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 چکیده 
است. بررسی اپیدمیولوژیکی  بیماری مشترک بین حیوان و انسان مطرحگسترده ترین لپتوسپیروزیس به عنوان : سابقه و هدف

برای تفرق و شناسایی  MLVAوسپیرا برای تعیین  حیواناتی که مخازن متداول عفونت هستند اهمیت دارد. امروزه تکنیک لپت
اپیدمیولوژیکی کاربرد دارد. هدف این مطالعه تفرق و شناسایی سرووارهای بیماری زای  -سرووارهای لپتوسپیرا در بررسی های ملکولی

 لپتوسپیرا در ایران می باشد.

سرووار ساپروفیت از بخش میکروب شناسی موسسه سرم سازی رازی کرج تهیه  1سرووار بیماری زای لپتوسپیرا و  12: کار روش
گذاشته شد. و  VNTR36 PCRو لکوس  VNTR30با پرایمرهای لکوس  DNAو تخلیص  EMJHگردید. پس از کشت در محیط 

 آنالیز شد. + 100bpالکتروفورز  توسط مارکر _نتایج توسط آگاروز ژل

در ژنوم  برای سرووار غیر بیماری زا آللی برای هیچ یک از دو لکوس یافت نشد. تمام سروواهای بیماری زا هر دو لکوس را  : یافته ها
و    Pomona St. UT364و Hardjo St.Hardjo bovisو  Atumnalisسرووار  4خود داشتند. پلی مورفیسم جالبی را 
Icterohaemorrhagia St. RGA برای لکوسVNTR30  سرووار  3وCanicola St. Hondutrecht IV  وHardjo 

St.Hardjo bovis وPomona St. UT364  یرای لکوسVNTR36 .نشان داده اند 

یک سان بودند این در حالی است که با سایر سرووارهای یک سان  VNTRاکثر سرووارهای مختلف دارای الگوهای : نتیجه گیری
نشان داده اند. سرووارهای ما با سرووارهای آسیای شرقی قرابت و  VNTRو اروپا تفاوت های بارزی را از نظر الگوی آمریکای جنوبی 

 canicola St. Fiocruzو  canicola St. Hondutrecht IVبین دو سرووار . داشتند VNTRنزدیکی بسیاری در الگوی 

LV133  توسط سیستمPFGE توسط تکنیک  هتروژنسیتی مشاهده نشد اما ماMLVA  .با توجه به پلی آن دو را تمایز دادیم
–مورفیسم و هتروژنسیتی بین سرووارهای کار شده انتظار می رود از این تکنیک به راحتی بتوان در بررسی های اپیدمیولوژیکی 

 ملکولی لپتوسپیرا استفاده کرد. 

  ، سرووارهای لپتوسپیراMLVA، تکنیک VNTRکلیدی: واژگان 
 

 

 قدمهم
هوازی اجباری بوده و متابولیسم تنفسی دارد. این  باکتری لپتوسپیرا

 میکرون 8.1فنر مانند محکمی به ضخامت  مارپیچی به شکلباکتری 

به سا دگی به وسیله حرکت چرخشی  .(1)میکرون می باشد 28تا  6وطول 

یا مارپیچی اش و قلاب مشخص که در یک یا هر دو انتهای آن است قابل 

بهترین وسیله برای مشاهده این اجرام استفاده از . (2می باشد) تشخیص

گسترده لپتوسپیروزیس به عنوان . میکروسکوپ زمینه تاریک می باشد

بیماری مشترک بین حیوان و انسان مطرح بوده و به علت وجود گونه ترین 

انتشار جغرافیایی  و وجود میزبان های گوناگون های مختلف لپتوسپیرا 

د. این بیماری به عنوان یک بیماری نو پدید عفونی طبیعت دار وسیعی در

 (. 3به خصوص در نواحی معتدل و استوایی شناخته می شود)
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لپتوسپیرا در تمام قاره ها جز قطب جنوب یافت می شود و تقریبا در همه 

