
شماره 126، نشريه د امپزشكی، بهار 1399

9

 

bb

چکید ه 

باکتری لپتوسپیرا اینتروگنس)Leptospira interrogans(، عامل بیماری لپتوسپیروز است که یکی از بیماری های مهم مشترک میان انسان و 
حیوانات می باشد. یكی از مهم ترین توصیه های انجمن بین المللی در رابطه با حیوانات آزمایشگاهی، استفاده از حیوانات با فلور میکروبی 
مشخص می باشد. بر این اساس، توصیه فدراسیون انجمن های علوم حیوانات آزمایشگاهی اروپا )FELASA(، پایش های تشخیصی جهت 
بررسی وضعیت آلودگی حیوانات به عوامل میکروبی مختلف الزامی می باشد. در این تحقیق میزان شیوع این باکتری در کلنی موش های 
آزمایشگاهی نژاد NIH مرکز پرورش حیوانات آزمایشگاهی موسسه رازی در سال 1396 مورد بررسی قرار گرفت. 74 سر موش پرورشی 
بالغ )در محدوده وزنی 35-30 گرمی و سن 8-6 هفته( بصورت تصادفی از هر دو جنس نر و ماده از کلنی پرورشی و 6 سر موش وحشی 
نیز بوسیله تله های زنده گیری از بیرون از ساختمان های پرورشی صید و بعد از  کشتن به روش انسانی و  کالبدگشایی، نمونه برداری از 
بافت کلیه آنها صورت گرفت و پس از آماده سازی، روش PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی باکتری لپتوسپیرا اینتروگنس انجام گردید. 
 LipL32 حاوی قطعه ژن بیماری زای pGEM - T easy vector جهت طراحی و تهیه نمونه کنترل مثبت، با استفاده از ترانسفورمیشن پلاسمید
در E.coli  جهت تکثیر ژن و سپس استخراج آن صورت گرفت. از نمونه های بررسی شده، هیچگونه مورد مثبتی مشاهده نگردید. بر طبق 
NIH می توان چنین نتیجه گیری نمود كه با اطمینان 99/9%، آلودگی به لپتوسپیرا اینتروگنس در کلنی موش های نژاد FELASA دستورالعمل

موسسه رازی منتفی می باشد.
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Leptospira interrogans is the cause of leptospirosis, a common disease among humans and animals. One of the most 
important recommendations of international associations concerned with laboratory animals, is the use of defined 
animals. Based on the recommendation of the FELASA, the diagnostic monitoring is required to evaluate the con-
tamination of animals to different microbial agents. In this study, the prevalence of this bacteria was investigated in a 
colony of NIH strain laboratory mice of laboratory animal breeding unit at the Razi Institute in 1396.74 adult mice (in 
the range of 30-35g and age 6-8 weeks) were randomly selected from both sexes in breeding colony and 6 wild mice 
were selected by means of live traps from the outside of facility. After ethical euthanasia and autopsy, samples were 
taken from their kidney tissues and after preparation, the PCR method was performed using Leptospira interrogans 
specific primers. Designing and preparing the positive control was carried out using plasmid (pGEM -T easy vector) 
transformation containing the pathogenic of Leptospira interrogans gene (LipL32)  in E.coli for gene amplification and 
extraction. No positive cases were observed from the examined samples. According to FELASA instructions, it can be 
concluded that with 99.9% confidence, the Leptospira interrogans infection in breeding salons of Razi Institute NIH 
mice was discarded.
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مقدمه
در  بین المللی  انجمن های  و  سازمان ها  توصیه های  مهم ترین  از  یكی 
تعریف شده  حیوانات  از  استفاده  آزمایشگاهی،  حیوانات  با  رابطه 
(gnotobiotic) است، چرا كه نتایج كار بایستی قابل تكرار و قابل اطمینان 
انجمن  های  فدراسیون  توصیه  براساس   .)11  ،6( باشد  قابل تعمیم  و 
تشخیصی  پایش های   (FELASA) اروپا  آزمایشگاهی  حیوانات   علوم 
(Diagnostic monitoring) حیوانات، جهت صدور گواهی سلامت آن ها 
كه مورد درخواست سیستم های كیفیت و كنترل كیفی مؤسسات تولیدی 
آلودگی های  از  بسیاری  آنجاکه  از  است.  الزامی  می باشد،  تحقیقاتی  و 
متقاطع  واكنش های  ایجاد  باعث  ویروسی  و  مایكوپلاسمایی  باكتریایی، 
پایش های  انجام  می كنند،  مداخله  كنترلی  تست های  در  و  می شوند 
از جمله   ،FELASA از نظر  برای عوامل عفونی مهم  بهداشتی خصوصآً 
بصورت  باید   (Leptospira interrogans) اینتروگنس  لپتوسپیرا  باكتری 
و  تعیین  آلودگی  نوع  تشخیصی،  پایش های  با   .)6( گیرد  انجام  دوره ای 

