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 يمرهاي حاصل از پراPCR محصول.  انجام شدB64-II و B64-I و G2و  G1مر ياده از دو جفت پرا با استفPCR.  قرار گرفتند DNAاستخراج 

G1و  G2 م يبا آنزDdeI و محصول PCRيمرهاي حاصل از پرا  B64-I وI I B64- ميبا آنز  I hinfو  دندي و الکتروفورز گردند برش داده شد
  .شدت ين هوييسه وتعياندارد مقا استيها هي مربوط به سوي آنها با الگوهاي بانديالگو
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 ـ مفيا نـه ت داخل گويک جمعي يت و مطالعه ساختارهاين هويي تعيبرا PCR-RFLPش  رو راها،ينگ لپتوسپ يپيمشکلات متعدد در سروتا    د ي
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  مقدمه
  و  مشترك انـسان   يها يمارین ب یتر عی از شا  یکیروز  یلپتوسپ

 يریگرمـس  مهین ،يریوان در جهان است که در مناطق گرمس       یح
 يهـا   از راه خـراش هـا   بـاکتري . دارد يادتری ـوع ز یو معتدل ش ـ  

 وارد بـدن  ی فوقـان یمخـاط و دسـتگاه تنفـس    ملتحمـه،  ،يجلـد 
وجـود   بـه  يمـار یگردند و ب   یم) ا انسان یوان و   یح( گریزبان د یم
ار یط بـس یلان شرای استان گيا در منطقه جلگه ). 1-7( آورند یم

سـاله مـوارد    همـه  وجـود دارد   ويمارین بی اشاعه ا  ي برا یمناسب
 بهار و تابـستان    يها  صلدر ف  ،یروز انسان ی از لپتوسپ  يادیار ز یبس

 کنـد  ی مکاران بروزی و در شال  ییز، در مناطق روستا   یل پائ یو اوا 
اکنون ت ـار متنـوع هـستند و   یزا بس  يماری ب يراهایلپتوسپ). 10-8(

ــدود  ــده 250حـ ــناخته شـ ــا شـ ــرووار از آنهـ ــه در   سـ ــد کـ انـ
 ).12و11( انـد   شـده يبند  گونه، دسته7پ، متعلق به   گرووسر23

زا اسـت و   يماری بين سرووارهایشترینتروگانس شامل بیگونه ا 
ــان ــب در اغلــــب منــــاطق جهــ   را داردین پراکنــــدگیشتریــ

 همراه اسـت    ي، با زرد  يمارین ب ید ا ی موارد شد  ).14و13و7و1(
). 15(  دارد ییربـالا یشود که مرگ و م     یده م یل نام یو سندرم و  

 به یخوببه  ؛ص داده شودی اگر زود تشخیروز حاد انسانیلپتوسپ
ر در درمـان،  ی تاخیول ؛)16 (دهد ی پاسخ م  یکیوتیب یدرمان آنت 

 حـاد  یی به سمت نارسا  يماریشرفت ب ید علائم و پ   یموجب تشد 
  شده و مرگ را به دنبـال خواهـد داشـت     ي کبد ی و حت  يویکل

  ).18و17و15و3و2(
ر و کندرشـد  ی ـگ  سـخت يها ياکترزا ب  يماری ب يراهایلپتوسپ

 بـه روش کـشت،      ینی بـال  يهـا  ونهاز نم  آنها   يهستند و جداساز  
 مـاه جـواب   2ر است و معمولاً زودتر از یگ ار مشکل و وقت یبس
مشاهده .  دارد یی کاذب بالا  یفعلاوه موارد من   هب. )16 (دهد ینم

ع یما خون، رسوب ادرار، (ینی باليها را در نمونه  یم لپتوسپ یمستق
 کـاذب  ین و مـوارد منف ـ ییار پـا یت بـس یحـساس ) ی نخـاع  يزمغ
ن یتـــر جیـــ از رایکی ســرولوژ يهـــا روش. )19 ( دارديادیـ ـز

 چون  ی ول ؛روز هستند ی لپتوسپ یشگاهیص آزما ی تشخ يها روش
ان هفتـه اول در     ی ـ ضد آن، پـس از پا      ی اختصاص يها يباد یآنت

 در هفتـه  يمـار یع بیص سـر یتـشخ ؛ لـذا  گردند یدار میخون پد 
 یکی سـرولوژ يهـا  بـا روش ؛ ار مهم استیاهر آن که بس   اول تظ 

 ی مولکـول يهـا  ب روشین ترتی بد.)16 (رممکن است یباً غ یتقر
 يهـا  باشـند و روش  ی م ـيمـار ین ب یص زودرس ا  یتنها راه تشخ  

انه یبا توجـه بـه بـروز سـال      ). 19و16( ترند  متداول PCR بر   یمبتن
کـه   ل آنی ـلان و بـه دل ی استان گيا  در منطقه جلگه   يمارین ب یا

ــر عیشــا ــارین بیت ــونيم ــدمی عف ــه اســتی آن ــ غ؛ک منطق ر از ی
ع، در  یسـاز شـا     عوامـل سـبب    یی، شناسا يماریع ب یص سر یتشخ

 یا مخـازن اصـل  ی ـ مخزن و ییرگونه که به شناسا یز حد گونه و  
 یی بـالا یت بهداشـت ی ـاز اهم؛ دی ـنما ی م ـیانی کمک شـا   يماریب

و هــا   ل متعــدد بــودن گونــه   یـ ـبــه دل ). 8( اســت دار ربرخــو 
ــهیز ــا رگون ــاری بيه ــاده يم ــرايا زا، روش س ــاي ب  و یی شناس

