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  چكيده
لپتوسپيروز بيماري مشترك بين انسان و حيوان مي باشد كه در مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري شايع 

با توجه به اينكه كشت و رشد اين باكتري .  وارهاي بيماريزاي لپتوسپيرا ايجاد مي شوداست و توسط سرو
. روش مناسبي براي تشخيص سريع اين بيماري مي باشد PCRوقت گير است روش هاي ملكولي از جمله 

ن بدي. باكتري لپتوسپيرا است DNAهدف از اين تحقيق به دست آوردن بهترين بافر ليزكننده جهت تخليص 
كشت داده شد و رسوب حاصل جمع  EMJHمنظور از باكتري لپتوسپيرا بر روي محيط كشت اختصاصي 

بطور جداگانه استفاده شد و سپس مراحل  Lep3و  Lep2,Lep1بافر ليزكننده   3سپس از . آوري گرديد
تفاده از نانودراپ و نتايج به دست آمده با اس.  ايزوآميل الكل انجام شد - كلروفرم -تخليص با استفاده از فنل

مربوط به بافر ليزكننده  PCRآزمايش  جهت انجام DNAالكتروفورز ژل آگارز نشان داد كه بهترين كيفيت 
Lep1 همچنين نتايج. بوده استPCR  باDNA  هاي تخليص شده حاكي از بهتر بودن بافر ليزكنندهLep1 
  .است

  

  DNA، استخراج  دهلپتوسپيرا، لپتوسپيروز، بافر ليزكنن :كليدي واژگان
  

 قدمهم
. باكتري لپتوسپيرا  عامل بيماري لپتوسپيروز است

آلودگي انسان از طريق تماس با آب و خاك حاوي ادرار، 
. خون جوندگان عفوني و يا ساير حيوانات صورت مي گيرد

اين بيماري با انتشار جغرافيايي وسيع در سطح دنيا نه 
بلكه در ،ي است تنها در كشورهاي جهان سوم مسئله مهم

. كشورهاي پيشرفته نيز اين بيماري مورد توجه است
اين بيماري را دومين ) WHO ( سازمان بهداشت جهاني

. بيماري قابل انتقال از دام به انسان گزارش كرده است 
لپتوسپيرا داراي ميزبان هاي متعددي است كه از آن جمله 

، اسب، ميتوان جوندگان وحشي و حيوانات اهلي مانند گاو
اين بيماري در . گوسفند، بز، سگ و انسان را نام برد

مناطقي كه داراي زمينهاي قليايي با آبهاي سطحي فراوان 
هستند بيشتر بروز مي كند و همچنين در مناطقي كه 

. داراي آب وهواي گرم و مرطوب هستند بيشتر شايع است
جوندگان وحشي در انتقال و انتشار اين بيماري نقش 

با توجه به زئونوز بودن اين باكتري و به ). 1(ارندمهمي د
دليل اين كه درمان فقط در روز هاي اول بيماري موثر 
است، و از آنجاييكه جداسازي اين باكتري از نمونه هاي 
باليني احتياج به زمان زيادي دارد بنابراين تشخيص 

به دليل . لپتوسپيروز حائز اهميت مي باشد درست و سريع
اكتري و نبود آنتي بادي هاي اختصاصي در رشد كند ب

تست هاي سرولوژيك روش مناسبي  هفته اول بيماري،
همين امر ). 1(براي تشخيص زودرس بيماري نمي باشند
 Polymeraseموجب گرديده تا روش هاي ديگري مانند 

Chain Reaction, PCR  به دليل حساسيت و دقت
. حسوب گرددبالاي آن كانديد مناسبي براي اين منظور م

باكتري تخليص  DNAابتدا بايد  PCRلذا جهت انجام 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  انو همكار مرادي بيدهندي /....بافر ليزكننده مختلف جهت سهبررسي كارآيي 

 

8
براي اين منظور بايد از بافر ليزكننده استفاده . گردد
اين باكتري از بافرهاي  DNAتاكنون جهت تخليص.نمود

ليزكننده با مواد مختلف و مقادير متفاوت استفاده شده 
  )3،4،5، 2. (است كه هركدام نتايجي را در برداشته است

