
 
 

 
 

 
 

 
 مقاله پژوهشی

 وبیولوژی دامپزشکینشریه میکر

، 0410دوم، پاییز و زمستان شماره دهم، جهدوره 

 01-01:  45پیاپی 

 لپتوسپیرا در سرووارهای بیماریزای   flaB2بررسی مولکولی ژن فلاژلین 

 4، مجید تبیانیان3، مجید اسمعیلی زاد2، سهیلا مرادی بیدهندی*2، پژواک خاکی1سپیده حق نظری   

 میکروبیولوژی، دانشگاه ی علوم زیستی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران شمال، تهران، ایراندانشجوی دکتری، گروه  -1

 بخش میکروب شناسی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران -2

 حقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تتحقیق و توسعه بخش -3

 بخش ایمنی شناسی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایران -4

 29/03/1402تاریخ پذیرش:    22/09/1401تاریخ دریافت: 

 چکیده

 پروتئین FLaB2گردد.  می ایجادا بیماریز لپتوسپیراهای توسط حیوانات می باشد که و انسان بین مشترک عفونی بیماری یک لپتوسپیروزیس

شده  حفظ لپتوسپیرادر بین تمام سرووارهای بیماریزای این پروتئین شوند.  می بیان در میزبان عفونت طی در که باشد می پری پلاسمی تاژک

 در ایران می لپتوسپیرا بیماریزای هایسرووار در PCR     روشبه   flaB2 فلاژلینمولکولی ژن کد کننده  بررسیهدف از این تحقیق  است.

 در محیط کشت اختصاصی سرووار فوق 22 گردید. استفاده لپتوسپیراو دو سرووار غیر بیماریزای  سرووار بیماریزا 20در این تحقیق  .باشد

EMJH کشت داده شدند و DNA  ژن رجهت تکثی .کلروفرم تخلیص گردیدژنومیک با استفاده از روش استاندارد فنل flaB2   پرایمرهای

 1000 ای به طول با تولید قطعه flaB2  روی ژن PCR نتایج مورد بررسی قرار گرفت. PCR اختصاصی طراحی و حساسیت و ویژگی آن در

 L. biflexa غیربیماریزای لپتوسپیراهایوجود دارد، این ژن در   flaB2 ژن لپتوسپیرازای  سرووار بیماری 20که در همه  جفت باز نشان داد

شناسایی مولکولی ژن بنابراین  .در سرووارهای بیماری زا وجود داردفقط   flaB2 کدکننده دهد که ژن نشان می د. یافته هامشاهده نگردی

flaB2  برخوردار است. بالایی اهمیت از لپتوسپیرا  سرووارهای بیماری زا از غیربیماری زا رای تشخیصب  

  flaB2، PCR  ، سرووار، الپتوسپیر لپتوسپیروزیس، : لمات کلیدیک
 نویسنده مسئول:  پژواک خاکی*

 بخش میکروب شناسی، موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی، کرج، ایرانآدرس: 
khakipejvak53@gmail.com پست الکترونیک:
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 مقدمه