 یکی سـرولوژ  يهـا  تـاکنون روش   .ک آنهـا وجـود نـدارد      یتفک
ــ ــیکروآگلوتی بــــــر آزمــــــون میمبتنــــ   (MAT)ون یناســــ

(Micro Agglutination Test)نــگ یپین روش تایتــر جیــ، را
شگاه ی ـ تنهـا در آزما  ی ول ـ ؛زا بـوده اسـت     يمـار ی ب يراهایلپتوسپ

 تعـداد  ی دائم ي آن به نگهدار   يرا اجرا ی ز ؛شود یمرجع اجرا م  
از دارد  ی آنها ن  يا زا و پاساژ دوره    يماری ب ي از سرووارها  یمتنوع

 مونوکلونـال  يهـا  يباد ی از آنتیعین به داشتن پانل وس  یو همچن 
. ازمنـد اسـت  ی نیسـرووار اختـصاص   کلونـال ضـد هـر    یا پل ـیو  

ــابرا ــرایبن ــ آن در آزماين اج ــا شگاهی ــشخيه ــی ت و  یص طب
ر یپذ امکان) رمرجعیغ( یراختصاصی غیقاتی تحقيها شگاهیآزما

ــالاخره بــوده ر آن مــشکل ی تفــسنیهمچنــ). 21و20 (ستیــن و ب
 دیــآ یش م ـی از مــوارد پ ـياریض هـم در بـس  یج ضـد و نق ــینتـا 

  .)23و22و20(
ک روش  ی ـ بـه    یابیلـزوم دسـت    ل ذکـر شـده    یبا توجه به دلا   

 در .شـود  یحـس م ـ تـر و قابـل اعتمـاد         ارزان تـر،  نگ ساده یپیتا
ــ اخيهــا ســال ــا پی ، یص مولکــولی تــشخيهــا شرفت روشیــر ب

راها ی لپتوسـپ ینـگ ملکـول  یپیص و تای تشخياستفاده از آنها برا   
 يزیر هیا آزموده و پا   ی نقاط دن  یتوسط محققان مختلف در برخ    

 يهـا  ها بـه سـه گـروه روش    ن روشیمجموع ا . )24 (شده است 
  و ونیکاس ـیف یبـر آمپل ـ   ی مبتن يها روش،  يدسازیبری بر ه  یمبتن

 .)22-26( شـوند  ی م ـيبند دسته ین توالیی بر تعی مبتن يها روش
ــا ــهی ــور ن مطالع ــه منظ ــاب ــهیی شناس ــا و ز  گون ــهیه ــا رگون  يه

اســتان   درینی بــاليهــا  جداشــده از نمونــهی بــوميراهایلپتوســپ
  .انجام شد PCR-RFLPروش با استفاده از لان یگ

  روش بررسي
 يهــا در بخــش يبــسترمـاران  یب،  یدر ایـن مطالعــه توصــیف 

  شهرسـتان رشـت    يمارسـتان راز  ی ب ی و عفـون   یاورژانس، داخل 
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بهشت تـا   ی ارد ي از ابتدا  ؛روز داشتند ی لپتوسپ ینیص بال یکه تشخ 
ه ی ـناحدر  روزیلپتوسپ یوع فصلیکه با دوره ش 1387مرداد  انیپا

 مـاران یاز ب .مطالعه شـدند   ؛زمان است  هم لانی استان گ  يا جلگه
ــه  ــوننمون ــین   خ ــور روت ــه ط ــه ب ــده  گرفت ــراش ــام يو ب  انج

مارسـتان  یشگاه بی ـ بـه آزما یکین و سـرولوژ  یروت ـ يها  شیآزما
ک لولـه  ی ـ قطـره بـه   5ن نمونـه حـدود   ی ـاز ا. شـود  یفرستاده م ـ 
ــالکون  ع کورتــوف یط کــشت مــای محــml 10 ي حــاوml 15ف

ــ-5 از ml µ 200/يدارا ــال دادهیفلورواوراسـ ــد ل، انتقـ . شـ
نـه  یکروسکوپ زمی بار و تا دو ماه با مکیها هر دو هفته     کشت

ه کشت انبوه به    ی ته ي مثبت برا  يها نمونه .شدند یک بررس یتار
 و پـس   ندک انتقال داده شد   یوتیب یط کشت تازه و فاقد آنت     یمح

کلروفرم - مطلوب، با روش فنل ییایت باکتر یدن به جمع  یاز رس 
 DNAت ی ـفیت و کی ـکم. قـرار گرفتنـد   DNAمورد استخراج 

  و با استفاده از فرمـول   يشده به روش اسپکتروفتومتر   استخراج  
  :زیر تعیین شد

/mlµ غلظت  =DNA 50 ×ضریب رقت×) nm 260 (OD 

PCR        مـر یبا اسـتفاده از دو جفـت پرا) G1  ، G2 ، B64-I و 
B64-II (ً16 ژن ي شــده از روی طراحــقــبلاsrRNA  کــه تمــام

 کـه  ان ذکر است یشا. دیانجام گرد رفت؛  گ یسرووارها را فرا م   
مـر  ی مربوطـه بـا جفـت پرا   يهارزا با تمام سرووا   يماری گونه ب  6

G1,G2 ر م ـیابنـد و جفـت پرا   ی ید م یتزاB64-II و B64-I  تنهـا 
.  شده استی مربوطه طراح ي با سرووارها  يرشنری گونه ک  يبرا