بیماری زای  عوامل  با  مواجهه  صورت  در  و  مشخص  آن  میزان  و  شدت 
انجام  جهت  گیرد.  انجام  بایستی  جدی  بصورت  كنترلی  اقدامات  خاص، 
پایش های تشخیصی از روش های توصیه شده مانند الایزا، PCR و غیره 
توصیه   FELASA توسط  که  مهم  باكتری های  از   .)6( می گردد  استفاده 
شده است، لپتوسپیرا اینتروگنس می باشد. این باكتری به شكل اسپیروكت 
فنر مانند و به ضخامت 0/1 میكرومتر و به طول 20-6 میكرومتر می باشد 
که در موش ایجاد زخم و عفونت های کلیوی نموده و در موارد پیشرفته 
این تحقیق به بررسی  باعث مرگ و میر می گردد )9، 14، 16، 19(. در 
آلودگی به باکتری لپتوسپیرا اینتروگنس در کلنی موش های آزمایشگاهی 
بیشترین   ،NIH نژاد  آزمایشگاهی  موش های  شد.  پرداخته   NIH نژاد 
مصرف را در کارهای تحقیقاتی به خود اختصاص داده است )8، 11(. در 
این تحقیق از روش  PCR برای بررسی آلودگی استفاده شد که بعنوان 
Golden test از سوی FELASA معرفی گردیده است )6(. از آنجائی که 
تاکنون هیچگونه تحقیقی بر روی این باکتری در موش های آزمایشگاهی 
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نژاد NIH گزارش نشده است، لذا از روش ها و نتایج حاصل از این تحقیق 
می توان جهت انجام آزمایشات تشخیصی بصورت مستمر و دائمی در هر 

مرکز پرورش موش های آزمایشگاهی استفاده نمود. 

مواد و روش کار
انتخاب نمونه

با احتساب 10% شیوع  FELASA،  )جدول 1(  با توجه به دستور العمل 
آلودگی در سطح کلنی حیوانات و با اطمینان 99/9%، از کلنی پرورشی، 
تعداد 74 سر موش  تحقیق  این  در  که  است  احتیاج  تعداد 66 نمونه  به 
پرورشی بالغ )در محدوده وزنی 35-30 گرمی و سن 8-6 هفته( بصورت 
تصادفی از هر دو جنس نر و ماده از کلنی پرورشی انتخاب گردیدند. به 
علاوه 6 سر موش وحشی در محدوده وزنی و سنی مشابه نیز به طریق 

تله های زنده گیری صید گردید )6(. 
بعنوان مثال اگر میزان شیوع احتمالی یک عفونت 30% و درصد اطمینان، 
95% در نظر گرفته شود، جهت پایش و تشخیص حداقل یک نمونه مثبت، 
به 10 سر حیوان نیاز می باشد. نحوه محاسبه تعداد نمونه بر اساس ضریب 

اطمینان در ذیل آمده است:

N = درصد حیوانات غیر آلوده
0/05 = ضریب اطمینان %95 

تهیه و آماده سازی نمونه ها    
با رعایت کامل اصول اخلاق کار با حیوانات آزمایشگاهی، پس از مرگ آسان 
موش ها )با مخلوط کتامین (Ketamine) به میزان 225mg/kg و زایلازین 
30mg/kg و تزریق داخل صفاقی( کالبدگشایی و  به میزان   )Xylazine)

