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  چکیده 
باشد که در طی عفونت  یکی از مهم ترین لیپوپروتئین هاي غشاء خارجی لپتوسپیرا میLipL32 پروتئین سطحی : سابقه و هدف

سپیرایی بیان می شود و مشخص شده است که به عنوان یک آنتی ژن سطحی در لپتوسپیرا هاي بیماریزا می تواند هم براي هاي لپتو
تشخیص سرولوژیک بیماري و همچنین به دلیل  ایمنی زایی بالا، بعنوان یک کاندیداي مناسب در تهیه واکسن هاي نوترکیب استفاده 

توالی ژن بیان کننده  لین بار بر روي این باکتري در ایران انجام شده است، کلونینگ و آنالیزهدف از این مطالعه که براي او. گردد
  .واکسینال کانیکولا می باشد سرووار باکتري لپتوسپیرا انتروگانس LipL32پروتئین سطحی 

همراه با  EMJHتصاصی در محیط کشت اخ (RTCC2805) باکتري لپتوسپیرا اینتروگانس سرووار واکسینال کانیکولا : روش کار
ژنومیک، با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی طراحی شده،  DNAو پس از تخلیص   سرم خرگوش و مکمل هاي غذایی کشت داده شد

 .انتقال داده شد E.coli (Top10) درون وکتور الحاق و به باکتريPCR محصول . ارزیابی گردید PCRویژگی و حساسیت تست 
  ..ت تعیین توالی ارسال گردیدپلاسمید نوترکیب  جه

با سرووارهاي مختلف لپتوسپیرا کانیکولا (LC- RTCC2805) سرووار واکسینال کانیکولا  lipl32 مقایسه آنالیز توالی ژن :یافته ها
ا مشخص نمود که بیشترین همخوانی با سرووار کلون شده در تحقیق حاضر مربوط به لپتوسپیر GenBank)  (ثبت شده در بانک ژنی

تشابه می باشد % 6/99که جدایه هایی از کشور هاي هند و ژاپن با   (AB094434 , DQ092412)اینتروگانس سرووارهاي کانیکولا 
نتایج . تشابه است% 4/99با  که جدایه اي از کشور چین AY763509) (و کمترین همخوانی با لپتوسپیرا اینتروگانس سرووار کانیکولا 

تشابه را با % 4/99ه این ژن یک ژن حفاظت شده حتی در سرووار واکسینال  بومی می باشد و بالاي این مطالعه نشان داد ک 
  .سرووارهاي مشابه در بانک ژنی در دیگر کشورها نشان می دهد

 و درجه بالایی از حفاظت شدگی برخوردار استیک ژن پایدار می باشد که در سرووارهاي مختلف بیماریزا از  lipl32: نتیجه گیري
در کلونینگ و بیان یک آنتی ژن نوترکیب استفاده نمود که از این آنتی ژن، هم می توان در ) lipl32(ژن این می توان در گام بعدي از 

  .تهیه یک واکسن نوترکیب موثر و کارآمد و هم در کیت هاي تشخیصی سرولوژیکی مانند الایزا استفاده نمود 
  استان زنجان، MAT لپتوسپیرا،   :واژه هاي کلیدي
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  مقدمه

) زئونوز(عفونی مشترك بین انسان و حیوانات  لپتوسپیروزیس یک بیماري
این جنس به گونه . باشد که توسط باکتري لپتوسپیرا ایجاد می گردد می

هاي مختلف پاتوژن و ساپروفیت تقسیم بندي گردیده و بر اساس ساختار 
 ).1،2(آنتی ژنی به سرووارهاي مختلف گروه بندي می شود

 سراسر در حیوان انسان و بین مشترك بیماري ترین شایع لپتوسپیروزیس،
و معتدل و مرطوب  گرمسیري نیمه گرمسیري، ناطقم در که است جهان

 بالینی علائم ).3،4(که داراي بارندگی زیاد می باشند بیشتر رخ می دهد 
 عدم صورت بوده و در مشابه آنفلوانزا درصد موارد نود در عفونت این

 و جدي صدمات و وارد فاز حاد شده درمان به موقع، بیماري و تشخیص
بنابراین تشخیص صحیح و به موقع این بیماري  .میکند ایجاد طولانی مدت