ر میو جفت پرا  ) 300 باًیتقر (285 قطعات   G1,G2مر  یجفت پرا 
B64-II  و B64-I د ی ـ توليجفت بـاز )  600 باًیتقر (563 قطعات

  .کنند یم
G1: 5-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT-3 
G2: 5- GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG-3 
B64-I: 5- CTG AAT TCT CAT CTC AAC TC-3 
B64-II: 5-GCA GAA ATC AGA TGG ACG AT-3 

  :ه شدیر تهی با فرمول زPCRمخلوط 
PCR buffer lox coralload (with 25 Mmol MGCL2) 6µl 
MgCl 2 (25M mol) 2µl 
Q soloutsion 5µl 
dNTPS (10 Mmol) 0.5µl 
Primer G1 (20 pmol) 2µl 
Primer G2 (20 pmol) 2µl 
Primer B64I (20 pmol) 2µl 
Primer B64II (20 pmol) 2µl 
DNA Taq polymerase 5u/ml 0.2µl 
DEPC water 24µl 
DNA template 10µl 
Total 50µl 

  :دیم گردیر تنظیت به صورت زیها در نPCRبرنامه 
Initial Denaturation 94ºc 6 min 1cycle 
Denaturation 94ºc 1 min 
Annealing 60ºc 1 min 35cycle 
Extension 72ºc 2min 
Final Extension 72ºc 15min 1 cycle 
 

ک کشت مثبت جوان ی از PCR یصین دقت تشخیی تعيبرا
ال ی سـر يها  رقتيد ، تعدا PBSو خوب رشد کرده به کمک       

 1:20ن بـا نـسبت   ید و بـا افـزودن فرمـال   ی ـه گرد ی برابر آن ته   10
 تـا   یمحرکت نمـود   یراها را ب  یلپتوسپ) م درصد ی ن ییغلظت نها (

ک و با ینه تاریکروسکوپ زمیقابل شمارش گردند و سپس با م  
 (improved neobal slide)د یـــاســـتفاده از لام نئوبـــار جد

 و  بالا شـروع نمـودیم  يها از رقت.  انجام شد  یکروبیشمارش م 
 انتخاب ، کم و قابل شمارش داشت    یکروبیت م ی که جمع  یرقت

سـپس  .  محاسبه شـد تریل یلیک میها در  ي و تعداد باکتر گردید
  معلـوم داشـت  یکروبیت میتر از آن که جمع   یل یلیک م یمقدار  

غلظـت  .  قـرار گرفـت  DNAمورد استخراج   ) تریل یلی در م  106(
DNA اسپکتروفتومتر زا با استفاده UV visible   و طبـق فرمـول 

 ی متـوال يهـا  سـپس از آن رقـت   .ذکر شده در بالا محاسبه شـد    
 هـا   از همـه رقـت     ي حجـم مـساو    يد و بـرا   ی ـه گرد ی ـابر ته وبرد
پـس  .  انجام شـد   PCR ؛ شده يانداز با روش راه  ) میکرولیتر10(

 ین رقتیک درصد،کمتری ژل آگارز   ياز انجام الکتروفورز رو   
ــد  ــه بان ــشک ک ــشهود ت ــودی م ــت؛ل داده ب ــتشخ  دق  PCR یصی

ه یز از سـو  ی ـن مـورد ن   ی ـدر ا .  شده در نظر گرفته شـد      يانداز راه
 به عنوان کنترل مثبت و از آب به عنـوان کنتـرل      ياستاندارد لا 

  . شد استفادهیمنف
ــدا  راهPCR یصیــ تشخیژگــین ویــی تعيبــرا  شــده از يزان

جملــه  از ی مختلـف گــرم مثبــت و گـرم منف ــ ين بــاکتریچنـد 
ــاشر ــتافیاکولیشیـ ــتاف ی، اسـ ــوس، اسـ لوکوك یلوکوك اورئـ

ــاپ ــودوموناس یدرمی  ه،یــلا پنومونی، کلبــس نــوزایآئروژس، س
 س، انتروباکترآئروژنزیلیرابیکروکوك روزئوس، پروتئوس میم

 PCR آنهـا    ی همگ ـ يو بـرا    استفاده شـد   يتروباکتر فروند یسو  
 یصاصکـدام بانـد اخت ـ     چید که با ه ـ   ی شده اجرا گرد   يزاندا راه

ــه PCRل محــصو. ل نــدادیتــشک ــد  PCRر  کــه دییهــا نمون بان
ز م انـدونوکلئا  ی با اسـتفاده از دو آنـز       ؛ل دادند ی تشک یاختصاص

DdelI و hinf I ) محصولPCRيمرهـا یر با پرای حاصل از تکث 
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G1  و G2 م یبا آنزDdeI و محصول PCR ر بـا  ی ـ حاصـل از تکث
 طبـق دسـتور   و) hinf Iم ی بـا آنـز  B64-II و B64-I يمرهـا یپرا

  :ر برش داده شدیم با فرمول زیکارخانه سازنده آنز
PCR Product  10 µl 
ddH2O 10 µl 
Buffer lo x 2 µl 
NdeI or HinfI 2 µl 

 و بـه مــدت  100 درصـد بـا ولتـاژ    4  ژل آگـارز يسـپس رو 
 حاصــله،  ي بانــد يو از الگــو  ســاعت الکتروفــورز شــدند   3

 يهـا  هی بـه سـو   مربـوط يعمل آمد و بـا الگوهـا      ه ب يعکسبردار
ن و یــی تع 1997  در ســال  Brownه اســتاندارد کــه در مطالعـ ـ 

ب تعلـق  ی ـن ترتی بـد .ر شـد  یسه و تفـس   ی ـ مقا ؛استاندارد شده بود  
ان ذکـر اسـت کـه    یشـا  .ن شـد  یـی  آنها تع  يا رگونهی و ز  يا گونه

ــا ی در تـــوالhinf Iم انـــدونوکلئاز یمکـــان بـــرش آنـــز    يهـ
5-G* ANTC-33 و-CTNA * G-5 بود .  