بطور  نمونه ها   .)11  ،8( گرفت  آن ها صورت  کلیه  بافت  از  نمونه برداری 
در  آزمایش  زمان  تا  و  شد  داده  قرار  میکروتیوپ  داخل  در  مستقیم 
پرایمرهای  از  استفاده  با   PCR روش  شدند.  نگهداری  مایع  ازت  تانک 
اختصاصی انجام گردید. جهت رعایت کامل موارد استریلیتی، تمام کارهای 
نمونه برداری و انجام روش  PCR، در زیر دستگاه لامینار فلو انجام گردید. 

طراحی و تهیه نمونه جهت کنترل مثبت
اینتروگنس  لپتوسپیرا  باکتری  از  شده  محافظت  و  مناسب  توالی  طراحی 
جهت شناسایی تمامی گونه های موجود در بانک ژن صورت گرفت. جهت 
طراحی پرایمر، از کلون توالی ژن بیماری زای LipL32 موجود در بانک 
ژن NCBI و نرم افزار Kalign، استفاده گردید. جهت تهیه کنترل مثبت 
'Primer F: 5'-GAATCAAGATCCCWAATCCTC-3 و   ) 274 bpاز قطعه
'Primer R: 5'-TTACTTAGTCGCGTCAGAAGC-3)  به داخل پلاسمید 
 E.coli و تکثیر آن با ترانسفورمیشن در باكتری pGEM - T easy vector
استفاده شده است )12(. از سویه باكتری لیوفیلیزه E.coli  2163 GM که 
در محیط LBB ، كشت و در دمای 37 درجه سانتی گراد بمدت 18 ساعت 
قرار داده شد، استفاده گردید و طبق پروتکل، Competent cell از آن تهیه 
گردید )2(. سنتز ژن و كلون آن در پلاسمید توسط شرکت سیناکلون انجام 
 Accuprep® Nano-Plus Plasmid کیت   توسط  پلاسمید  استخراج  شد. 
Mini Extraction خریداری شده از شرکت سینا کلون طبق دستورالعمل 

ذیل صورت گرفت )20(.

DNA استخراج
 Dyna Bio از نمونه های تهیه شده بر طبق پروتكل كیت DNA استخراج

)تکاپوزیست( صورت گرفت.

 PCR انجام
انجام PCR در دستگاه Thermocycler gradiant Eppendorf انجام گرفت. 
واکنش با یک حجم نهایی μl 25 انجام گردید و محلول های به کار رفته 

 FELASA جدول 1- محاسبه تعداد حیوان بر طبق دستورالعمل

 میزان شیوع احتمالی
(%)

تعداد نمونه های مورد نیاز با در نظر گرفتن درصد اطمینان مختلف

%95%99%99/9

10294466

20142131

30101320

4061014

505710
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و غلظت آن ها مطابق جدول 2 بود. بعد از انجام  PCR، تخلیص محصول 
انجام گرفت. جهت تعیین توالی، به شرکت تکاپوزیست ارسال گردید. 

پس از بهینه سازی شرایط مطلوب برای PCR، بهترین شرایط به شرح ذیل 
بدست آمد: Initial Denaturation با دمای 94 درجه به مدت 5 دقیقه، 30 
سیکل بعدی بصورت: Denaturation با دمای 94 درجه به مدت 1 دقیقه، 
Annealing با دمای 52 درجه به مدت 1 دقیقه، Extending با دمای 72 
درجه به مدت 1 دقیقه و Final Extending با دمای 72 درجه به مدت 

10 دقیقه )18(.

الكتروفورز  
 DNA marker، الکتروفورز انجام شد. از ،PCR جهت تعیین باند محصول
با 2 میکرولیتر   PCR از محصول  استفاده گردید. 10 میکرولیتر   100  bp
 %1 آگارز  ژل  چاهک های  داخل  به  و  مخلوط  خوبی  به  بارگذاری،  بافر 
حاوی رنگ syber safe  ریخته شد. حجم ژل 100 میلی لیتر و میزان رنگ 
دقیقه   40 بمدت  ولت   90 ولتاژ  در  الکتروفورز  نهایتاً  بود.  میکرولیتر   2
UV- دستگاه  روی  بر  ژل  الکتروفورز،  زمان  پایان  از  پس  گرفت.  انجام 

قرار  عکس برداری  و  بررسی  مورد  و  شد  داده  قرار   Transilluminator
گرفت )18(.