وقوع لپتوسپیروزیس حاد با میزان مرگ و میر ). 3(حائز اهمیت می باشد
و این بیماري در تمام نقاط ) 5(بالا در دوره هاي مختلف گزارش شده است

مطالعات ). 6(دنیا در سنین و فصول مختلف  بروز می کند 
ی پیرامون میزان شیوع آن نشان دهنده سرواپیدمیولوژیکی و باکتریولوژیک

  ). 7-9(افزایش ابتلا به این بیماري درسطح کشور می باشد
یکی از رویکردهاي مهم تحقیقات مربوط به  لپتوسپیروزیس ، شناسایی 
پروتئین هاي غشاي خارجی این باکتري می باشد که در  طی عفونت در 

کتري ها پایه و اساس پروتئین هاي غشایی با). 10(میزبان بیان می شوند
ارتباط بین باکتري بیماري زا و میزبان می باشد و از آنجایی که این 
پروتئین ها اولین ترکیبات باکتریال هستند که با سلول هاي میزبان 
واکنش می دهند بنابراین به منظور تشخیص بیماري و  تهیه واکسن هاي 

  ). 11(نوترکیب حائز اهمیت می باشند
شناسایی  LipL32ن پروتئین هاي غشایی لپتوسپیرا یکی از مهمتری

این لیپو پروتئین در میان گونه هاي بیماري زاي لپتوسپیرا ) 12،13(شده
مشاهده می شود ولی در گونه هاي غیر بیماري زاي لپتوسپیرا دیده نمی 

این پروتئین هم در شرایط کشت و هم در شرایط داخل ). 14،15(شود 
دار زیادي بیان می شود و این نشانگر آن است که بدن هنگام عفونت به مق

مشخص شده  LipL32 . این آنتی ژن یک آنتی ژن ایمونوژنیک می باشد
که به عنوان یک آنتی ژن سطحی در لپتوسپیرا هاي پاتوژن می تواند هم 
براي تشخیص سرولوژیک بیماري و همچنین به دلیل تحریک سیستم 

تی ژن بعنوان یک کاندیداي مناسب در ایمنی و ایمنی زایی بالاي این آن
البته پروتئین هاي غشایی . تهیه واکسن هاي نوترکیب استفاده گردید

  OmpL1، LipL36 دیگري نیز در لپتوسپیراها وجود دارد، مانند
,LipL41 )در .  ، که انها نیز نقش ایمنی زایی دارند)با ایمنی زایی کمتري

در بین گونه هاي  OmpL1بین این پروتئین ها  پروتئین غشایی 
لپتوسپیراهاي بیماري زا از نظر آنتی ژنتیکی هتروژنسیت بالاتري دارد ولی 

LipL32، LipL41  از نظر ساختمانی پایدارتر و تغیرات خیلی کمتري
 با آن تشابه دلیل بالینی،به علائم به اتکا با لپتوسپیروز تشخیص). 16(دارند

سرولوژیکی و  هاي آزمون ایناست بنابر مشکل حاد هاي اغلب عفونت
 .)17،18.(دارند مهمی جایگاه لپتوسپیروز تشخیص در مولکولی

بنابراین هدف از این تحقیق کلونینگ و آنالیز تعیین توالی ژن کد کننده 
در باکتري لپتوسپیرا اینتروگانس سرووار  LipL32 لیپوپروتئین سطحی 

 لپتوسپیرا بخش انسرفر آزمایشگاه واکسینال کانیکولا می باشد که در
 انجام رازي کرج  سازي سرم و تحقیقاتی واکسن موسسه میکروب شناسی

  .است گرفته
  

  روش کار
 L. Canicola (RTCCدر این تحقیق یک سرووار واکسینال لپتوسپیرا 

 .Grippotyphosa,  L.Pomona  , L ,و سه سرووار پاتوژن  (2805
Icterohaemorhagiae   ماري زايو یک سرووار غیر بی  L.biflexa 

از کلکسیون میکروبی آزمایشگاه رفرانس لپتوسپیرا بخش میکروب شناسی 
باکتري ها در . مؤسسه واکسن و سرم سازي رازي کرج استفاده گردید

همراه با سرم خرگوش و مکمل هاي  EMJHمحیط کشت اختصاصی 
و درجه سانتی گراد کشت داده شدند  28غذایی در شرایط هوازي و دماي 