  يهـــا ی در تـــوالDdeIم انـــدونوکلئازیرش آنـــزمکـــان بـــ
5-C* TNAG-33  و-GANT *C-5بود . 

  .ها با استفاده از جداول و نمودار انجام شد توصیف داده
  ها يافته

 نمونـه مثبـت     65 تعـداد    ؛خون کشت داده شده     نمونه 107 از
جـاد  یبـا ا .  تمام آنها انجـام شـد  ي برا DNAشدند که استخراج    

ز در ی ـمـر و ن ی ، غلظـت پرا  MGCL2رات در غلظـت     یی تغ یکم
مـر بـه    یمـر پرا  یر و دا  یل اسـم  ی، مـوارد تـشک    Annealing يدما

ــدها  ــصاصيحــداقل رســانده شــد و بان ــشهود گردی اخت ــ م د ی
  ).2و1 يها شکل(

ــا پرایمرهــاي  56 ــه ب ــه  G2 و G1 نمون ــد کــه ب ــواب دادن  ج
)  مـورد  18(و بورگ پترسنی    )  مورد 38(هاي اینتروگانس     گونه

-I  B64 و B64-I  مـورد نیـز بـا پرایمرهـاي     9 متعلـق بودنـد و  

I ــد ــه کیرشــنري متعلــق بودن ــه گون  پاســخ دادنــد کــه همگــی ب
  .)1جدول(

 ي باکتر46 برابر PCR آزمون  یصیتشخ ن تلاش دقت  یدر ا 
 دسـت آمـد   بـه    معـادل پـنج نـانوگرم        باًیط کشت و تقر   یدر مح 

در ). 4 شـکل (  بود درصد100 آن   یصی تشخ یژگیو ).3 شکل(
تعلـق  ) 6و5 هاي شکل (RFLP حاصل از ي باندها يور الگ یتفس

ن مطالعـه  ی در ا.دیها مشخص گرد  زولهی ا يا رگونهی و ز  يا گونه
 و يرشـــنری و کینتروگــانس، بـــورگ پترســن  ی ايهـــا گونــه 

س یکولا و اوسـترال یکان پومونا، ،يکترو هموراژ ی ا يها رگونهیز
  .ی را داشتندن فراوانیشتریب بیبه ترت

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 با PCRم  حاصل از انجاي اختصاصي باندهاينما : ۱شکل 

. ماراني جدا شده از خون بيراهاي لپتوسپيرو G1,G2 يمرهايپرا
سرووار (کنترل مثبت : ۲ف يرد؛  Ladder 50bp: ۱۳و۱ف يرد

؛ )نتروگانسيگونه ا ،يو هموراژ کتري ، سروگروپ اياستاندارد لا
  ؛ bp ۳۰۰  حدودي اختصاصيباندها: ۳-۱۱ فيرد

  )آب (يکنترل منف: ۱۲ف يدر
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 با PCR حاصل از انجام ي اختصاصي باندهاينما : ۲شکل 
  B64-II و B64-I يمرهايپرا

 و ۹ و ۷ و ۶ و ۵ و۴ و ۳ يها فيرد ؛ Ladder 50bp : ۱۳ و ۱ف يرد
  bp ۶۰۰  حدودي اختصاصيباندها : ۱۱ و۱۰

  
  
  

۱۳  ۱۲  ۱۱   ۱۰   ۹    ۸    ۷    ۶     ۵    ۴    ۳    ۲     ۱ 

  ۱۳  ۱۲  ۱۱   ۱۰   ۹    ۸    ۷    ۶     ۵    ۴    ۳    ۲     ۱ 
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 يها رقت الکتروفورز محصول حاصل از ي باندهاينما : ۳شکل 
  PCR يه استاندارد لايال ژنوم سويسر

 محصول يباند اختصاص : ۲ف يرد ؛ Ladder 50bp : ۱۳و۱ف يرد
 زاستخراج شده ا PCR يه استاندارد لايال ژنوم سوي سريها رقت

  DNAل  نانوگرم از ملکو۳۰۰معادل  ،ي باکتر۳۰۰۰ ينمونه حاو
 الي سريها رقت  ازPCRول  محصي اختصاصيباندها : ۲-۱۱ فيرد
 ۸ف شماره يباند رد  همان نمونه اولزاستخراج شده ا) ردو براب(

  ) استDNA نانوگرم ۵با يبرابر با تقر (ي باکتر۴۶معادل 
  )آب (يکنترل منف : ۱۲ف يرد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   شدهياندار راه PCR يژگين وييج تعي نتاينما : ۴شکل 

سرووار استاندارد ( کنترل مثبت  :۲ف يرد ؛ Ladder 50bp:  ۱ف يرد
  ؛)نتروگانسيگونه ا ،يکترو هموراژي ، سروگروپ ايلا
   ؛لوکوک اورئوسياستاف : ۴ف ي رد ؛ياکوليشياشر : ۳ف يرد
سودوموناس :  ۶في رد؛سيدرميلوکوک اپياستاف:  ۵ فيرد