ی گونه های پستانداران دیده شده است. بیماری لپتوسپیروزیس مشابه 

سرماخوردگی است که دارای علایم تب، عرق، سردرد، دردماهیچه و درد 

لات کلیوی و ریوی شکمی می باشد. در مواردی هم در بیماران اختلا

مشاهده شده است.این بیماری در حال ظهور می تواند در سراسر جهان با 

 (. 4شیوع گسترده به وقوع بپیوندد)

بررسی اپیدمیولوژیکی این ارگانیسم برای تشخیص موارد فردی از موارد 

شیوع همگانی و هم چنین تعیین  حیواناتی که مخازن متداول عفونت 

گسترش ناقلین و در نهایت کنترل بیماری بسیار  هستند و جلوگیری از

حائز اهمیت است. لپتوسپیرا از طریق ادرار ناقلین به محیط طبیعی ریخته 

می شود و توانایی بقا در خاک و آب تازه را دارد. عفونت انسانی از طریق 

تماس با خاک  یا آب آلوده و یا تماس مستقم با حیوانات یا مایعات عفونی 

 (.  9و6ایجاد می شود) بدن آن ها

 Randomly تا کنون تکنیک های تایپینگ ملکولی گوناگونی شامل

Amplified  Polymorphic DNA(RAPD) (7 و) Pulse Field 

Gel Electrophoresis(PFGE) (0و)Arbitrarily Primed PCR 

 Fluorescent Amplified Fragment(و در نهایت تکنیک9)

Length Polymorphism(FAFLP)(18 )  برای شناسایی

استفاده شده که هر کدام از این  Leptospira Introgansسرووارهای 

تکنیک ها معایب خود را از جمله قدرت تفرق پایین،  فقر در تفسیر نهایی 

(.  تکنیک 11مکرر دارند)  PCRو نیازمند حجم بالا یی از کشت و انجام 

اشد که بر پایه ی می ب MLVAجایگزین بر تکنیک های فوق تایپینگ 

 Variable Number of Tandemبررسی توالی های 

Repeats(VNTR)  می باشد. توالی هایVNTR   در واقع همان توالی

های تکراری در ژنوم هستند که دارای تعداد کپی های متفاوت می باشند. 

باکتری های مختلفی با این تکنیک به راحتی متفرق و شناسایی شده اند. 

ناسایی این توالی ها در میکروارگانیسم ها بعد از سکانسینگ کل توانایی ش

به دست    VNTRژنوم و به وجود آمدن نرم افزار  یابنده ی لکوس های 

قابل استفاده در اکثر آزمایشگاه ها می  MLVA(. تکنیک 12آمده است)

و آگارز ژل الکتروفورز را  PCRباشد زیرا هر آزمایشگاهی که دستگاه 

د می تواند از این تکنیک بهره ببرد. در این مطالعه هدف ما برآن داشته باش

در سرووارهای مختلف    VNTRتا از لکوس های  3است که به بررسی 

Leptospira introgans   درایران بپردازیم و ببینیم که آیا این تکنیک

می تواند سرووارهای مختلف لپتوسپیرا را از هم PCRساده ی بر پایه ی 

 (. 13و14د )تفرق ده

 