 انسان بین مشپترک  عفونی بیماری یک لپتوسپپیروزیس 

 توسط که با انتشار جهانی می باشد حیوانات )زئونوز( و

و  3، 4گردد) می ایجاد اینتروگانس لپتوسپپپپیرا باکتری

 می باشپپد مبتلا دام ادرار منبع آلودگی، مهمترین. (13

 انسان کند، می دفع ادرار از راه را لپتوسپپیرا  باکتری که

 دام رحم محتویات و یا ادرار با آلودگی نتیجه در بیشتر

 و باران خیز مناطق در شپپپود. بیماری می بیمار مبتلا،

 یخنث pH یخاک دارا و در داشته بیشتری اشاعه معتدل

، 2، 6) دهد ینقاط رخ م ریاز سپپپا شپپپتریب ییایقل مهین ای

   (.11و 12

 را پراکندگی بیشپپترین جهان اغلب مناطق درلپتوسپپپیرا 

اسپپپت. با توجه به  بیماری زا دام و انسپپپان دارد و برای

اهمیپت جنبپه هپای بهپداشپپپتی و اقتصپپپادی نپاشپپپی از       

لپتوسپپپپیروزیس، بررسپپپی و مطپالعه روش های سپپپریع   

 از امری مهم تلقی می گردد. یکیتشخیص این بیماری 

 لپتوسپپپیروزیس، به مربوط تحقیقات مهم رویکردهای

خارجی، لیپوپروتئین ها،  غشپپای های شپپناسپپایی پروتئین

 فپاکتورهپای ویرولانس، ادهسپپپین ها و فاکتور فلاژلین  

 می بیان در میزبان عفونت طی در شپپد که باکتری این

 (.23و  20، 13شوند)

 بین اساس ارتباط و پایه ها باکتری غشایی های پروتئین

این  که آنجایی از و بوده میزبان و زا بیماری باکتری

 سلول با که هستند باکتریایی ترکیبات اولین ها پروتئین

 منظور بپپه بنپپابراین دهنپپد می مپیزبپپان واکنش  هپپای

 حائز نوترکیب های واکسپپن تهیه و بیماری تشپپخیص

لیپوپروتئین هپپای  .(20، 14و  1بپپاشپپپنپپد)  می اهمیپپت

LipL45 ،LipL32، LipL21، LipL41، LipL46 ،

ompL1 فپپپاکپپپتپپپورهپپپای ویپپپرولانپپپس ،Loa22  ،

Hsp58،SphH  ،ChpK ادهسپپپین هپپای ،Lsa44,45 ،

Lsa19, Lsa20, Lsa21، Lsa26 Lsa46,47 ،LenA  و

می تواننپد کپانپدیپدهای      FlaBفپاکتور فلاژلین پروتئین  

 پتوسپیرالاکتری خوبی برای تهیه واکسن های نوترکیب ب

  .(32و   12، 1،11، 1باشند)

تحرک لپتوسپپیرال توسط دو تاژک پری پلاسمی شامل  

که به ترتیب  FlaB و  FlaAشپپپامپل دو پروتئین مجزا، 

 دهند، همچنین نتایج را تشکیل می فلاژلو مرکز  غلاف

حاصپل از میکروسکو  الکترونی نشان دهنده آن است  

ناقص دارد و فاقد  اندوفلاژل ، FlaBکه موتانت و جهش

رکت بدون ح لپتوسپیرادر کل باکتری  .باشد تحرک می

شپپپوند و حرکت در نتیجه شرخش  مرده محسپپپوب می

 (.22و 19، 10، 9)باشد می فلاژل

و ژن  (flaA2و   flaA1دارای دو زیر واحپپد ) flaAژن 

flaB  ( دارای شهپپار زیر واحپپد,flaB4 flaB1 ,flaB2 

,flaB3)  می باشد. نتایج به دست آمده نشان می دهد که

flaB2    در بالادسپت ژن بیان می شود و احتمال داده می

به طور جداگانه رونویسپپپی  flaB2 و   flaB1شپپپود که 

شپده اند و توسط یک اپرون رونویسی که به وسیله یک  

پروموتور کنترل می شپپود تشپپکیل نمی شپپوند. همچنین  

نقش مهمی در بیماریزایی   flaB2ژن کد کننده فلاژلین 

و  23، 22، 16، 2بیماری زا ایفا می کند) لپتوسپپپپیراهپای 

29.) 

هپدف از این تحقیق تشپپپخیص مولکولی ژن کد کننده  

های بیماری در سپپرووارPCR  روشبه   flaB2 فلاژلین

 .باشد در ایران میلپتوسپیرا باکتری  زای

 :ها مواد و روش

 سرووارهای مورد استفاده:

و  پیرالپتوسزای  سپرووار بیماری  بیسپت  تحقیق ازدر این 

موجود در آزمایشپپگاه رفرانس دو سپپرووار غیربیماریزا 

و  شپناسپی مسسپسه واکسن    بخش میکروبدر  لپتوسپپیرا 

 (1گردید)جدول سازی رازی کرج استفاده  سرم

 



  02. ...................................................................................و همکاران( حق نظری...)در  flaB2بررسی مولکولی ژن فلاژلین 