بافر ليزكننده با تركيبات مختلف  3در تحقيق حاضر از 
استفاده گرديد و هدف از انجام اين تحقيق بدست آوردن 

 DNA بافر ليزكننده مناسب و استفاده از آن در تخليص
 .باكتري لپتوسپيرا بوده است

  
  هامواد و روش 

  باكتري
 Leptospiraدر اين تحقيق از سرووار پاتوژن 

interrogans serovar hardjo  موجود در بانك
ميكروبي آزمايشگاه ملي لپتوسپيراي بخش ميكروبشناسي 

  .موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي استفاده شد
 

 كشت
هاي فوق بر روي محيط كشت اختصاصي از باكتري

EMJH )هاي حاوي سرم خرگوش و مكمل )آمريكا-ديفكو
در  محيط هاي كشت داده شده. غذائي كشت داده شد 

 7-10درجه سانتيگراد قرار داده شدند و  بعد از  28دماي 
روز جهت مشاهده رشد و تراكم باكتري با ميكروسكوپ 

  ). 6(دارك فيلد مورد بررسي قرار گرفتند 
 

 بافر ليزكننده
 بافر مختلف ليزكننده جديد به 3در اين تحقيق 

ساخته شد كه تركيبات  Lep3و  Lep1 ،Lep2 نام هاي
  . آورده شده است 1دول شماره آنها در ج

 
تفاده در تركيبات مختلف بافر ليز كننده مورد اس .1جدول 

  لپتوسپيرا DNAتخليص 

  
  DNAتخليص 

محيط كشت حاوي  DNAجهت استخراج و تخليص 
دقيقه  20دقيقه، بمدت  دوردر 13000لپتوسپيرا در دور 

درجه سانتيگراد سانتريفوژ شده و سپس  4در دماي 
به رسوب . شستشو داده شد PBSرسوب حاصل يكبار با 

ليزكننده هاي ميكروليتر از بافر  500 شسته شده مقدار
Lep1 ،Lep2  وLep3  بطور جداگانه اضافه گرديد و

درجه  85دقيقه در حرارت  10نمونه ها به مدت 
سپس بقيه مراحل بصورت . سانتيگراد قرار داده شدند

يكسان بر روي آنها انجام گرديد بطوريكه بعد از رسيدن 
 ميكروليتر پروتئيناز 10 دماي آنها به دماي محيط، مقدار

K)10ميكروليتر  5و ) يلي گرم در ميلي ليترم RNase 
به آنها اضافه شد و به مدت ) ميلي گرم در ميلي ليتر 10(

درجه سانتيگراد قرار داده  37يك ساعت در انكوباتور 
 -پس از اين مرحله بمقدار هم حجم آنها فنل. شدند

 15اضافه و بمدت ) 1:24:25(ايزوآميل الكل -كلروفرم
 20بمدت  13000ه شدند و در دوردقيقه در يخ گذاشت

درجه سانتيگراد عمل سانتريفوژ انجام  4دقيقه در دماي 
سپس فاز رويي را جدا كرده و به آنها كلروفرم خالص . شد

دقيقه سانتريفوژ  20بمدت 13000اضافه گرديد و در دور 
در اين مرحله . گرديدند و سپس فاز رويي آنها جدا شد

 به آنها اضافه و وجود  يك ميلي ليتر ايزوپروپانول
سپس نمونه ها در دور . مشاهده شدند DNAرشته هاي 

درجه سانتيگراد  4دقيقه و در دماي  10بمدت 13000
به نمونه ها اضافه و بعد  %70سانتريفوژ و بعد از آن اتانول 

در . از حل كردن رسوب مجددا مورد سانتريفوژ واقع شدند
 TEتر بافر ميكرولي30رسوب يافته در  DNAنهايت 

)pH  7(حل گرديد ) 8معادل .( 

  
  تخليص شده DNAبررسي كميت و كيفيت 

استخراج شده  توسط  DNAجهت بررسي كيفيت 
در  DNAبافرهاي ليز كننده فوق مقدار جذب محلول 