کروکوک يم:  ۸فيرد ؛ هيلا پنومونيکلبس: ۷في رد؛آئروموناس
انتروباکتر  : ۱۰فيرد؛ سيليرابيس مپروتئو: ۹فيرد؛ روزئوس 

 يکنترل منف : ۱۲ف يد ؛ ريتروباکتر فرونديس : ۱۱ف يرد؛ آئروژنز
  )آب(

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بوط به  مرPCRمحصول  RFLP ي باندهاي الگوينما : ۵شکل 
  G1 , G2 يمرهايافته با پرايريزوله تکثيا۱۰

  سيرگونه هارجو بووي ، زيگونه بورگ پترسن : ۱ف يرد
  تنويرگونه هارجو پراجينتروگانس ، زيگونه ا:  ۳و۲ يها فيرد

  سيرگونه هارجو بووي ، زي گونه بورگ پترسن: ۴ف يرد
  نامشخص:  ۵ف يرد

  رگونه تاراسووي، زيگونه بورگ پترسن  :۸و ۷ و۶ يها فيرد
  رگونه سجروئهينتروگانس ، زيگونه ا : ۱۰ و۹ يها فيرد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بوط به  مرPCRمحصول  RFLP يها باندي الگوي نما : ۶شکل 
 B64-I , B64-II  يمرهايافته با پرايريزوله تکثيا۹
  ينوپتريرگونه سي ، زيرشنريگونه ک:  ۲ و۱يها فيرد

  ميرگونه بي ، زيرشنري گونه ک: ۳ف يرد
  فوزايپو تيرگونه گري ، زيرشنري گونه ک: ۵ و۴ف يرد

  رگونه موزداکيز  ،يرشنري گونه ک: ۶ف يرد
  سيرگونه اوتومنالي ، زيرشنري گونه ک: ۹  و۸  و۷ يها فيرد
  

  ۱۳   ۱۲  ۱۱   ۱۰   ۹    ۸    ۷     ۶     ۵    ۴    ۳    ۲     ۱ 

    ۱۳  ۱۲  ۱۱   ۱۰   ۹    ۸    ۷    ۶     ۵    ۴    ۳    ۲   ۱ 

L100 bp    ۱     ۲     ۳     ۴     ۵     ۶      ۷    ۸     ۹     ۱۰ 

L100 bp      ۱     ۲      ۳      ۴      ۵      ۶      ۷     ۸      ۹ 
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  بحث
راها ی لپتوسـپ  ینـگ ملکـول   یپی تا ين روش بـرا   یتاکنون چند 

ون دات بـلات  یداس ـیبری روش ه Terpestra. ه است آزموده شد 
(Dot blot hybridization)  دار شـده    نشانيها روبپرا توسط

راها یص لپتوسـپ یتـشخ  يبـرا ن بـار   ی اول ـ ين، بـرا  یوتیب  و P32با  
 ییشناسا  ویابی ردين روش را برا  ی هم Miller). 27( کار برد  به

ــپ ــیلپتوسـ ــستق ه راها، بـ ــور مـ ــهیطـ ــا م از نمونـ   ،ینی بـــاليهـ
ــیبریروش ه Terpestra. )28( اســـتفاده نمـــود   ون درجـــایداسـ

(In situ hybridization)    ــروب ــتفاده از پـ ــا اسـ  DNAبـ
ــشان ــا ب  ن ــده ب ــدارش ــود ن را یوتی ــتفاده نم ــا روش .)29 (اس  يه

پ و ین ســروتیــی تعيز بــرایــ قبــل نيهــا ون در ســالیداســیبریه
 Ramadass. )31و30( رفـت  یکار م ها، به پی سروت يشاوندیخو

س ی هارجو بوو  ي، سرووارها یروب ژنوم پک  یبا   يا  در مطالعه 
نتروگانس تعلق دارند را یتنو که هر دو به گونه ا    یو هارجو پراج  

ون یداسیبریروش ه گر  ید یتحقیقدر  د و   یک نما یتوانست تفک 
  .)32و31(  را آزمودتاسلات بلا

را یژنــوم کامــل لپتوســپ،  ینــگ ملکــولیپیتاروش یــک در 
م اندونوکلئار برش داده شـده و سـپس      یا چند آنز  یک  یتوسط  

  غلظـت ي ژل آگـارز دارا يرو  ژنـوم، یم ـیمحصول برش آنز

 حاصـله  ي بانـد يشود و الگو یاد و با ولتاژ بالا الکتروفورز م     یز

  اي آنها اي و زيرگونه ها و تعلق گونه  ايزولهPCR-RFLP يهاي الگوهاي باندها ويژگي : ۱جدول 
  ها ويژگي