 روش کار
در موسسه 1398این مطالعه ی توصیفی در فصل تابستان و پاییز سال 

رازی صورت گرفت. سرووارهای مورد استفاده در این مطالعه از بانک 

میکروبی بخش میکروب شناسی موسسه سرم سازی رازی کرج تهیه 

 (.1گردید)جدول

استریل سرم %8که  EMJHسرووارها  درارلن های حاوی محیط  

خرگوش به آن ها اضافه شده بود، کشت داده شدند. سپس به انکوباتور 

28°C  منتقل شدند. دو تا سه هفته بعد از کشت از نمونه هاگسترشی بر

روی لام میکروسکوپی تهیه گردید و در زیر میکروسکوپ زمینه تاریک 

تحرک تعداد آن ها کنترل گردید. نمونه هایی که خوب رشد کرده بودند 

برای مرحله بعد انتخاب و سایر نمونه ها مجدد کشت داده شدند. در مرحله 

توسط   DNAانجام گرفت. تخلیص  DNAبعد رسوب گیری و تخلیص 

استخراج شده   DNAتعیین غلظت کلروفرم صورت گرفت.  -روش فنل

و بررسی کیفیت و کمیت آن به روش اسپکتروفتومتر با دستگاه سرووار  13

پلی مراز استفاده   Taqاز DNAدر تکثیر  گرفت وصورت  نانودراپ

دقیقه  9به مدت  C 94°مرحله واسرشت حرارت  PCRگردید. در سیکل 

دقیقه و  1به مدت  C 94°سیکل در ادامه آن با مرحله واسرشت  39و 

ثانیه و در  38به مدت  C 99°مرحله آنیلینگ برای پرایمرها با دمای 

دقیقه اعمال شد.  1برای  C 78°ود نهایت مرحله تکثیر با حرارت حد

دقیقه  انجام شد. سایز قطعات تکثیر  18برای  C 72°تکثیر انتهایی در 

 با استفاده از روش  ladder100bpو  %9/2شده با ژل آگارز 

manual(19تخمین زده شد.)  پرایمرهای مورد استفاده متعلق به لکوس

 2886 در سال Slackبود که توسط  VNTR36و  VNTR30های 

 (.19( )2طراحی گردید)جدول 

 
 تاکسونومی سرووارهای لپتوسپیرای به کار رفته در این تحقیق   :1جدول 

Abbreviation  
Strain Serovar Serogroup Species RTCC No 

Aut AkiyamiA Autumnalis Autumnalis L.inerrogans 2082 

Ch1 Hondutrecht IV Canicola Canicola L.inerrogans 2089 

G1 Moskava Grippotyphosa Grippotyphosa L.inerrogans 2080 

Sh1 Hardjo bovis Hardjo Sejroe L.introgans 2018 

Ict1 Verdum Icterohaemorrhagia Icterohaemorrhagia L.inerrogans 2012 

Po1 Pomona Pomona Pomona L.inerrogans 2019 

Ser M84 Serjae serjae Sejroe L.inerrogans 2017 

Pat Patoc1 Patoc Semaranga L.biflexa 2019 

Sh2 Hardjo prajitno Hardjo Sejroe L.introgans 2021 

Po2 UT364 Pomona Pomona L.inerrogans 2022 

Ict2 RGA Icterohaemorrhagia Icterohaemorrhagia L.inerrogans 2023 

Ch2 Fiocruz LV133 Canicola Canicola L.inerrogans 2024 

G2 Andaman Grippotyphosa Grippotyphosa L.inerrogans 2029 
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لکوس های مورد ارزیابی در این مطالعه به همراه توالی  :2جدول 

 نوکلوئیدی پرایمر
Year 

Primers(5'→3') VNTR 

Locus 

2005 F(AAGTAAGATAGGTTCGGCGTTTA) 
R(ACTTGGGTGTTAATCGCAAAA) VNTR30 

2006 F(TGGCGTCGAAGACAAA) 

R(ACTCTACCAGGAGATTATCAAA) VNTR36 

 

 یافته ها
را در ژنوم VNTR36و VNTR30زا لکوس های همه سرووارهای بیماری 

هیچ کدام از لکوس های فوق الذکر را  PatocIخود داشتند. سرووار ساپروفیت 

پلی مورفیسم قابل توجهی را در  VNTR30در ژنوم خود نداشت. لکوس 

بعضی سرووارها به نمایش گداشت. سرووارهایی که به راحتی متفرق و تفکیک 

 Pomonaو Hardjo St.Hardjo bovisو  Atumnalisشده اند شامل  

St. UT364    وIcterohaemorrhagia St. IGA  (. سایر 1بودند )شکل

 سرووارها دامنه ی آللی یک سانی نشان دادند.

