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  تهج تبثم لرتنک دیلوت فده اب lipL41 نژ گنینولک
  ازیرامیب یاهاریپسوتپل صیخشت

 
 1یناطلس اضر امس و 1ینیسح هاش نسح دمحم ،2یدنهدیب یدارم لایهس ،*2یکاخ كاوژپ ،1یناطلس تاداس میرم

 
 ناریا ،نارهت ،تاقیقحت و مولع دحاو یملاسا دازآ هاگشناد ،یسانش تسیز هورگ -1
 ناریا ،جرک ،يزار يزاس مرس و نسکاو یتاقیقحت زکرم ،یسانش بورکیم شخب -2

 
 9391 نیدرورف 92 :شریذپ خیرات   2391 نابآ 21 :تفایرد خیرات

 هدیكچ
   ای LipL41    هاک هداش  خاشم  .داشاب  یام  ینااهج   رااشتنا ااب ناویح و ناسنا نیب كرتشم ياه يرامیب نیرت عیاش زا یکی ،سیزوریپسوتپل      
  نیانچمه و یکیژولورس  یخشت ياه شور رد دناوت یم و دراد دوجو ازیرامیب ياه اریپسوتپل رد هک دشاب یم  ینژونومیا یجراخ ياشغ نیئتورپ
  هاب lipL41   نژ تایایووخ زا يرایگ هرهب قیقحت نیا زا فده .دوش هدرب راک هب بیکرتون ياه نسکاو هیهت رد بسانم يادیدناک  ی ناونع هب
      ناپ زا قایقحت نایا رد .داشاب  یام PCR    زا هداهتاسا ااب ازیراامیبریغ زا اریپسوتپل يازیرامیب ياهراوورس قارتفا رد تبثم لرتنک  ی یحارط روظنم
   و دنداش هداد تاشک (EMJH)    یایاوتخا تاشک  یاحم رد اه يرتکاب .دیدرگ هداهتسا ازیرامیب ریغ راوورس  ی و اریپسوتپل يازیرامیب راوورس

DNA نژ .دیدرگ  یلخت اه نآ  یمونژ lipL41 لواوحم   ،راظن دروام نژ گنینولک ماجنا تهج .دش ریثکت ییاوتخا ياهرمیارپ زا هداهتسا اب  
PCR، روتکو رد و هدش يزاس  لاخ pTZ57R/T یلک ایشیرشا يرتکاب رد و دیدرگ قاحلا (Top10) رواوح داییأت   .دایدرگ نوالک   lipL41 رد 
 .    داش مااجنا راظن دروام نژ ریثکت و PCR ماجنا و نیلیس یپمآ يواح راگآ LB تیلپ يور هتفای دشر ياه ینلک زا تشادرب اب بیکرتون ياه ینلک
      ای هدامآ تاسد هاب PCR  لواوحم .دش فدارت نییعت رظن دروم نژ يواح دیمسلاپ سپس .تفرگ ماجنا تیک  سوت بیکرتون DNA  یلخت
   رد هاک یتروای     رد دراد رواوح ازیراامیب ياهراووراس   رد  اقف نژ نایا  دواب lipL41  نژ رایثکت هدنهد ناشن هک داد یم ناشن ار bp 1061 هعطق
    شناکاو .تافرگ تروای تیک هلیسو هب يدیمسلاپ روتکو تبثم ياه ینولک  یلخت .دیدرگن هدهاشم اسکلهیاب اریپسوتپل يازیرامیب ریغ راوورس