  گونه               زيرگونه
پرايمر 

  استفاده شده
آنزيم استفاده 

  شده
تعداد کل 
  باندها

اندازه باندهاي 
  )(Bpفرعي 

تعداد باندهاي 
  )(Bpفرعي 

اد تعد
  ها ايزوله

  G1, G2 DdeI ۵  ۵۰< ۵  ۱۲  ايکترو هموراژي

  >G1, G2  DdeI  ۴  ۵۰  اوستراليس
۲۰۰  

۳  
۱  ۴  

  G1, G2  DdeI  ۵  پومونا
۵۰<  
۵۰-۱۰۰  
۱۰۰-۲۰۰  

۲  
۲  
۱  

۹  

  >G1, G2  DdeI  ۴  ۵۰  براتيسلاوا
۱۰۰>  

۳  
۱  ۱  

  >G1, G2  DdeI  ۶  ۵۰  کانيکولا
۱۰۰>  

۵  
۱  ۷  

  >G1, G2  DdeI  ۳  ۵۰  هارجو پراجيتنو
۲۰۰> 

۲  
۱  ۲  

  اينتروگانس

  >G1, G2  DdeI  ۵  ۵۰  سجروئه
۱۵۰≈ 

۳  
۲  ۳  

  >G1, G2  DdeI  ۴  ۵۰  بورگ پترسني
۱۵۰-۵۰  

۲  
۲  ۳  

  G1, G2  DdeI  ۳  ۱۰۰  تاراسوو
۱۵۰-۱۰۰ 

۲  
  بورگ پترسني  ۳  ۱

  >G1, G2  DdeI  ۴  ۵۰  هاجو بوويس
۲۰۰-۱۵۰ 

۳  
۱  ۱۲  

 B64-I  گريپو تيفوزا
B64-II Hinf I ۲  ۳۰۰≈  ۲  ۲  

 B64-I  اوتومناليس
B64-II  Hinf I  ۴  ۱۰۰  

۳۰۰< 
۲  
۲  ۳  

 B64-I  سينوپتري
B64-II  Hinf I  ۲  ۱۰۰≈  

۲۰۰≈ 
۱  
۱  ۲  

 B64-I  بيم
B64-II  Hinf I  ۵  ۱۰۰<  

۲۰۰≈  
۴  
۱  ۱  

  کيرشنري

 B64-I  موز داک
B64-II II  Hinf I  ۱  ۶۰۰  ۱  ۱  
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ن ی ـ ا .گـردد   ی و مـشخص م ـ    يرسـرووار، استانداردسـاز    ه يبرا
 REA (Restriction Endonucleuseروش کـه بـه اختـصار    

Analysis)   ــط ــام دارد توســ ــد Marshalنــ ــتفاده شــ   و اســ
ــرووارها ــوراژی ايس ــدوماديکتروهم ــس تفکی و هب داده ک ی

 مختلــف ي ســرووارهاREA بــا روش Thierman ).33(شــدند 
 بـا   Elis. )34(نمـود    يبنـد  دسـته متعلق به سروگروپ پومونا را      

و در   نموديبند  و دسته  ییزوله را شناسا  ی ا 300ن روش تعداد    یا
 REAم اندونوکلئار، روش ی آنز20با استفاده از   يدیگرمطالعه  

ــل داد و ــات پا را تکام ــاطلاع ــامعيا هی ــود ی ج ــدون نم   را م
  ).36و35(

 يهـا  می از آنزین روش آن است که فقط تعداد کم   یب ا یع
ک ی ـ مشخص و قابـل تفک     ي باند ي الگوها ؛توانند یکلئاز م اندو

 اشـکال وجود آورند و     هراها ب ی مختلف لپتوسپ  ي سرووارها يبرا
تر که انـدازه    بزرگ ي است که فقط باندها    آنن روش   یگر ا ید

ن یک خواهند بود و در ای از هم قابل تفک؛ دارنديو وزن بالاتر
ا ی ـانـدازه و    هـم ی کوچک و گاهياد باندهایک، تعداد ز یتفک

ک ی ـند که به صورت یآ یوجود م ههم ب ک به ی نزد يها با اندازه 
  ).37و35و26و24 (آورند یوجود م هر بیاسم ف در آمده ویط

و  صیک روش تـشخ  ی ـ) PFGE(لدژل الکتروفـورز    یپالسدف
ار یر بـس  ی ـ اخ يهـا  ز بالا است که در سال     ینگ با قدرت تما   یپیتا

بـه   مشخص  ي باند يک الگو یب  ین ترت یبد. متداول شده است  
ن یه استاندارد را با ا    یسو72  تعداد Hermann). 2(د  یآ یدست م  

 کـرد و سـپس بــا   ينگـار   انگـشت NotIم یروش و توسـط آنـز  
 يبنــد   دســتهين روش را بــرایــ اSaint Girons يهمکــار

). 38( کـار بـرد    هزوله شـده خـود ب ـ     ی ا يراهایسرووار لپتوسپ 300
Taylor ــن ــراPFGE روش زی ــدادDNAز ی آنــالي را ب  از ي تع

 بـه   همPFGE وش ر).39(استفاده نمود  استاندارد يسرووراها
 PCR بـر  ی مبتن ـيها  روشی ول؛از داردی نیزات اختصاص یتجه

تـر و    ارزان؛انـد  افتـه ی يشتری ـت بی ـر مقبول ی ـ اخ يهـا  که در سال  
مـر منفـرد، بـا    یک پرای ـ AP-PCR در روش .تـر هـستند    راحت

 .شـود  ی بـا آن انجـام م ـ   PCRشود و    ی استفاده م  ياری اخت یتوال
 قابـل   يک بـاکتر  ی ـ از ژنـوم     يمر چون با نقاط متعـدد     ین پرا یا

جـاد  ی متفاوت ايها  قطعات مختلف به اندازه   ؛جفت شدن است  
 يروبـر  را پس از الکتروفورز     ی خاص ي باند يکند که الگو   یم

ن روش یــ بــا اPerolat. )40 (آورنــد یوجــود مــ هژل آگــارز، بــ

س را ی متعلق به هارجوبوو  يها هی سو ی ژنوم ی ناهمگون ؛توانست
ن و یــی تعين روش را بـرا ی ـز ایــ نBrown. )40( مـشخص کنـد  

