گونه
این . سایی شدندولباشیا فقط سروگروپ سمارانگا شنا

سروگروپها علاوه بر آبهای سطحی در شالیزارها نیز 
  .یافت شدند
حضور انواع بیماریزا  ،دیگر این مطالعه مهمیافته 

در این  .است که بطور عمده از شالیزار ها جدا شدند
، اینتروگانس، بورگ پترسنی: مطالعه گونه های

در گونه اینترگانس که  .کیرشنری شناسایی شدند
گ ترین گونه بیماریزا در جنس رترین و بز مهم

بیش  زیادی سرو گروپ و  دلپتوسپیرا است و خود تعدا
 ،گروپ های ایکتروهموراژی، سروداردسرووار  200از 

در گونه بورگ . و کانیکولا شناسایی شدند پومونا
و در گونه  و هاجو بوویس پترسنی سرو گروپ بالوم

 .ایی گردیدندتیفوزا شناسکیرشنری سروگروپ گریپو
اصولا جوندگان و سایر حیوانات وحشی و نیز حیوانات 
اهلی و حتی انواع  دست آموز، مخزن طبیعی گونه های 

لپتوسپیراهای  بیماری زا بطور عمده . بیماری زا هستند
اغلب حیوانات پس . دندر کلیه این حیوانات استقرار دار

ری را از ابتلا تا آخر عمر حامل باقی می مانند و باکت
بیشتر  .ترشح می کنند خود ای از طریق ادرار بطور دوره

گونه ها و زیر گونه های بیماری زا می توانند در شرایط 
 ) خنثی pH و سلسیوسدرجه  20دمای بالای ( مناسب

به مدت طولانی در آب و خاک مرطوب زنده بمانند و 
میزبان دیگر وارد  بدن در این مدت فرصت می یابند به

ه فور جوندگان و برخی از حیوانات وحشی بو .شوند
های هویژه شغال که در مجاورت نزدیک سکونت گا

سر می برند و به ه ویژه در مناطق روستایی به انسان ب
و نیز وجود راحتی در شالیزار ها رفت و آمد می کنند 

و گربه که  اسب سگ، گاو،: حیوانات اهلی از قبیل
باشند و در مناطق  توانند بالقوه بیمار و یا حامل می

توجیه کننده این ها  ،روستایی بسیار فراوان هستند
حضور گونه و زیر گونه های بیماریزا در شالیزار ها 

روستاییان بطور سنتی در منزل خود گاو  لباغ .است
های  ند و از اسب برای برخی از فعالیتنگه داری می کن

رای کشاورزی و نیز برای  حمل و نقل استفاده نموده و ب
بطور معمول  .حفاظت خانه سگ نگه داری می کنند

اسب مخزن  سروگروپ کانیکولا، سگ مخزن
موش مخزن سروگروپ  سروگروپ پومونا،

گریپو تیفوزا  هایسروگروپ گاو مخزن هموراژی،ایکترو
. و گراز مخزن سروگروپ پومونا و بالوم است و هارجو

زار ها بیماری زا از شالی اغلب گونه ها و زیر گونه های
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د و تنها یک مورد کانیکولا از کانال جدا شد نجدا شد
وجود ل حام حیوان که احتمال آلوده شدن آن با ادرار
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