روز رشد آنها توسط میکروسکوپ دارك فیلد مورد بررسی  7-10بعد از 
به مدت  g  15000سپس نمونه ها جهت رسوب گیري در دور.قرار گرفت

ژنومیک از روش فنل  DNAجهت تخلیص .دقیقه سانتریفیوژ گردید 20
  .کلروفرم ایزوامیل الکل استفاده شد

ا توالی زیر، طراحی  و ، ب lipl32پرایمرهاي اختصاصی جهت تکثیر ژن  
  .بررسی شد PCRویژگی و حساسیت تست 

lipL32F: 5  ́CCTAACTAAGGAGAGTCTATG 3´   
lipL32R: 5´ TTACTTAGTCGCGTCAGAAGC 3´   

  
واحد DNA ،1نانوگرم 100مقدار (میکرولیتر 50در حجم  PCRواکنش  

پیکومول از هر کدام از پرایمرها،  DNA Polymerase PFu  ،10آنزیم 
میلی  2به همراه  dNTP mix   ،buffer  10x pfuمیلی مولار   2/0

به  DNAبراي دناتوراسیون اولیه ، . تهیه گردید)   MgSO4مولار  
درجه سانتی گراد قرار داده شد و بعد از آن  93دقیقه در دماي  3مدت 

 DNAدقیقه، الحاق پرایمر ها به  1درجه به مدت  93دناتوراسیون در 
 1درجه به مدت  72دقیقه وتکثیر پرایمرها در  1به مدت  درجه 52هدف 

 PCRدقیقه مخلوط مواد  10چرخه تکرار شد و سرانجام  35دقیقه  در 
تمام نمونه ها توسط ژل   PCRمحصول  .  درجه قرار گرفت 72در 

  .الکتروفورز ارزیابی و تائید گردید 
به کمک کیت   لپتوسپیرا اینتروگانس سروار کانیکولاژن  PCRمحصول   
)Roche (  خالص سازي شده در وکتورpJET1.2/ blunt   الحاق

 قرار دادنپس از  .انتقال داده شد E.coli (Top10  (گردید و به باکتري
درجه  42سلول و وکتور به مدت یک ساعت روي یخ ، سلول ها در دماي 

سلسیوس به مدت یک ونیم دقیقه در بن ماري تحت تاثیر شوك گرمایی 
. دقیقه روي یخ قرار داده شدند 5ر گرفته و بلافاصله مجددا به مدت قرا

به  oC 37آگار حاوي آمپی سیلین در  LBنهایتا سلول ها روي پلیت 
در کلنی  lipl32 سپس حضور ژن .مدت یک شبانه روز انکوبه گردیدند

کلنی هاي نوترکیب در محیط . تائید گردید PCRهاي نوترکیب توسط 
LB یلین رشد کرده وتخلیص پلاسمید از سلول ها توسط حاوي آمپی س

پلاسمید نوترکیب جهت تعین توالی ژنوم مورد .انجام شد Rocheکیت  
  .فرانسه فرستاده شد Millegen نظر به شرکت
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  یافته ها 
 بود که نشان دهنده تکثیر ژن  bp 835بدست آمده  PCRمحصول  

lipl32 و سایز مارکر مورد تائید قرار   %1می باشد که با الکتروز  آگاروز
سپیرا نشان داد که در چهار سرووار بیماري زاي لپتو PCRنتایج . گرفت

وجود دارد در حالی که این ژن  LipL32ژن کد کننده پروتئین سطحی 
در لپتوسپیرا غیربیماري زا سرووار ساپروفیت بایفلکسا مشاهده 

براي لپتوسپیرا اینتروگانس سروار کانیکولا ژن تکثیر ).  1شکل(نگردید
) Top10(الحاق گردید و به باکتري  pJET1.2/ bluntیافته در وکتور 

E.coli  تایید کلنی هاي نوترکیب با برداشت از کلنی . انتقال داده شد
و  PCRآگار حاوي آمپی سیلین و انجام  LBهاي رشد یافته روي پلیت 

  ).2شکل(تکثیر ژن مورد نظر انجام شد 
 -LC) سرووار واکسینال کانیکولا  lipl32 مقایسه آنالیز توالی ژن