افت که بـا  ی در ی ول ؛کار برد  هراها ب یپ لپتوس يک سرووارها یتفک
). 41( ک نمـود  ی از سرووارها را تفک    یتوان برخ  ین روش نم  یا

ــ نRAPD-PCRدر روش  ــز ی ــک ی ــد پرای ــوال یا چن ــا ت ــر ب  یم
 ي بانـد  ری تـصو  شـود و   ی اسـتفاده م ـ   ياری ـ و اخت  یاختصاصریغ

. آورد یوجـود م ـ   ه ب ی خاص ينگار  انگشت يک الگو یحاصله،  
 يراهای لپتوسـپ  26 يبنـد   دسـته  ي بـرا  Corney ن روش توسط  یا

 ين روش را بــرایــ اGerriston). 37( جــدا شــده اســتفاده شــد
ــا ــتهییشناس ــد  و دس ــرووارهايبن ــروگروپ  ي س ــه س ــق ب  متعل

ز نـشان  ی ـ نRamadassمطالعـه  ). 42( کار برد  هس ب یهارجوو بوو 
ــا ا کــهداد ــرا ین روش هــر ســرووارها از لپتوســپیــ ب ک مــدل ی

گزارش در  و  ) 43( کند یجاد م ی خاص خود را ا    ينگار انگشت
  نــگ بــه کمــکیپی مطالعــه ژنوتا2002ق در ســال یــن تحقیهمــ

AP-PCR  و يز به جداسازین روش ن یدر ا ). 44( نمود شرت را من 
  . استازی نيکشت خالص باکتر

ن یــــیم تعیرمــــستقیک روش غیــــ PCR-RFLPگرچــــه 
 و  یک روش قطع ـ  ی ـ ین تـوال  یـی  اسـت و تع    DANسم  یمرف یپل

ــتاندارد طلا    روشی ولــ؛سم اســتیــمرف ین پلــیــی تعیــیاس
PCR-RFLPت مــشخص یــ دو مزین تــوالیــیسه بــا تعیــ در مقا

طـور  ه تر است و ب نهیهز از دارد و کمی نيتر  به زمان کوتاه ؛دارد
  .)26و24(باشد  یم کامل، قابل اجرا يز کارک روی در یکل

Woo م ی با استفاده از آنزDdeI   محـصول ،PCR  حاصـل از 
 ي الکتروفـورز ي بانـد ي را برش داد و الگو G2,G1 يمرهایپرا

 ين مطالعه، اغلـب سـرووارها     یدر ا ). 45( آنها را مشخص کرد   
ک بانـد  ی ـ(بانـد   4نتروگـانس ،    ی متعلق بـه گونـه ا      يراهایلپتوسپ

ب ی ـن ترت ی و بـد   ل دادنـد  یتشک) تر ر و سه باند کوچک    ت بزرگ
ن ی ـ از آنها فراهم کردند که در ا       يا هین محققان، اطلاعات پا   یا

 ییار شناسـا ی ـمطالعه مورد استفاده قـرار گرفـت و بـه عنـوان مع     
ن روش ی ـدر ا. رگونـه اسـتفاده شـد     یها، در حد گونه و ز      زولهیا

 یبـوزوم ی ر RNA يهـا  افتـه از ژن   ید  ی ـ تزا PCRاگر محـصول    
 ي بانـد ينگ نام دارد که معمولاً الگوها   یپیبوتای ر ؛استفاده شود 

 ي بـرا  يادی ـ تنوع ز  ی ول ؛آورند یوجود م  هر ب یدار و تکرارپذ  یپا
 ین توالییکه با تع  مگر آن .زدادن سرووارها نخواهد داشت   یتما

(PCR-Sequencing)     47و46(همراه گـردد(. Gravekamp در 
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ــه ــل از پراPCR يا مطالع ــای حاص ــرووارهاG2,G1 يمره  ي س
 و DdeI و NdeIIم یراها را توســـط دو آنـــزیمختلـــف لپتوســـپ

م ی را بـا آنـز  B64II,B64-I يمرهایراپحاصل از    PCRمحصول
HinfI     آنهـا را    ي بانـد  ي الگو ينگار  برش دادند و مدل انگشت 

 يبـرا PCR-RFLP زی ـ نBrownدر مطالعه ). 48( مشخص نمود
 و  )41 (راها اسـتفاده شـد    یتوسپ لپ يها رگونهیز ز ی و تما  ییشناسا

 هـا،  هیک سویص و تفکین روش، تشخیکه با ا  مشخص گردید   
ــان    ــرگروپ امک ــه و س ــد گون ــذ در ح ــط دو  یپ ــت و فق ر اس

کولا کـه هــر دو بـه گونــه   ی و کــانيکتروهمـوراژ یسـرگروپ ا 
افـت  یز در ی ـز داد و ن   یتوان تما  ینتروگانس متعلق هستند را نم    یا

 حاصـله از    ي بانـد  يگوهـا  ال ينگـار   انگـشت  يهـا  که در مـدل   
 بـه چـشم     يتر  قبول  قابلشتر و   ی ب ی، هماهنگ G2,G1 يمرهایپرا

 يهـا    سـال  یط ـ Brownها در هر دو مطالعه       افتهین  یا. خورد یم
در ). 49( د شــدیی ـ تاSavioز در مطالعـه  ی ـو ن) 41( 1997و1993

 و در  )46(گردیـد   نگ اسـتفاده    یپیبوتای که از ر   Perolatمطالعه  
ز در مـورد مطالعـه      ی ـو ن ) REA )34با روش    Theirmanمطالعه  