 

 
سرووارهای مورد استفاده در این تحقیق :2جدول   

 

 

 

 

 

RTCC*:Razi Type CultureCollection                
 

 

 

 
                                                                                                                                                                                                                     

 :کشت
 EMJH هپپا در محیط کشپپپت اختصپپپاصپپپی  بپاکتری 

(USA,Difco)  های  همراه با سپپپرم خرگوش و مکمل

درجه سپپپانتیگراد  21غذایی در شپپپرایط هوازی و دمای 

ها توسط  روز رشد آن 2-11کشت داده شدند و بعد از 

مورد بررسی   (Dark Field)سپیاه  میکروسپکو  زمینه  

گیری در  ها جهت رسپپپوب قرار گرفت. سپپپپس نمونه

درجه سانتیگراد  4دقیقه و دمای  20به مدت دور  12000

 سانتریفیوژ گردیدند. 

 

 :DNAاستخراج 

ژنومیک از روش استاندارد فنل  DNA جهت اسپتخراج 

 کلروفرم ایزوامیل الکل اسپپتفاده شپپد. کیفیت و کمیت 

DNA   اسپپتخراج شپپده به ترتیب توسپپط الکتروفورز ژل

از دسپپپتگپپاه  DNA آگپپارز و جهپپت ارزیپپابی غلظپپت

*RTCC شماره         نام سویه  
*RTCC 

 شماره نام سویه

2824            L. Canicola    12  2802           L. Autumnalis 1 

2825       L. Grippotyphosa     13  2805 L.Canicola 2 

2828           L. Semanerga     14  2808 L. Grippotyphosa 3 

2829          L. Pomona      15  2810         L. Serjoe hardjo 4 

2830         L. Autumnalis     16  2812 L. Icterohaemorrhagiae 5 

2835         L. Pyrogenes     17  2815            L. Pomona 6 

2836           L.  Canicola         18 2817        L. Serjoe  Serjoe 7 

2837 L.  Icterohaemorrhagiae     19 2819          L. Semanerga 8 

2840           L. Australis     20  2821         L. Serjoe hardjo 9 

2841    L.  Laitype lanylokowii     21  2822 L. Pomona 10 

 
     22      L. Serjoe hardjo bovis     2843                         

 
 2823 

 

    L. Icterohaemorrhagiae 11 
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اسپپپتفپاده گردید. به   nm260  نپانودرا  در طول موج 

، نسپپپبت جذب نوری  DNAمنظور تعیین میزان خلوص

به ذکر است  لازممورد بررسپی قرار گرفت و   210/260

 تخلیص شده می DNA بیانگر خلوص 1/1-2که میزان 

 .باشد

 طراحی پرایمر:

 جهتطراحی شده در این مطالعه پرایمرهای اختصاصی 

طراحی گردید. Oligo 7 افزار با نرمflaB2   تکثیر ژن

 :باشد توالی این جفت پرایمر به صورت زیر می
 

 
flaB2   جهت تکثیر ژن طراحی شده در این مطالعه  پرایمرهای (:0جدول )

 

 :پرایمر تعیین حساسیت

که  DNA بدسپپت آوردن کم ترین حد از مقدار  جهت

 طراحی شپپده  با پرایمرهای اختصپپاصپپی  PCR واکنش

و تکثیر  ،تواننپپد آن را تشپپپخیص دهنپپد  مورد نظر می

 اسپپپتفاده L. Canicola لپتوسپپپپیرا صپپپورت گیرد، از

 مورد نظر از غلظت DNA . به این منظور نمونهگردیپد 

ng/µl  100 تپپا pg/µl 0001/0 قیق شپپپد. در تهیپپه و ر

از هر رقت ریخته و لاندا  1نهایت درون هر میکروتیوب 

 .با پرایمرهای اختصاصی انجام گرفت PCR آزمایش

 

 

 

 

 

 

 پرایمر:تعیین غلظت 

برای بدست آوردن بهترین غلظت از پرایمر جهت انجام 

مقپپادیر مختلپ پرایمرهپپا کپپه در  ، PCRهپپای واکنش

  به آنها اشاره شده است، آزمایش شد. 3جدول 

 
 