نتایج
 NIH از تعداد 80 نمونه اخذ شده که از بافت کلیه موش های پرورشی نژاد
)74 نمونه( و موش های وحشی )6 نمونه( و برای پایش باکتری لپتوسپیرا 
اینتروگنس تهیه شد بودند، روش PCR با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 
مولار  نانو   250 تا   100 بین  غلظتی  که  آمده  بدست  نمونه های  روی  بر 
داشتند انجام گرفت و در تمامی نمونه ها، هیچگونه مورد مثبتی مشاهده 

نگردید. محصول PCR باندی به طول bp 274 تولید می کند  )شکل 1 و 2(.

بحث
در مراکز اصلی پرورش حیوانات آزمایشگاهی ایران با وجود پیشرفت هایی 
است ولی هنوز شیوع  پرورش حاصل شده  و روش های  در طراحی  که 
بعضی از عفونت ها به ویژه عفونت های باکتریایی دیده می شود. گرچه 
ولی  است  نشده  دیده  عفونت زا  عوامل  به  آلودگی  در  بالینی  علائم 
می تواند در نتایج تحقیقات و تست هایی که جهت تهیه واکسن بر  روی 

این حیوانات انجام می شود تأثیر منفی بگذارد )6، 8(.
بر  اساس توصیه انجمن  علوم حیوانات آزمایشگاهی اروپا، پایش بهداشتی 
حیوانات آزمایشگاهی، جهت صدور گواهی سلامت آن ها الزامی است. 
بر  طبق نظر این فدراسیون، عوامل محیطی، فاکتورهای ژنتیکی و عوامل 
عفونت زا به طور مستقیم در سلامت حیوانات آزمایشگاهی و در نهایت 
در کارهای تحقیقاتی صورت گرفته بر  روی آن حیوانات تأثیر می گذارند 
 rat bite از عوامل عفونت زای باکتریایی )نظیر عامل  )6، 8، 11(. بعضی 
عامل  )نظیر  ویروسی  کمپیلوباکتریوز(،  و  تولارمی  سالمونلوز،   ،fever
LCM(، مایکوپلاسمایی )مانند Mycoplasma pulmonis( و انگلی )مانند 
Toxoplasma gondii و Hymenolepis nana( در حیوانات آزمایشگاهی 
هستند.   (Zoonosis)زئونوز و  شوند  می  انسان  در  عفونت  ایجاد  باعث 
بنابر این حیوانات مورد استفاده باید عاری از آن عوامل عفونی باشند. اما 
عاری بودن از تمام میکروارگانیسم ها ضرورتی ندارد )6،  8،  9(. با دلایل 
یک سیستم  بعنوان  بهداشتی  پایش  برنامه های  که  است  مهم  ذکر شده 
اقدامات پیشگیرانه و نیز  کنترل کیفی مهم به اجرا در آیند )6(.  هزینه 
ولی  برسند،  به نظر  زیاد  است  ممکن  بهداشتی  پایش  برنامه  های  اجرای 
استفاده می شود،  تحقیقات گوناگون  به هزینه کلی که در مورد  نسبت 