RTCC2805)انیکولا ثبت شده در با سرووارهاي مختلف لپتوسپیرا ک
مشخص نمود که بیشترین هم خوانی با سرووار  (GenBank) بانک ژنی 

کلون شده در تحقیق حاضر مربوط به لپتوسپیرا اینتروگانس سرووارهاي 
که جدایه هایی از کشور هاي  (AB094434 , DQ092412)کانیکولا 

پتوسپیرا تشابه می باشد و کمترین هم خوانی با ل% 6/99هند و ژاپن با  
که جدایه اي از کشور  AY763509) (اینتروگانس سرووار کانیکولا 

نتایج نشان داد که این ژن یک ژن ). 2، جدول 3شکل(دارد% 4/99با  چین
% 4/99حفاظت شده حتی در سرووار واکسینال  بومی می باشد و بالاي 

. دهدتشابه را با سرووارهاي مشابه در بانک ژنی در دیگر کشورها نشان می 
در بانک ژنی براي سرووارهاي مختلف  lipl32اطلاعات ژن  1جدول 

  .کانیکولا  را نشان می دهد

 
با استفاده از از پرایمرهاي  PCRالکتروفورز محصول  :1شکل 

جهت شناسایی سرووارهاي    lipl32اختصاصی بر اساس ژن 

به کمک مارکر  1%بیماریزا  از غیر بیماریزا  بر روي ژل آگاروز 
100bp  

1: L.Grippotyphosa  ,   2: L. Icterohaemorhagiae   , 3: 
L.Canicola ,  4:  ,L.Pomona        

 5- L.biflexa  

  
 Top10 (E.coli(در باکتري  lipl32 ژن کلون شده : 2شکل 

مثبت و شماره   PCR کلنی هاي11-10-7 -6-5-4-3- 2شماره هاي 
  منفی PCR کلنی هاي 9- 8-- 1هاي 

  
  

  
براي  lipl32درخت فیلوژنی بر اساس آنالیز توالی ژن :3 شکل

  سرووار کانیکولا
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  GenBank لپتوسپیرا کانیکولا  ثبت شده در    در مقایسه با سرووارهاي lipl32ابه و واگرایی توالی ژن درصد تش:2جدول 

  

  
  

  براي سرووارهاي مختلف کانیکولا   GenBankدر  lipl32اطلاعات ژن  :1جدول 
  

Organism Serovar Strain Accession No. Country 
L. interrogans Canicola Lin AY763509 China 

L. interrogans Canicola Lin AY609321 China 

L. interrogans Canicola - HM026175 India 

L. interrogans Canicola - DQ092412 India 

L. interrogans Canicola Hond Utrecht IV AJ580493 India 

L. interrogans Canicola Hond Utrecht IV AB094434 Japan 

  :باکتري لپتوسپیرا اینتروگانس سرووار واکسینال کانیکولا با سرووارهاي کانیکولا بانک ژنی lipl32نوکلئوتید ژن  آنالیز توالی
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  بحث

 نسان و حیوانمشترك بین ا هاي بیماري ترین شایع از یکی لپتوسپیروز
بالینی  علائم به اتکا با لپتوسپیروز تشخیص). 19-22(است جهان در

 یا باکتریایی هاي عفونت اغلب با آن بالینی تابلوي زیرا است مشکل
 الزامی آزمایشگاه به لیل اتکا د همین دارد به تشابه حاد ویروسی

 خیصاما تش  درمان می باشد قابل بیماري یک لپتوسپیروز. )21،22(است
 به درست و درمان تشخیص در تاخیر زیرا اهمیت دارد بسیار آن زودرس
به .  )23(انجامد می مرگ حتی و عوارض متعدد بروز و بیماري تشدید

 در تردید و تأخیر به داري معنی صورت به میر و مرگ گونه ایی که میزان
 مشاهده. )24(دارد لپتوسپیرا بستگی بالاي زایی بیماري و تشخیص

دارگ فیلد  میکروسوپ توسط کلینیکی هاي نمونه در یم باکتريمستق
 یگر د طرف مشکل و داراي حساسیت و ویژگی کمی می باشد و از بسیار

کشت،  وش ر با کلینیکی هاي نمونه از نیز باکتري جدا کردن و حساسیت
تا شش ( گیر وقت بسیار مشکل، بعلت داشتن نتیاج منفی کاذب زیاد،