 PCR جهت بهینه سازی پرایمر مناسبغلظت  (:3جدول)

 غلظت پرایمر µlحجم 

2 1/5 1 0/5 10 pmol 

 تعیین ویژگی پرایمر:

 زابیماری لپتوسپپپپیراهایتنها در  flaB2 ژناز آنجایی که 

، پس در نتیجه تعیین اختصاصی بودن پرایمر حضور دارد

های بیماریزای این باکتری، بسیار  برای نمونه  flaB2 ژن

این عمل باشپپد. برای انجام  ضپپروری و حائز اهمیت می

سپپرووار بیماریزای یک اسپپتخراج شپپده  DNA بر روی

به عنوان کنترل  L. interrogans Canicola لپتوسپپپیرا

 ،Pasteurella multusidaو همچنین باکتری های مثبت
E. coli، Salmonella enteritidis، Klebsiella، 

به همراه پرایمرهای اختصپاصی مورد نظر   PCR واکنش

 .انجام شد

 

Primers Sequence (5' → 3') Fragment Length (bp) Tm 
(˚C) 

GC% 

Forward primer tgg tct gaa tac tgt cca tc 1050 55.25 45 

Reverse primer ctt tat cta cct tcc ctc ctg 57.87 47.62 



  03. ...................................................................................و همکاران( حق نظری...)در  flaB2بررسی مولکولی ژن فلاژلین 

 

 :مراز زنجیره ای پلیواکنش 

به ازای هر نمونه،  ماکرولیتر 16در حجم  PCR واکنش

میکرولیتر پرایمر  1مپیپکپرولپیپتپر پپرایمر پیش رو،         1

 6پیکو مولار از هر کپپدام( و 10معکوس )بپپا غلظپپت 

سپپپپاخپپت  Master Mix (Ampliqon A/Sمیکرولیتر 

و  dNTPsکشور دانمارک( که شامل میزان مشخصی از 

MgCl2  وTaq DNA polymerase  است و غلظت آن

x2  می باشد در یک میکروتیو  استریل مخلوط شده و

نانو گرم به آن  300با غلظت  DNAمیکرولیتر  1سپپپپس 

 افزوده شد. 

دقیقه در  0مدت  به  DNAبرای دنپاتوراسپپپیون اولیپه،   

درجه سپپپانتیگراد قرار داده شپپپد و بعد از آن   94دمپای  

دقیقه،  1مدت  گراد بهدرجه سپپانتی 94دناتوراسپپیون در 

درجه سپپانتیگراد  02هدف در  DNA الحاق پرایمرها به

درجه سانتیگراد  22دقیقه و تکثیر پرایمرها در  1به مدت 

 10شرخه تکرار شپپد و سپپرانجام  30دقیقه در  1به مدت

درجه سپپپانتیگراد قرار  22دقیقپه جهپت تکثیر نهایی در   

 آگارز ها توسپپط ژل مونهتمام ن PCR گرفت. محصپپول

 .الکتروفورز ارزیابی و تأیید گردید 1%

 یافته ها:

 :تعیین دمای اتصال پرایمرها

با دماهای  L. canicola در این مرحله بر روی سپپرووار

که  ،انجام شپپد PCR واکنش C 64°الی  C 02°اتصپپال

در نظر گرفته  C 62°در نهایت دمای اتصپپپال مناسپپپب 

 .(1)شکل شد

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR لاتنتایج حاصل از الکتروفورز محصو(1)شکل 

 %1در دماهای مختلپ بر روی ژل آگارز 

(M  سپپپایز مپارکر :)bp 100( ،1 :)°C 9/01( ،2 :)°C 

2\02( ،3 :)°C 04( ،4 :)°C 4\00( ،0 :)°C 9\06( ،6 :)

°C 0\01( ،2 :)°C 1\60( ،1 :)°C 2\62، 

 (9:)°C 6/63 ( ،10:)°C 64 ( ،11کنترل منفی :) 

 

 

 تست حساسیت:

 تخلیص  DNAه جهت انجام آزمایش تعیین حساسیت،ب

  pg 0001/0 تا ng 100 از غلظت L. canicola شپپده

انجام گرفت. همانطور  PCR رقیق شپپد و سپپپس واکنش

با  PCR شپود، حساسیت  می ملاحظه 1-1که در شپکل  

پیکوگرم نتپپایج مثبپپت  10پرایمرهپای انتخپپابی تپپا رقپپت  

 مشپپاهده شپپد که این نتایج نشپپانگر آن اسپپت که اگر   

1000 bp 

1050 bp 1000 bp 
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DNA  پیکوگرم رقیق کنیم این تسپپپت به همراه  10را تا

 پرایمرهای اختصپاصپی قادر به شپناسایی و تکثیر آن می   

 .باشد

 

 

 

 

 

 

  

( نتایج حاصپپپل از الکتروفورز جهت تعیین 1-1شپپپکل)

 DNAحساسیت برای رقت های مختلپ 

                       (M سایز مارکر :)bp 100( ،1 )ng 100 ،

(2 )ng 10( ،3 )ng 1( ،4 )pg 100( ،0 )pg 10( ،0 )pg 

10( ،6 )pg 1 ، 

                                         (2 )pg 1/0( ،1 )pg 01/0 ،

(9 )pg 001/0( ،10 )pg 0001/0( ،11کنترل منفی ) 

 

 تعیین غلظت:

 Forward از هر یک از پرایمرهای های متفاوت غلظت

نتایج در شپپکل  .مورد بررسپپی قرار گرفت Reverse و

نشپپپان داده شپپپده اسپپپت. در نهایت با مقایسپپپه بین  1-2

های مختلپ  بپانپدهای ایجاد شپپپده حاصپپپل از غلظت   

به عنوان غلظت  µl 1و حجم  pmol 10 رمقداپرایمرها، 

 .بهینه در نظر گرفته شد

 

 

 

 

                                        

 لاتنتایج حاصپل از الکتروفورز محصو  (2-1شپکل)    

PCR های مختلپ پرایمرها با غلظت 

                                          (M  سپایز مارکر :)bp 100 ،

(1 )µl 0/0( ،2 )µl1(،3 )µl 0/1(،4 )µl 2( ،0 کنترل )

 منفی

 

 

 

 

 تعیین ویژگی: 

شپپپود، در  می ملاحظپپه 3-1همپانطور کپپه در شپپپکپل   

ژن کپپد کننپپده  لپتوسپپپپیرازای  سپپپرووارهپپای بیمپپاری

داشته ولی در شهار باکتری دیگر وجود   FlaB2پروتئین

 د.مشاهده نگردی

 

1050 bp 

1050 bp 1000 bp 

1000 bp 
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 PCR لاتنتپپایج الکتروفورز محصپپپو (3-1شپپپکپپل)

مختلپ بر روی  های زا و باکتری سپپپرووارهای بیماری

 %1ژل آگارز 

(M   سپپپپپایپپز مپپارکپپر :)bp 100( ،1)Pasteurella 

multusida( ،2) E. coli( ،3) Salmonella 

enteritidis( ،4) Klebsiella( ،0 )L. canicola  کنترل(

 ( کنترل منفی6) مثبت(،

 

در سرووارهای مورد  flaB2 حضور ژنبررسیی  

 :مطالعه

 جفت باز1000 به دست آمده یک قطعه PCR محصول

بود که سپس  داد که نشان دهنده تکثیر ژن  را نشپان می 

درصد و با استفاده  1توسط الکتروفورز روی ژل آگارز 

مورد   bp 100 (Germany BioRon،) از سپپایز مارکر

لاژلین ف ژن کد کنندهتأیید قرار گرفت و نشپپپان داد که 

flaB2 1)شکل زا حضور داشته در سرووارهای بیماری-

جود و بایفلکسادر حالی که در سرووار غیربیماریزای  (4

در  flaB2 کد کننده فلاژلینژن  .(0-1)شپپپکپل  نپدارد 

بیماریزا حضپپپور  غیر سپپپرووارهای بیماری زا برخلاف

 (.P<0/05)دارد

 