 
 در سرووارها VNTR30پلی مورفیسم لکوس  .1شکل

 

پلی مورفیسم بسیار جالبی را نشان داد. اختلاف سایز VNTR36لکوس 

 Canicola St. Hondutrechtین است که سرووارهای آلل ها گویای ا

IV  وHardjo St.Hardjo bovisوPomona St. UT364  توسط

این لکوس به راحتی از سایر سرووارها متمایز شده اند. سایر سرووارها 

 دامنه ی آللی یک سانی را نشان دادند.

 
 در سرووارهاVNTR36پلی مورفیسم لکوس  .2شکل

 

 بحث
  MLVA ی راحت، سریع با نوآوری و قدرت تشخیص بالا و بسیار تکنیک

مناسب برای تبادل اطلاعات بین آزمایشگاه های تشخیصی لپتوسپیرا در 

تکنیک ساده ی  MLVAاپیدمیولوژیکی می باشد. در واقع _مطالعات مولکولی

تلقی می گردد. این روش مبتنی بر این  DNAالکتروپورتیک بر پایه تکثیر 

د که چون بیشتر ارگانیسم ها اعم از یوکاریوت و پروکاریوت واقعیت می باش

دارای زنجیره ای از سکانس های تکراری پشت سر هم هستند که در سراسر 

ژنوم آنها پراکنده است و از لحاظ تعدادی با هم متفاوت می باشند در نتیجه از 

این تعداد تکرارهای متفاوت به عنوان وجه تفریقی می توان استفاده 

سکانس های تکراری متعددی وجود دارد که بسیاری  E.coli(.در 13و14د)کر

(.کلستریدیوم دیفیسیل و 19از آن ها در گوناگونی سوش ها دخیل هستند)

در ژنوم انگل (.16می باشند) VNTRگونه های سالمونلا نیز دارای توالی های 

ها و ویروس ها هم این توالی ها مشخص شده این در صورتی است که در قارچ 

(. ثبات قدمی این سیستم بیشتر از 17-19ها هنوز این توالی دیده نشده است)

PFGE و AFLP (0و18می باشد.)  باکتری لپتوسپیرا در مقایسه با سایر

لکوس  131یی می باشد.باکتری ها دارای  واحدهای تکرار  با ارقام بالا

VNTR  طول هر واحد تکرار بین(500تا  5bp در دو کروموزوم لپتوسپیرا ،)

و  VNTR30پخش شده است. در بین لکوس های متعدد لکوس 

VNTR36  که توانایی تفرق خوبی را در مطالعات گذشته برای تفکیک

تایج از خود نشان داده بودند انتخاب گردیدند. ن L.introgansسرووارهای 

این دو لکوس را در ژنوم خود PatocIحاکی بر آن بود که سرووارساپروفیت 

(. در نتیجه از این دو 19و28)Slackندارد. مشابه نتایج به دست آمده از کار 

لکوس می توان برای تفرق سرووارهای بیماری زا از غیر بیماری زا استفاده کرد. 

و لکوس در  بیماری زای ضمن این که می توان استنباط کرد شاید این د

 Hardjoو  Atumnalisدر  سرووارهای  VNTR30دخیل باشند. لکوس 

St.Hardjo bovis وPomona St. UT364    و

Icterohaemorrhagia St. IGA  و لکوسVNTR36   در سرووارهای

Canicola St. Hondutrecht IV  وHardjo St.Hardjo bovis و

Pomona St. UT364 ابل توجهی را نشان داده اند. سایر پلی مورفیسم ق

لکوس نشان می دهند.  2سرووارها الگوی ژنوتیپی یک سانی را برای این 

مطالعات پیشین ثابت کرده بود سرووارهای متفاوت بومی یک منطقه الگوهای 

ژنوتیپی یک سان بیش تری را نسبت به سرووارهای یک سان مناطق دیگر از 

یافته های این تحقیق صحه ای بر مطالعات  (.19و28و21خود نشان می دهند)