 بر حساسی و مناسب است و روش ناموفق اغلب و دهبو طولانی و) هفته
میکروآگلوتیناسیون  بدین منظورآزمون . نیست لپتوسپیروز تشخیص اي

(MAT) شود می محسوب استاندارد بیماري روش این براي تشخیص 
 از سویه کافی تعداد دائمی داري نگه و داشتن به آزمون این ولی انجام

 اجرا قابل پرهزینه بوده و که دارد نیاز اآنه دائمی پاساژ و استاندارد هاي
   ).21،22،25.(نیست طبی هاي تشخیص آزمایشگاه در

حائز اهمیت می  تشخیص لپتوسپیروز براي سرولوژیکی هاي آزمون
 سرولوژیکی تشخیص ي ها ترین تست متداول از یکی الیزا.)26.(باشند
 توجه با و است شده بسیار رایج عفونی هاي تشخیص بیماري براي و است

 است داده نشان مطالعات اغلب در که توجهی قابل یژگی و و به حساسیت
می  (MAT)آگلوتیناسیون  میکرو اي آزمون بر مناسبی جانشین

در یک مطالعه که به منظور بررسی تشخیص ). 26-28(باشد
انجام گردید در  LIPL32لپتوسپیروزیس در گاوها بر اساس الایزا بر پایه 

 rLipL32)و الایزا  (MAT)میکروآگلوتیناسیون  مونمقایسه بین آز
IgG ELISA)  نتایج نشان داد الایزا بر پایه آنتی ژن نوترکیب

rLipL32 میکرو داراي اختصاصیت و حساسیت بیشتر نسبت به آزمون 
 می باشد و می تواند جایگزینی براي آزمون MAT)(آگلوتیناسیون 

لپتوسپیرا در گاوها در تشخیص عفونت  MATمیکروآگلوتیناسیون 
 در مطالعه دیگري که به منظور بررسی آنتی ژن نوترکیب. )29(گردد

LipL41  لپتوسپیرا اینتروگانس سرووار کانیکولا در الایزا براي تشخیص
لپتوسپیروزیس در گاوها انجام گردید نتایج این مطالعه مشخص نمود که 

اي در تشخیص می تواند به عنوان کاندیدrLipL41 پروتئین نوترکیب 
 .)30(سرولوژیکی عفونت لپتوسپیروزیس در گاوها مورد قبول قرار گیرد

و همکاران جهت کلونینگ و آنالیز   Amuthaتوسطدر تحقیقی که 
سجرو انجام گرفت سرووار  اینتروگانس سرووارلپتوسپیرا lipl32توالی ژن 

عه نتایج این مطال. مقایسه شد (GenBank)بانک ژنی  مورد مطالعه با
می تواند در آینده  براي بیان  (lipl32)مشخص نمود که کلون این ژن 

یک پروتئین نوترکیب براي تشخیص سرمی بیماري لپتوسپیروزیس 
نتایج حاصل تحقیق ما با نتایج مطالعات سایر محققین  .)31(استفاده گردد

یک ژن پایدار است که ) lipl32(ژن حاکی از این می باشد که این 
از به بالا در سرووارهاي مختلف بیماري زا شباهت دارد و  %90حداقل 

در ) lipl32(ژن درجه بالایی از حفاظت شدگی برخوردار می باشد و این 
-34، 14(بیماري زایی این باکتري در سرووارهاي بیماري زا نقش دارد

32 .(  
این   ’5لازم به ذکر می باشد که ساختار نامناسب توالی بخش 

 راحی یک پرایمر مناسب به منظور تکثیر کل ژن ، ط (lipl32)ژن
lipl32یکی از ویژگی هاي تحقیق حاضر، در . را مشکل نموده است

 Lipl32خصوص طراحی پرایمر در مورد ژن کد کننده پروتئین سطحی
می باشد، که در طراحی پرایمر کل ژن مد نظر قرار گرفته است که می 

در کلونینگ و بیان یک آنتی ژن ) lipl32(ژن این تواند در گام بعدي از 
نوترکیب استفاده نمود که از این آنتی ژن، هم می توان در تهیه یک 
واکسن نوترکیب موثر و کارآمد و هم در کیت هاي تشخیصی سرولوژیکی 

  .مانند الایزا استفاده نمود 
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