 

 

 
 

 

                               

 

 

 PCR ،12 لاتنتایج الکتروفورز محصپپو (:4-1شپپکل )

 مورد مطالعه لپتوسپیراینمونه بیماریزای 

                                          (M  سپایز مارکر :)bp 100 ،

(: کنترل 13، )لپتوسپیرا(: سرووارهای بیماریزای 12تا  1)

 منفی

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 PCR لاتنپتپپایج الکتروفورز محصپپپو (0-1شپپپکپپل)

ر روی ب لپتوسپپپیرای اسپپرووارهای بیماریزا و غیر بیماریز

 %1ژل آگارز 

(M سپپپپایز مپپارکر :)bp 100( ،1 :)L. interrogans 

serovar Serjoe hardjo( ،2:) ،L. interrogans 

serovar Autumnalis ، 

(3 :)L.biflexa (RTCC 2819)( ،4 :کنترل مثبت :)L. 

interrogans serovar Canicola ،(0کنترل منفی :) 

1050 bp 

1000 bp 

1050 bp 1000 bp 

1050 bp 

1000 bp 

1000 bp 

1050 bp 

1000 bp 
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 بحث:

 از و مسپپری  عفونی بیماری های از یکی لپتوسپپپیروز 

اسپپت. این  حیوانات و انسپپان بین مشپپترک بیماری های

 شپپناسپپایی  ما کشپپور در پیش قرن نیم بیماری بیش از

 انواع در آن وقوع از مختلفی گزارشات کنون تا و شده

 از منابع برخی در .اسپپت منتشپپر شپپده  اهلی حیوانات

 شپپده یاد بازپدید بیماری یک عنوان به لپتوسپپپیروزیس

 انجام اخیر دهه در متعددی که مطالعات ایران در .است

بیماری در برخی نقاط  این شپپیوع افزایش بیانگر شپپده،

با . است موجود سرووارهای های تنوع افزایش و کشور

توجه به اهمیت جنبه های بهداشپتی و اقتصپپادی ناشی از  

لپتوسپپپپیروزیس، بررسپپپی و مطپالعه روش های سپپپریع   

و  2،9تشپپپخیص این بیمپاری امری مهم تلقی می گردد) 

13).  

بیماری حاد بوده و به سپپپپپپرعت  لپتوسپپپپپپپیروزیس یک

بنابراین تشپپپپپپپپخیص زودرس و ، یابد گسپپپپپپپپترش می

 روشسپپپپپپریع آن اهمیت بسیاری در درمان آن د ارد.  

بپپپپرای تشپپپپخیص لپتوسپپپپیروزیس در       مولکولی های

 باشند. واکنش می اعتماد و قابل سریعمراحپپپپل اولیپپه   

 بالا ویژگی و حسپپپاسپپپیت دلیل به ای پلیمراز زنجیره

 کرده پیدا لپتوسپیروز تشخیص در زیادی بسپیار  کاربرد

 های گونه سپپپریع تایپینگ توانایی روش این اسپپپت

 های بررسی در و دارد سروگرو  حد را در لپتوسپپیرا 

با (. 10و  2گیرد) می قرار اسپپتفاده مورد اپیدمیولوژیکی

 رایلپتوسپپپ  یزا یماریفاکتور ب کی FlaB توجه به آنکه
شپپده و توسپپط   انیعفونت ب یدر ط نیهمچن ،باشپپدی م

ژن  نیا جهیدر نت ،باشپپدی م صیقابل تشپپخ مارانیسپپرم ب

بر  نواکسپپ دیبه منظور تول یمناسپپب یدایکاند تواندی م

 (.29د)زا باش یماریب یراهایلپتوسپاز  یضد عفونت ناش

همچنین می تواند به عنوان یک کاندید  FlaB2پروتئین 

 یرالپتوسپپپجدید برای شپپناسپپایی مولکولی سپپرووارهای  

برای محپپافظپپت در برابر عفونپپت بپپاشپپپد. بپپا این حپپال،  

تحقیقپات بیشپپپتری برای تأیید بیماری زایی و هم شنین  

مورد نیاز می باشپپپد. با  FlaB2فعپالیت حفاتتی پروتئین  

در گونه های بیماری زای  FlaB2توجه به اینکه پروتئین 

شپناسپایی شده اما در گونه های غیربیماری زا    لپتوسپپیرا 

برای   flaB2روی ژن  PCRآزمپپایش وجپود نپپدارد  

امات در اقد لپتوسپپپیرا تشپپخیص گونه های بیماری زای  

 (.22بالینی بسیار مفید می باشد)