PCR يارب DNA لووحم .دش ماجنا هناگادج بویت ود رد تبثم لرتنک هارمه هب هنومن PCR و زروفورتکلا لژ اب تبثم لرتنک و هنومن هب طوبرم 
 ي ااه  شواس هب ناگمه یسرتسد مدع و يرادهگن صاخ  یارش و اریپسوتپل ندوب دشر دنک تلع هب .تفرگ رارق دییأت دروم و هسیاقم رکرام زیاس
  .داشاب  یام  يروراض نآ  تحای  داییأت   رواظنم هاب   تابثم لراتنک  ی هارمه هب  PCR دننام یلوکلوم قیقد و عیرس تست  ی زا هداهتسا ،سنارفر
 PCR  شیاامزآ رد تبثم لرتنک ناونع هب ،تسا هدش هدامآ اریپسوتپل یویخشت هاگشیامزآ رد هک قیقحت نیا رد هدش نولک نژ زا ناوت یم نیاربانب
 .درک هداهتسا اه هاگشیامزآ مامت رد
 تبثم لرتنک ،lipL41 نژ ،PCR،سیزوریپسوتپل :یدیلک تاملک
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 همدقم
 ياااه يرااامیب نیراات عیاااش زا یااکی ،سیزوریپااسوتپل
  نااهج  راسارس رد ناویح و ناسنا نیب كرتشم ییایرتکاب
  هاب  ،يریاسمرگ  هامین  ،يریاسمرگ  قطاانم رد   هاک تاسا
 رتشیب دنشاب یم دایز یگدنراب ياراد هک یحاون صووخ
 ا ریپاسوتپل يرتکاب  سوت يرامیب نیا .(1و2) دهد یم خر
 تیفورپ      ااس و ازیراامیب هوراگ ود هاب هاک دواش  یام داجیا
  هااب یاانژ یااتنآ راتخاااس ساااسا رااب و هدااش يداانب میااسقت
 .(1) دوش یم يدنب هورگ فلتخم ياهراوورس
  ازناوالهنآ هباشم دراوم رتشیب رد يرامیب ینیلاب مئلاع
    ،عاقوم هاب ناامرد و   یخاشت  مداع  تروای  رد و هدواب
  یننواط و  يداج  تامدای و هدش داح زاف دراو يرامیب
  ،یاویخشت ي ااه شور زا .(61)  دانک  یام  دااجیا  تدام
   اسوت  یاکینیلک ي ااه هنومن رد يرتکاب میقتسم هدهاشم
      نایا هاک دراب ماان ناوات یم ار دلیف كراد پوکسورکیم
  یامک  یاگژیو و تیساسح ياراد و لکشم رایسب شور
 يرتکاب ندرک ادج و تیساسحرگید فرط زا و دشاب یم
    رد تاشک یاویخشت شور ااب یکینیلک ياه هنومن زا زین
      يدانمزاین و ندواب داشر دانک لایلد هب يرتکاب نیا دروم
    لاامتحا و تدام یننواط نویسابوکنا هب زاین ،ناب ییاذغ
  هاگاشیامزآ نانکراک يارب رطخ داجیا و تشک یگدولآ
 شیامزآ هک نیا اب .(91و01) تسا هارمه يدایز عناوم اب
  یخااشت يارااب (MAT) یپوکااسورکیم نویااسانیتولگآ
   نایا یالو دوش یم بوسحم درادناتسا یشور يرامیب نیا
 يرتکاب اب راک و اریپسوتپل تشک هب زاین لیلد هب زین شور
     نایا رد هاک نایا هالمج زا تسا هجاوم یتلاکشم اب هدنز
 ي ااه هیوس زا یفاک دادعت یمئاد يرادهگن هب زاین ،شور
 هدوب هنیزهرپ هک ،دشاب یم اه نآ یمئاد ژاساپ و درادناتسا
  .تاسین  یابط   یخاشت ي ااه  هاگاشیامزآ رد ارجا لباق و
   ناامز و يراامیب داح هلحرم رد MAT شیامزآ نینچمه
     يدااب یاتنآ راتیت ییااسانش هب رداق ،راردا زا يرتکاب عفد