Ellis )35 ( ــه از ــد PCR-RFLPکـ ــتفاده شـ ــباهت و ؛  اسـ شـ
 يهمـوراژ وکتریکولا وا ی کـان  يک سرووارها ی نزد يشاوندیخو

شتر ی ـ ب DNA-DNA ياصولاً هرچه شباهت مرفولوژ   . د شد ییتا
هـم   ه مجهـول و اسـتاندارد، بـه       ی سو PCR-RFLP ي الگو ؛باشد

 را بـه  ي بانـد يو هرگونـه تفـاوت در الگـو   تر خواهند بود     هیشب
  ).50-52و47و46( توان نسبت داد ی م؛ها رگونهین زیتفاوت درب

ــیتع ــه روش مولکــولیــن هوی ــر ی مبتنــیت ب ــراPCR ب  ي، ب
 است و تر بزوله شده مطلوی ايراهایپک لپتوسیص و تفکیتشخ

 ون،یداسیبریتر بوده و از ه مطمئن  کل ژنوم،REAسه با یدر مقا

DNA-DNA اصـولاً  ) 26و24( باشـد  یتر م ـ  خرج تر و کم   آسان
 DNA-REAسه بـا  ی ـدر مقا   ، PCR-RFLP حاصله از    يالگوها

ستم ژل آگــارز یــتــر اســت و بـه الکتروفــورز در س  ار ســادهیبـس 
 شده و از مناطق     ی طراح يمرهایاز ندارد و اگر از پرا     یز ن یپرتما

تـر و   مطمـئن  ج حاصـله، ینتـا ؛ حفاظت شده ژنوم اسـتفاده شـود   
ن اسـت   ی ـن روش در ا   یت مهم ا  یمز. رتر خواهند بود  یکرارپذت

کـار بـرد و      بـه  ینی بال يها  نمونه يماً برا یرا مستق  توان آن  یکه م 
 و مـشاهده بانــد  ینی از نمونـه بــال PCRبلافاصـله پـس از انجــام   

ــصاص ــ، عملیاخت ــود RFLPات ی ــرا نم ــد. را اج ــن ترتی ب ب ی

 در  ).49-51و26( د قرار خواهـد گرفـت     یز مورد تائ  یص ن یتشخ
روز در  ی لپتوسـپ  يمـار ی از ب  يادی ز يها يریگ ر همه ی اخ يها سال

اتفاق افتاده   بی کارائ یهندوستان و نواح   ن،یپیلیف لند،یتا ن،یچ
ک سراسـر   ی در منـاطق آنـدم     يمـار ین ب یدر ضمن ا  . )13 (است

 و در مـشاغل  یصورت فصل  به و اغلب    شته دا یا حضور دائم  یدن
 يص سرووارهایتشخ. )13و7( کند یدا م ی پ يشتریخاص بروز ب  

 یک معضل بهداشتی لانی استان گيا مناطق جلگه زا در    يماریب
ج حاصله از مطالعه ما کـه از  یبا توجه به نتا.  است یمهم و اساس  

ج هماهنـگ  ی شد و به نتا يمطالعات مشابه انجام شده الگوبردار    
 ین مـشکل بهداشـت    ی ـتـوان بـه کنتـرل ا       یم؛  دیرس و مشابه آنها  

.  آن کمـک نمـود     يهـا   ناشناخته ییگشا هر و به گ   کمک نموده 
هـا   زولـه ی اي رویعن ـی مثبـت  يها  کشتيهر چند مطالعه ما رو 

 یصی ـ تشخیژگ ـیو و یصی ـدقت تشخ چون  ی ول ؛دیانجام گرد 
 و ینی بـال يهـا   نمونـه يرا بـرا   آن؛ بالااسـت ی به اندازه کـاف    آن

شـود   یشنهاد م ـینجا پی در ا.کار برد هتوان ب یز میم نیطور مستق  هب
ن ی ـمدتر استفاده شود و در اآ کارDNA استخراج  يها از روش 
 بـالاتر وجـود دارنـد کـه         یی بـا کـارآ    ي تجـار  يها تیموارد ک 
 روش  ي بـالا  ییکـارا ن با توجـه بـه       ی بنابرا .هستندکننده   کمک

PCR-RFLP ینی بـال يهـا   نمونـه  يرا بـرا    آن کهرسد   ینظر م  ه ب 
ن یـی ع و تعیص سـر یکـار بـرد و تـشخ   به توان  یمم  یطور مستق  هب

  .ندجا به انجام رسا کیت را یهو
  گيري نتيجه

این مطالعه نشان داد که اکثریت لپتوسپیراها در این منطقه از 
بـا توجـه بـه      . باشند  هاي اینتروگانس و بورگ پترسنی می       گونه

ــپیراها، روش   ــروتایپینگ لپتوســ ــدد در ســ ــشکلات متعــ   مــ
PCR-RFLP          یـک    براي تعیـین هویـت و مطالعـه سـاختارهاي 

باشد و اسـتفاده مـستقیم از آن          اي مفید می    جمعیت داخل گونه  
هاي بالینی و تشخیص سریع و تعیین هویت ، کاربرد  براي نمونه

  .دارد
  قدرداني تشكر و

د  ارش ـیکارشناس ـ اخـذ  يبـرا نامـه   انی ـن مقالـه حاصـل پا    یا
 واحـد  ی از دانشگاه آزاد اسلام اطیلاخیلخانم   یشناس  میکروب
  .بودلاهیجان 
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