در کشپپپور ایران در طی سپپپالهای اخیر تحقیقات متنوع  

رت گرفته صو لپتوسپیراسرولوژیکی و مولکولی بر روی 

وسپپسپپپه  که در ملپتوسپپپپیرا اینتروگانس باکتری  .اسپپت 

بر روی ژن اکسپن و سپرم سازی رازی کرج   تحقیقات و

مورد مطالعه قرار  بیماریزا لپتوسپپپیراهای های متعددی از

 ، loa22،lipl21از جمله ژن هایی مانند: گرفتپه اسپپپت  

Lipl41(1 ،6 ،2 ،13 ،22  31و).      بپا توجپه بپه اینکپه که

سپپپرووارهای در  flaB2 نهیچ مطالعه ای مبنی بر بیان ژ

شده در ایران تاکنون انجام ن لپتوسپپیرا واکسپینال و بومی  

بررسپپی، شپپناسپپایی، توالی یابی، بیان و بررسپپی   . اسپپت

و روش های سرولوژیکی مانند  ایمنی زایی این آنتی ژن

ELISA (.32، 29، 21)ضرورت دارد 

هپدف از این تحقیق تشپپپخیص مولکولی ژن کد کننده  

باکتری  هایدر سپپرووارPCR  روشبه   flaB2 فلاژلین

 . باشد در ایران می پیرا اینتروگانسلپتوس

برای شناسایی   flaB2در پژوهش حاضپر پرایمرهای ژن  

سپپرووارهای بیماری زا از سپپرووارهای غیربیماری زا به  

صپپورت اختصپپاصپپی طراحی شپپده اسپپت. پرایمر مورد  

قادر به تولید  FlaB2استفاده برای ژن کد کننده پروتئین 

در این مطالعه،  PCRبود، بر اساس نتایج  bp 1000قطعه 

سپرووار بیماری زا مشاهده اما در   20در  bp1000 قطعه 

سپرووارهای ساپروفیت مشاهده نگردید. این نتایج نشان  
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می دهد که این ژن تنها در سپپرووارهای بیماری زا مورد 

 مطالعه شده بیان می شود.

و همکاران مطالعه با  C. D. Gamage، 2012در سپپپال 

ووارهای های بیماری زای هپدف تعیین وضپپپعیت سپپپر  

در گاوها در سپپپریلانکا مطالعه فوق را انجام  لپتوسپپپپیرا

استخراج و با  flaB  لپتوسپپیرا برای تشپخیص، ژن   دادند.

همه   flaB انجپام شپپپد. پرایمرهای خاص  PCR روش

 جدایه های پاتوژن را شناسایی و این نشانگر حضور ژن

flaB    نتایج  بیماری زا بود. لپتوسپپپپیراهایتنهپا در میان

ز ا لپتوسپپپپیرانشپپپان داد کپه بخش بپالایی از نمونه های   

سرووارهای بیماری زاست، که می تواند به عنوان مخزن 

 (.0مهم برای بیماری های انسانی عمل کند)

 Kalimuthusamy، 2010در سپپپپپپپپپپال 

Natarajaseenivasan  و همکاران شپپناسپپایی ژنFlaB 

 بیماریزا را انجام دادند. هایلپتوسپپپیرادر  PCR مبتنی بر

PCR   با مجموعه پرایمرهای اختصپاصی برای گونه های

هیچ یک از سرووارهای  بیماری زا انجام شد. لپتوسپیرای

سپپپاپروفیت با این مجموعه های پرایمر محصپپپولاتی به  

همه جدایه های   flaB پرایمرهای خاص .همراه نداشتند

تنها   flaB ژن پاتوژن را شپناسپایی و این نشپانگر حضور   

ه بیماری زا بود. نتایج نشپپان داد ک لپتوسپپپیراهایدر میان 

یماری زا ب لپتوسپپپیراهایاین روشپپی مفید برای تمایز بین 

کارایی اجرای این تکنیک ها مبتنی  و سپاپروفیت است. 