 ELISA يژولورس شور رد نینچمه .(7و21) دشاب یمن
    ،دراد دواجو ب ااک تابثم ي ااه  خاساپ زورب لامتحا زین
  ناامرد هک ییاج نآ زا و هدش رک  دراوم هب هجوت اب سپ
    یخااشت ،تااسا رتواام يرااامیب لوا ياااهزور رد  ااقف
  هاب .  تاسا تایمها زئاح يرامیب نیا ماگنه دوز و حیحی
  یخاااشت ياراااب PCR یلواااکلوم تاااست ندراااب رااااک
   هاب يراامیب  لایاوا رد  اًاایووخ  ییاریپاسوتپل ياه تنوهع
     باسانم یایاوتخا و سااسح ،عیراس شور  ی ناونع
   ياهراووراس ناایم رد lipL41 نژ .(1 ،0 و11)  داشاب یم
    ناایم رد نژ نایا و دواش یم هدهاشم اریپسوتپل يازیرامیب
  ياهراووراس رد  یالو   ،تاسا هداش ظهح تدش هب اه نآ
     زا هاک يرواط هاب دواش یمن هدید اریپسوتپل يازیرامیبریغ
  ياهراوورااس قارااتفا و  یخااشت رد ناواات یاام نژ ناایا
 ،91و12) تسج هرهب ازیرامیبریغ ياهراوورس زا ازیرامیب
9). 

 
 راک شور و داوم
 اهنآ تشک و اریپسوتپل یاهراوورس
 اریپااسوتپل يازیرااامیب راوورااس راااهچ زا قاایقحت ناایا رد
 ,Sejroe hardjo (RTCC2821) :سنااااااگورتنیا

Canicola (RTCC2805) (Icterohaemorrhagiae 
RTCC2812), RTCC 2815 )Pomona  اای و  

 (RTCC 2819)  اسکلهیاب اریپسوتپل  ازیرامیبریغ راوورس
  اریپاسوتپل  سنارافر  هاگاشیامزآ  یابورکیم  نویاسکلک زا
  يزااس  مراس و  ناسکاو هسسؤم یسانش بورکیم شخب
 .دیدرگ هداهتسا جرک يزار
 EMJH  یاایاوتخا تااشک  یااحم رد اااه يرتکاااب
 ي ااه   لامکم و شواگرخ مرس اب هارمه (Difco تکرش)
  داراگ یتناس هجرد 92 يامد و يزاوه  یارش رد ییاذغ
   اسوت اه نآ دشر زور 7-61 زا دعب و دندش هداد تشک
      .تافرگ راراق یاسررب دروام دالیف كراد پوکسورکیم
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 هااب g 66611 رد يراایگ بوااسر تااهج اااه هاانومن سپااس
  .دندیدرگ ژویهیرتناس هقیقد 62 تدم
 

 DNA صیلخت
   درادناتاسا شور زا  ایمونژ DNA   یالخت تهج
 و تاایهیک .دااش هداهتااسا لااکلا لاایماوزیا مراافورلک لاانف
   لژ زرواافورتکلا  ااسوت هااتفای  یاالخت DNA تاایمک
 .تفرگ رارق یبایزرا دروم يرتموتفورتکپسا و زراگآ
 

PCR 
    ياهراوورااس ییاااسانش روااظنم هااب قاایقحت ناایا رد
 ياهراوورااس زا اااه نآ قارااتفا و اریپااسوتپل يازیرااامیب
 هداهتااسا lipL41 یاایاوتخا ياااهرمیارپ زا ازیرااامیبریغ
 :دشاب یم ریز تروی هب اه نآ یلاوت هک دش

Forwad Oligonucleotide primer:                       
5' TGTTACCCATGGGGAGAAAATTATCTTCTCT 3' 
Reverse Oligonucleotide primer:                      
5' AAAGGACTCGAGTTACTTTGCGTTGCTTTC3' 

 راداااقم) راااتیلورکیم 61 ماااجح رد PCR شناااکاو
   زا ماداااک راااه زا لواااموکیپ DNA،61 مرگوناااان661
 تکراااش) ((µl12Master Mix 2x  ،ااااهرمیارپ