نانومتر توسط اسپكتروفتومتر  280و 260طول موج هاي 
محاسبه   280/260نانودراپ اندازه گيري و نسبت جذب 

همچنين الكتروفورز . باشد 8/1ميزان اين نسبت بايد. شد
. و رنگ آميزي اتيديوم برومايد نيز انجام شد %1با ژل 
استخراج شده  توسط بافرهاي ليز كننده  DNAكميت 

نانومتر  260فوق با استفاده از جذب نوري در طول موج 
در اين طول موج تقريبا معادل  1ميزان جذب . انجام شد

 دو رشته اي  DNAر ميلي ليتر از ميكروگرم د 50
 ).7( مي باشد

  تركيبات  بافر ليزكننده
Lep1  EDTA(50mM), Tris(50mM), 

SDS(10%), NaCl(10000µM) 
Lep2  EDTA(0/5M), Tris(1M), , 

SDS(10%), Glucose(50mM)  
Lep3  EDTA(20mM), Tris(10mM), 

SDS(10%), NaOH(10N)
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هاي استخراج شده توسط  DNAجهت بررسي 
بافرهاي ليزكننده فوق با استفاده از پرايمر طراحي شده 

براي لپتوسپيراهاي پاتوژن با  16SrRNAاختصاصي ژن 
  :توالي

 LP F: 5-ACC ATg CAg CAC CTg 
TgA Ag-3و LP R: 5-TgC AAg TCA AgC 

ggA gTA gC-3، PCR 2آب مقطر: با مواد و مقادير 
ميكروليتر، X10 5/2 ميكروليتر، بافر7/14بار تقطير 

MgCl2 8/0  ،ميكروليترdNTP 5/0 ميكروليتر، پرايمرF 
 Taq 5/0ميكروليتر، آنزيم  R 1ميكروليتر، پرايمر 1

ميكروليتر انجام گرديد و  4الگو  DNAميكروليتر و 
و رنگ آميزي )  %1( آگارز  با الكتروفورز PCRمحصول 

  . اتيديوم برومايد مورد بررسي قرار گرفت
   
 

  و بحث نتايج
  : DNAتخليص 

تخليص شده با  DNAنتايج بدست آمده از نانودراپ 
بدست آمده  DNAبافرهاي ليز كننده نشان داد كه مقدار 

. دار بوده استـداراي بيشترين مق  Lep1 با بافر ليزكننده
نانوگرم  Lep1  2965با بافر  ت آمدهــبدس DNAمقدار 

 89/1آن  280/260نسبت جذب  زانـيمو در ميكروليتـر 
 بدست آمده با بافرهاي DNAدر حاليكه مقدار . بود

Lep2  وLep3  نانوگرم در  1254و  2012 به ترتيب
 280/260و همچنين ميزان نسبت جذب . ميكروليتر بود

). 2جدول(  بدست آمد 65/1و  19/2آن بافر ها به ترتيب  
باند با  Lep1تخليص شده با بافر  DNAدر الكتروفورز 

شكل (بافر ديگر بدست آمد  2وضوح بيشتري نسبت به 
1 .(  

Lep1         Lep2         Lep3 

  
 Lep3 وLep1،Lep2بافر ليزكننده  3هاي استخراج شده با  DNAنتايج الكتروفورز ژل آگارز از  .1شكل 

 
 Lep3و  Lep2,Lep1بافر ليزكننده  3نتايج حاصل از . 2جدول

استخراج شده  DNAمقدار نام بافر
  )نانوگرم در ميكروليتر(

مقدار جذب در 
  nm260طول موج 

مقدار جذب در طول 
  nm280موج 

  نسبت جذب
280/260  

Lep 1 2965 299/67 683/35  89/1 
Lep 2 2012 108/29 294/13  19/2 
Lep 3 1254 217/11 478/7  5/1 

  

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  انو همكار مرادي بيدهندي /....بافر ليزكننده مختلف جهت سهبررسي كارآيي 

 

10
PCR 

بدست آمده با  DNAبا توجه به اينكه بالاترين مقدار 
بافر ديگر بدست آمد،  2نسبت به  Lep1استفاده از بافر 