یماری زا ب لپتوسپیرای، برای شناسایی سویه های PCRبر 

 .(10و ساپروفیت را تأیید می کند)

ما با یافته های سایر محققین در مورد حضور  PCRنتایج 

بیماری زا و عدم وجود آن  لپتوسپپپپیراهایدر  flaB2ژن 

در سپرووارهای غیربیماری زا مطابقت داشپپت، که نشان  

ی م لپتوسپپپپیرادهنپده نقش احتمپالی این ژن در پپاتوژنز    

 باشد.

 لپتوسپپپپیراهایدر میان  FlaB2 ناز آن جایی که پروتئی

 لپتوسپپپیراهاییزا شپپناسپپایی شپپده اسپپت ولی در    بیمار

بر  PCR زا حضپپپور ندارد بنابراین آزمایش غیربیماری

زا  ماریبی لپتوسپیراهایرای تشخیص ب  flaB2 مبنای ژن

های کلینیکی بسپپپیار مفید اسپپپت. این مطلب   در نمونپه 

 بیانگر آن است که این ژن فقط در سرووارهای بیماری

و تنها در این سپپپرووارها  زای مورد مطپالعپه وجود دارد  

 شود.  بیان می

با توجه به نتایج به دست آمده در این مطالعه می توان به 

را می توان بپه عنوان    flaB2این نتیجپه رسپپپیپپد کپپه ژن  

تشپپخیص مولکولی برای تمایز بین سپپرووارهای بیماری  

 PCR با اسپپتفاده از تکنیک لپتوسپپپیرازا و غیر بیماری زا 

 (.31و  22، 19،22، 13، 2،10، 0به کار گرفت)

 تشکر و قدردانی
مسسپسپه تحقیقات واکسن و    حمایت مالینگارندگان از 

همه کارکنان آزمایشگاه مرجع  ،سپرم سازی رازی کرج 

بخش میکروبشناسی مسسسه تحقیقاتی واکسن ( لپتوسپیرا

گپپروه ( و هپپمپپچپپنپپیپپن و سپپپرم سپپپپازی رازی کپپرج 

 تهران شمالمی واحد لامیکروبیولوژی دانشپگاه آزاد اس 

 .نمایند سپاسگزاری می

-961023)این تحقیق بر اسپپپاس پروژه تحقیقپاتی با کد 

مسسسه تحقیقاتی واکسن در ( 96040-106-11-11-12

 انجام شده است. و سرم سازی رازی کرج

 

 

 

 

 

 

 

 

1000 bp 
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Abstract 

Leptospirosis is a common zoonotic infectious disease, that cause by pathogenic Leptospires. 

FlaB2 is a periplasmic flagellum protein that is expressed during infection in the host. This 

protein is conserved among all pathogenic Leptospiral serovars. The aims of this study was 

molecular evalution of the gene encoding FlaB2 protein by PCR method in pathogenic 

Leptospira serovars in Iran. In this study, 20 pathogenic Leptospira serovars and two non-

pathogenic Leptospira serovars were used. All 22 Leptospira serovars were cultured into the 

selective medium EMJH and genomic DNA was purified using standard phenol-chloroform 

method. Specific primers were designed for amplification of flaB2 gene and its sensitivity and 

specificity were evaluated by PCR. The results of PCR product of flaB2 gene was 1050 bp and 

it was observed that all 20 pathogenic leptospira serovars contained the flaB2 gene. This gene 

was not amplified from two non-pathogenic L. biflexa. The results of this study showed that the 

gene flaB2 gene was present only in pathogenic serovars. Therefore, molecular 

characterization of  flaB2 gene is important for detection of pathogenic serovars from non-

pathogenic Leptospira serovars. 
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