یک  VNTRپیشین می باشد زیرا اکثر سرووارهای مختلف دارای الگوهای 

سان بودند این در حالی است که با سایر سرووارهای یک سان آمریکای جنوبی 

نشان داده اند. ماجد در  VNTRو اروپا تفاوت های بارزی را از نظر الگوی 

یزوله های مناطق جغرافیایی مشخص در یک گروه ا عنوان کرد 2889سال

(. این در حالی 21هستند و الگوهای ژنتیکی مشترک زیادی نشان می دهند)

است که سرووارهای ما با سرووارهای آسیای شرقی قرابت و نزدیکی بسیاری در 

داشتند و در واقع صحه ای بر حرف ماجد گذاشته شد.  نکته  VNTRالگوی 

 .L.introgans serovar canicola Stبود که بین  قابل ذکر دیگر آن

Hondutrecht IV  وL.introgans serovar canicola St. Fiocruz 

LV133  توسط سیستمPFGE  هتروژنسیتی مشاهده نشد اما ما توانستیم

تفاوت ها را پیدا کنیم و این دو استرین را از هم  MLVAتوسط تکنیک 

هترو ژنوسیتی را بین 2886در سال  Salaumتمایز دهیم. مشابه این یافته 

 Pulse filed  gelسرووارهای یک سان شرح داد  که قبلا با  

electrophoresis  شناسایی نشده بودند و عنوان کردMLVA   توانایی

(. به علاوه ما در 23ژنوتایپینگ و شناسایی سرووارهای یک سان را دارد)

 .Hardjo St .Hardjo bovis،Hradjo Stسرووارهای یک سان دیگر 

Hardjo prajitno    وPomona St. UT364 ، Pomona St. 

Pomonaو RGA Icterohaemorrhagiae St. 

،Icterohaemorrhagiae St. Verdum  هم توانستیم پلی مورفیسم و

هتروژنسیتی را بیابیم. این خود یافته بسیار بزرگی است که دال بر این قضیه 

ن تکنیک سرووارهای یک سان را از هم شناسایی است که می توان توسط ای

از هم شناسایی  PFGEکرد حتی سرووارهایی که توسط سایر تکنیک ها مثل 

 نمی شوند.



  

  63 فصلنامه بیماری های عفونی و گرمسیری ، سال هجدهم ، شماره

 46______________________________________________________________________________پلی مورفیسم در لپتوسپیرا 

 

ازاین تکنیک در  Zurnerو Salaumو Slackو Majedدر تحقیق 

بررسی های اپیدمیولوژیکی لپتوسپیراا استفاده گردیده است و نتایج ارزنده 

(. با توجه به مطالعه حاضر و به دست 28-22و  19ای به دست آمده است)

ی کار شده انتظار می رود آمدن پلی مورفیسم و هتروژنسیتی بین سرووارها

ملکولی –از این تکنیک به راحتی بتوان در بررسی های اپیدمیولوژیکی 

لپتوسپیرا بر روی سرووارهای داخل کشور عزیزمان ایران استفاده کرد و 

 نتایج قابل تعمقی را به دست آورد.

 

 نتیجه گیری
ی گوناگونی ژنتیکی و ارتباط بین استرین ها را نشان م MLVAالگوی 

توانایی ژنوتایپینگ سرووارهای یک سان رادارد. و از  MLVAدهد . متد 

طریق الگوی ژنتیکی آن ها را از هم تفکیک و شناسایی می شوند. 

سرووارهای یک منطقه الگوهای مشترک بیش تری را نسبت به الگوی سایر 

سرووارهای دنیا نشان می دهند. این متد بسیار دقیق، سریع و راحت است 

 تواند در بررسی های اپیدمیولوژیک به کار برده شود.  و می
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