Ampliqon) دش ماجنا ریز همانرب قبط: 
  رد هاقیقد 1  تدام هب DNA ،هیلوا نویساروتاند يارب
   رد نویاساروتاند نآ زا داعب و دش هداد رارق C 23° يامد

°C 23 هب اه رمیارپ قاحلا ،هقیقد 1 تدم هب DNA فداه  
  هاب C 27° رد اهرمیارپ ریثکتو هقیقد 1 تدم هب C 71° رد
 61     ماجناراس و داش راراکت هاخرچ 69 رد  هاقیقد 1 تدم
 لووحم .تفرگ رارق C 27° رد ییاهن ریثکت تهج هقیقد

PCR و یبااایزرا زرواافورتکلا لژ  ااسوت اااه هاانومن مااامت 
 .دیدرگ دییأت
 

     نییینت و  ییکرتون دیمیسلاپ صییلخت و گنینولک
 یلاوت

 سناااگورتنیا اریپااسوتپل lipL41 نژ PCR لوااوحم
 تیک  مک هب Sejroe hardjo (RTCC2821) راوورس

 رد و دااایدرگ يزااااس  لااااخ (Fermentas تکراااش)
  ایاشیرشا يرتکاب هب و دیدرگ قاحلا pTZ57R/T روتکو
  لولاس نداد رارق زا سپ .دش هداد لاقتنا Top10) ) یلک
 رد  ااه  لولاس ،    خای يور تعااس  ای تدام هب روتکو و
 تحت يرام نب رد هقیقد مین و  ی تدم هب C 22° يامد
      هاب ادداجم هلایافلاب و هاتفرگ راراق ییامرگ كوش ریتات
  ااه    لولاس ااتیاهن .دنداش هداد رارق خی يور هقیقد 1 تدم
  هاب C79°     رد نیلیاس یاپمآ يوااح رااگآ LB تیلپ يور
  رواوح   سپاس .دان  دیدرگ هابوکنا زور هناباش  ی تدم
  دایئات PCR    اسوت بایکرتون ي ااه ینلک رد lipL41نژ
   یاحم رد بیکرتون ياه ینلک .((Colony PCR دیدرگ
   یاالختو هدرااک دااشر نیلیااس یااپمآ يواااح LB عیااام
 ماجنا (Roche تکرش) تیک  سوت اه لولس زا دیمسلاپ
 .(71) دش
   نژ یلاوات داییأت تهج رظن دروم نژ يواح دیمسلاپ

lipL41 تکرش هب Macrogen دش هداتسرف یبونج هرک. 
 
 جیاتن

 bp 1061    هاعطق  ای هدامآ تسد هب PCR لووحم
  ،دواب lipL41    نژ رایثکت هدانهد نااشن هک داد یم ناشن ار
  اااب و 1% زراااگ  آ لژ يور زرواافورتکلا  ااسوت سپااس
 (Fermentas )  تکراش) bp 661 رکرام زیاس زا هداهتسا
    اقف نژ نایا هک داد ناشن  یاتن .تفرگ رارق دییأت دروم
    رد هاک یلااح رد هتاشاد رووح ازیرامیب ياهراوورس رد
   درادان دواجو   ااسکلهیاب اریپاسوتپل يازیرامیبریغ راوورس
  سنااگورتنیا اریپسوتپل هتفای ریثکت lipL41 نژ .(1 لکش)
  يرتکاااب هااب و  داایدرگ قاااحلا pTZ57R/T روااتکو رد
     رواوح داییأت .داش هداد لااقتنا (Top10)  یالک ایشیرشا
 زا تاااشادرب ااااب بااایکرتون يااااه یااانلک رد lipL41نژ
   یاپمآ يوااح راگآ LB تیلپ يور هتفای دشر ياه ینلک
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      داش مااجنا راظن دروام نژ رایثکت و PCR ماجنا و نیلیس
 .(2لکش)