PCR نتايج ژل . نيز جهت تاييد نتيجه نهايي انجام شد
ده با ـتخليص ش DNA سه PCRاز  الكتروفورز حاصل

شكل  در Lep3و  Lep2,Lep1بافرهاي ليزكننده 
همانطور كه در ژل . نشان داده شده است 2شماره 

 DNAدر  PCRمشاهده مي شود اگرچه محصول 
اما ،زكننده داراي باند است ـبافر لي 2ده با هر ـتخليص ش

 رــاز دو بافر ديگر مشخص ت Lep1د مربوط به بافرـبان
  .مي باشد

  

M       Lep3   Lep1   Lep2 

  
 Lep2,Lep1 ليزكننده بافر 3با  PCRنتايج  .2شكل 

  Lep3و
M  = ماركرDNA )100 bp( ،1 = بافر ليزكنندهLep3 ،2 =

 Lep2بافر ليزكننده = Lep1  ،3بافر ليزكننده 
 

لپتوسپيروز بيماري عفوني است كه به دليل زئونوز 
 بودن خطري جدي براي بهداشت عمومي محسوب 

با توجه به اين كه تشخيص سريع و صحيح . مي شود
توسپيرا در نمونه هاي باليني از نظر سلامت جامعه و لپ

، جلوگيري از عوارض گسترده آن حائز اهميت است
مي تواند   PCRبنابراين روش هاي تشخيصي سريع مانند

 مورد استفاده قرار گيرد كه در اين روش تخليص صحيح
DNA  و با كيفيت بالا در نمونه هاي باليني مي تواند

در تحقيق حاضر . شخيص نمايدكمك شاياني به امر ت
بافر ليزكننده  3تخليص شده با استفاده از   DNAمقدار 

نسبت به  ) 11جدول (Lep1 نشان داد كه بافر ليزكننده
  .دو بافر ديگر از نظر مقدار نتايج بهتري را نشان داد

Vaneys  جهت تخليص ،1987و همكاران در سال 
DNA  لپتوسپيرا انتروگانس سرووار هارجو، از بافر

 )mM 50(Tris-HCl ،)mM 10( ليزكننده حاوي
EDTA و)mM 50(NaCl سپس . استفاده نمودند

 )K  )g/mlµ20و پروتئيناز SDS 5%جهت ليز نهايي از
در تحقيق ). 5(استفاده كردند و نتايج خوبي بدست آمد

 SDS%)10( حاضر از بافر با تركيب زير
EDTA(50mM), Tris(50mM), و  )µM10000( 

NaCl  استفاده گرديد كه در مقاديرNaCl,SDS  و
EDTA همچنين پروتئيناز. با يكديگر تفاوت داشتندK 

در  .ميكروگرم در ميلي ليتر بود 10مورد استفاده 
و همكاران  Gravekampتحقيقات صورت گرفته توسط 

ه حاوي بر روي لپتوسپيرا از بافر ليزكنند 1993در سال 
GuSCN، )M 1/0 (Tris-HCl ، )M 2/0( EDTA و

Triton X-100 آنها در . استفاده شدPCR  نتايج خوبي
 Tritonو GuSCNدر بافر فوق ). 8(را بدست آوردند 

X-100  استفاده شده است كه با بافر مورد استفاده در
همچنين در بافر ليزكننده آنها . اين تحقيق متفاوت است

SDS  است كه با بافر ليزكننده در تحقيق بكار نرفته
  . حاضر متفاوت مي باشد

Genelhu  جهت استخراج  1998و همكاران در سال
DNA  لپتوسپيراهاي موجود در آب با استفاده از فنل- 

 mM(ايزوآميل الكل از بافر ليز كننده حاوي  -كلروفرم 
50(Tris ،)mM 50( EDTA  ،)mM 100( NaCl  و

)1% (SDS آنها همچنين از آنزيم  .ودنداستفاده نم
 Kبه جاي آنزيم پروتئيناز  3870Eپروتئيناز گياهي 

در تحقيق حاضر مقادير بكار رفته در ). 9(استفاده كردند 
 .تهيه بافر ليز كننده با مقادير بافر آنها تفاوت داشت