 
 یصاصتخا یاهرمیارپ  زا هدافتسا اب   PCR لوصحم زروفورتكلا -1 لكش
 رب ازیرامیبریغ زا ازیرامیب یاهراوورس ییاسانش تهج lipL41 نژ ساسارب
 2 هرامش ،(رکرام زیاس) 1 هرامش .bp 111 رکرام کمک هب 1% زراگآ لژ یور

 3 هرامش ،((L. interrogans Sejroe hardjo (تبثم لرتنک)
(interrogans Canicola .L)، 1 هرامش  (L. interrogans 

Icterohaemorrhagiae) 1 هرامش (L. interrogans Pomona)، هرامش 
1 (L.biflexa)، (یفنم لرتنک) 7 هرامش. 

 

 یریگ هجیتن و ثحب
 یناهج راشتنا اب زونوئز يرامیب  ی سیزوریپسوتپل     
 هدمآ تسد هب ياه شرازگ ساسارب .(22 و 92) دشاب یم
 عوقو شیازفا صووخ رد روشک فلتخم طاقن زا
 و یتشادهب ياه هبنج تیمها هب هجوت اب و يرامیب
 هعلاطم و یسررب ،سیزوریپسوتپل زا یشان يداوتقا
 یقلت مهم يرما يرامیب نیا  یخشت عیرس ياه شور
 .(3) ددرگ یم
 

 
 (Top10) یلک ایشیرشا یرتکاب رد lipL41 هدش نولک نژ یسررب -2 لكش
 هرامش ،(تبثم لرتنک) 2 هرامش ،(یفنم لرتنک) 1 هرامش .PCR ینلک طسوت

 یاه ینلک)  7-1-1-1یاه هرامش ،تبثم PCR یاه ینلک )3-8-9-11
PCR 11هرامش (یفنم(رکرام زیاس bp 111). 

 ناایا   يرادااهگن صاااخ  یارااش تاالع هااب نیاانچمه
 درادناتااسا ياااه  شوااس هااب ناااگمه یااسرتسد ،يرتکاااب
    شور  ای ناوانع هاب PCR  نیارباانب . داشاب  یام دودحم

 ي ااه  تانوهع  یخشت يارب ییاوتخا و ساسح ،عیرس
    زئاااح رایااسب يرااامیب لاایاوا رد ااایووخ ییاریپااسوتپل
 lipL41   نژ ياانبم راب نآ ماجنا و (9 و 22) تسا تیمها
   يارااب تااسا تاابات ازیرااامیب ياهراوورااس نااایم رد هااک
  یاکینیلک ي ااه   هانومن رد ازیراامیب ياهاریپسوتپل ییاسانش
 .(11 ،91 و 12) دشاب یم دیهم رایسب

 تهج PCR لکتورپ نیدنچ لاح هب ات 6331 لاس زا
 راک هب یکینیلک ياه هنومن رد اریپسوتپل  DNA  یخشت
 ناشن ار ییناب تیساسح اه نآ رثکا هک تسا هدش هتفرگ
 شور زا ناوت یم نیاربانب .(2 ،9 ،1 ،71و31) دنداد

PCR هرهب يرتکاب نیا قیقد و عیرس  یخشت يارب 
 ایند حطس رد هدش ماجنا فلتخم تاقیقحت رد .تسج
 نایم رد lipL41 نژ رووح ،نیققحم رگید  سوت
 دییأت و یسررب دروم اریپسوتپل يازیرامیب ياهراوورس
 1662 لاس رد .(9 ،11 ،21 ،91و12) تسا هتفرگرارق

Natarajaseenivasan شیامزآ  مک هب ناراکمه و 
PCR  ياه نژ تابت نازیم lipL41 و ompL1 رد ار 
 سنارفر ياه هیوس رد روط نیمه و اریپسوتپل ياه هیادج
 رد نژ ود نیا هک دنداد ناشن و دنداد رارق یسررب دروم
 دنشاب یم هدش ظهح و رادیاپ ازیرامیب ياهاریپسوتپل نایم
  یخشت رد هداهتسا روظنم هب اه نآ زا ناوت یم نیاربانب و
 رد يا هعلاطم رد نینچمه .(21) درب هرهب سیزوریپسوتپل
 رب PCR ،ناراکمه و Theodoridis  سوت 1662 لاس
 دامتعا لباق و عیرس  یخشت يارب lipL41 نژ يانبم
 دییأت ینیلاب فلتخم ياه هنومن رد ازیرامیب ياهاریپسوتپل
 .(62) دش
     صواوخ رد نیاققحم ریااس  یااتن اب ام قیقحت  یاتن
  مدااع و ازیرااامیب ياهاریپااسوتپل رد lipL41 نژ دوااجو
  ااب  .دراد تاقباطم ازیرامیب ریغ ياهراوورس رد نآ دوجو
  نیاققحم ریاس تاعلاطم اب هباشم  یاتن هب یبایتسد هب هجوت
 lipL41     نژ رواوح صواوخ رد اایند فالتخم طاقن رد
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   نژ نایا زا ناوات  یام اریپسوتپل يازیرامیب ياهراوورس رد
 هداهتسا ازیرامیب ریغ زا ازیرامیب ياهاریپسوتپل قارتفا يارب
    هداهتاسا تالع هاب PCR ي ااه شنکاو رثکا رد یلو .درک
 مدع ماگنه ،اه هنومن رانک رد تبثم لرتنک  ی زا ندرکن
 یعطق تواوق ،شیامزآ دروم ياه هنومن رد دناب هدهاشم
        دایدرت ااب هراوامه شناکاو هاجیتن ندواب یاهنم دروم رد
 ،PCR شیامزآ  یاتن دییأت روظنم هب نیاربانب تسا هارمه
   شیاامزآ دروام ي ااه   هانومن راانک رد تبثم لرتنک دوجو
 .تسا يرورض
 هدش نولک نژ زا ناوت یم هدش رک  دراوم هب هجوت اب
     رد  لااخ نژ هاعطق  ای تروای هب هک قیقحت نیا رد
     مراس و ناسکاو هاسسوم اریپاسوتپل یویخشت هاگشیامزآ
     تابثم لراتنک ناوانع هاب   ،تاسا هداش هدامآ يزار يزاس
  ااه  هاگاشیامزآ مامت رد  PCR شیامزآ رد هداهتسا تهج
  .دومن هداهتسا
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Abstract: Leptospirosis is one of the most important zoonosis with worldwide distribution. 
lipL41 is an immunogenic outer membrane protein found in pathogenic Leptospira species 
and may be used in diagnostic method and also can be a good candidate for  recombinant 
vaccine against leptospirosis. The aim of this study was designing a positive control for 
molecular diagnosis of pathogenic Leptospira spp. by PCR based on lipL41 gene. Five 
pathogenic serovars and one saprophytic species were used in this study. The serovars were 
subcultured into the selective culture medium (EMJH) and then the genomic DNA extracted. 
The lipL41 gene amplified using the specific primers. The PCR product were ligated in 
pTZ57R/T vector and transformed in competent E. coli Top10 cells. The confirmation of the 
recombinants was made by picking the white colonies and carrying out colony PCR 
amplification of the gene. The recombinant plasmids were extracted using a commercial 
extraction kit. PCR amplification of the lipL41 gene using the specific primers resulted in a 
1065 bp in all five pathogenic serovars tested. No PCR products were amplified from the non-
pathogenic L. biflexa. Positive colonies plasmid vector was isolated from cells by kit. PCR 
test was carried out with positive control and PCR products were observed on gel 
electrophoresis. Due to slow growth of Leptospira, and because of limited diagnostic capacity 
using a rapid and accurate molecular tests like PCR with a positive control to confirm its 
accuracy is essential. Therefore, the cloned lipL41 gene in this study that has been prepared 
in Leptospira reference laboratory can be used as a positive control in all laboratories using 
the PCR test. 
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