Verma  در تحقيقاتشان  2005و همكاران در سال
) mM 50(اوي بر روي لپتوسپيرا از بافر ليزكننده ح

Tris-HCl، )mM 100 (NaCl  و)2/0(%SDS  و
)mM 2(EDTA  استفاده كردند)و نتايج خوبي را ) 10

بدست آوردند كه اگرچه مواد بكار رفته شده در تهيه بافر 
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ليزكننده تحقيق آنها با تحقيق حاضر يكي بود ولي از نظر 

  .مقدار با يكديگر تفاوت داشت
Sugathan  با كار بـر روي   2005و همكاران در سال

ــده   ــافر ليزكنن ــروه ب -mM 10(Tris(لپتوســپيرا از دو گ
HCl ،)mM10 (KCl ،)mM 2(EDTA  و)mM 

10( MgCl2 و ديگــري)mM 10(Tris-HCl، )mM 
10(KCl  ،)mM 2 (EDTA ،)mM 10( MgCl2 و

)mM 4/0( NaCl  جهت تحقيقاتشان استفاده نمودند كه
ها در تركيب بافرشـان  آن) . 4(نتايج خوبي را بدست آوردند

از كلرور پتاسيم و كلرور منيزيم نيز استفاده كردند كـه در  
  .بافر بكار رفته در اين تحقيق وجود نداشت

Murgia  جهت انجام 2006و همكاران در سال
 تحقيقاتشان لپتوسپيرا را توسط بافر ليزكننده حاوي

)mM 50 (Tris-EDTA  و)M 1( NaCl ليز نمودند .
). 3(مده در استفاده از اين بافر خوب بودنتايج بدست آ

تفاوت اين بافر با بافر استفاده شده در اين تحقيق در مواد 
 SDSمورد استفاده و ميزان آنها بود بطوريكه در اين بافر 

  .بكار رفته بود Tris-EDTAوجود نداشت و 
Atzingen  باكتري  2007و همكاران در سال

-mM 20(Tris(حاوي  لپتوسپيرا را توسط بافر ليزكننده
HCl، )mM 500( NaCl  100و تريتون X- ليز
استفاده كرده و -X 100آنها از تريتون ). 2(نمودند

  .بود SDSبافرشان فاقد 
Fenner  جهت آناليز ترادف 2010و همكاران در سال

SrDNA16  از سرووارهاي لپتوسپيراي پاتوژن از بافر ليز
 )mM 100(Tris-HCl ،)mM 100(كننده حاوي 

EDTA ،)mM 50(NaCl  و)10(% SDS  استفاده
بافر ليزكننده آنها در مقادير دو ماده ). 11(نمودند

EDTA  وTris-HCl  با بافر بكار رفته در اين تحقيق
 تفاوت داشت
Zakeri  به منظور  2010و همكاران در سال

كه در انسان، دام و  L. wolffiiشناسايي لپتوسپيراي 
د، سلول باكتري را توسط بافر كن سگ ايجاد بيماري مي

) mM 1/0(و  Tris-HCl) mM 10(ليزكننده حاوي 
EDTA اين بافر علاوه بر اينكه در ). 12(ليز نمودند

مقادير مواد مورد استفاده شده تفاوت داشت بلكه دو ماده 
SDS  وNaCl نيز در بافرشان بكار نبرده بودند.  

بافر  3 بر اساس نتايج به دست آمده در اين تحقيق از
داراي نتيجه Lep1 ليزكننده مورد بررسي بافر ليزكننده

بهتري از نظر مقدار بدست آمده در استخراج و تخليص 
DNA  بافر ليزكننده ديگر بود 2لپتوسپيرا نسبت به .

بافر  3حاكي از عملكرد خوب هر  PCRاگرچه نتايج 
ليزكننده مورد استفاده بوده است اما كميت وكيفيت 

DNA مده از بافر ليزكننده بدست آLep1  در ليز كامل
بافر ليزكننده ديگر بهتر بوده است و اين نتايج  2سلولي از 

 حاكي از آن است كه مي توان از اين بافر در تخليص
DNA  باكتري لپتوسپيرا جهت انجام تشخيص آن با

  . استفاده نمود PCRاستفاده از 
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