PCR جدول 2- غلظت و حجم بکار رفته محلول های مورد استفاده در

حجم به کار رفتهغلظت مواد به کار رفته

PCR buffer 1 X 12/5 میکرولیتر

)mM 10( dNTP mix)0/5 میکرولیتر )غلظت نهایی 0/2 میلی مولار

)μM 10( F-  Primer)1 میکرولیتر )غلظت نهایی 0/4 میکرو مولار

)10μM ( R-  Primer)1 میکرولیتر )غلظت نهایی 0/4 میکرو مولار

)Taq )IU 0/125 میکرولیتر

)25mM( MgCl2)2 میکرولیتر )غلظت نهایی 2 میلی مولار

Template DNA)1 میکرولیتر )غلظت نهایی 100 تا 250 نانو گرم

6/875 میکرولیترآب مقطر دو بار تقطیر

25 میکرولیترمقدار کل
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پژوهشی،  ملاحظات  بر اساس  بایستی  توصیه ها  می باشد.  ناچیز  بسیار 
عواملی که شیوع آنها بصورت ناحیه ایی است و نیز اهداف ملی که در 
از   .)11 ،8  ،6( تنظیم گردند  این خصوص مطرح می باشد  هر کشور در 
آنجا که موش آزمایشگاهی نژاد NIH بیشترین استفاده را در تحقیقات 
جهت  خصوص  این  در  بهداشتی  پایش  انجام  لزوم  دارد،  بیولوژیکی 

آزمایشات  در  آن ها  از  استفاده  و  تشخیصی  روش های  کردن  استاندارد 
آتی که بصورت مستمر و دوره ای برای تمام نژادهای موش آزمایشگاهی 
نیز  و  عفونت زا  عوامل  انتقال  می باشد.  ضروری  گرفت  خواهد  صورت 
(Open cages) حضور عوامل آلرژن زا در سیستم های با قفس های روباز

به قفس های  دارند، نسبت  متعارفی وجود  پرورشی  که در سیستم های 

شکل 1- تصویر الکتروفورز ژل آگارز برای لپتوسپیرا اینتروگنس مربوط به نمونه های موش های پرورشی )مارکر L :bp100، کنترل منفی: C-، کنترل مثبت: C+، 12-1: نمونه ها(

L :100bp، کنترل منفی: C-، کنترل مثبت: C+، 74-69: نمونه  شکل2- تصویر الکتروفورز ژل آگارز برای لپتوسپیرا اینتروگنس مربوط به نمونه های موش های پرورشی و وحشی )مارکر

های موش های پرورشی، 80-75: نمونه های موش های وحشی(



14

و  بوده  بیشتر  بسیار   (Individually Ventilated Cages) مجزا  تهویه  با 
ضرورت انجام برنامه های پایش بهداشتی در مورد آن ها اهمیت بیشتری 
دارد. در سیستم های با قفس های روباز، انتقال مواد عفونت زا از طریق 
بستر، آب، غذا، قفس ها و حیوانات آلوده بطور مستقیم صورت می گیرد 
در  بیماری زا  عفونی  عوامل  آنتی بادی های  وجود  بررسی   .)11  ،8  ،6(
در  قبلی  عفونت  نشان دهنده  بالغ  آزمایشگاهی  حیوانات  خون  سرم 
آن ها می باشد )6، 13(. امروزه در مراكز بزرگ تولید و پرورش حیوانات 
انجام آزمایش تشخیص عوامل عفونت زای مهم، هر شش  آزمایشگاهی، 
هفته انجام می شود )6، 8(. در ایران تاکنون گزارشی از تحقیق بر روی 
حیوانات  نگهداری  و  پرورش  مراکز  در  اینتروگنس  لپتوسپیرا  باکتری 
آزمایشگاهی دیده نشده است. در صورت مشاهده موارد مثبت از این 
کنترل،  اقدام های   FELASA دستورالعمل های  طبق  بر  بایستی  باکتری، 
به  توجه  با   .)6( گیرد  صورت  آلوده  کلنی های  حذف  احتمالاً  و  مبارزه 
که   گردید  تحقیق مشخص  این  در  انجام شده  بررسی های  و  مشاهدات 
اقدامات پیشگیرانه تا حد زیادی باعث كاهش شیوع عفونت به باكتری 
لپتوسپیرا اینتروگنس شده است. در زمینه پایش بهداشتی عوامل عفونی 
باکتریایی در سایر کشورها گزارشات زیادی وجود دارد. در سال 1996، 
در  را  متقابل  ویروس های  و  باكتریایی  عفونت های  همكارانش  و   Boot
موش های یك آزمایشگاه پرورش حیوانات مورد بررسی قرار دادند )3(. 
عفونی  میكرو ارگانیسم های  همكارانش  و   Dammann  ،2011 سال  در 
 Eukaryotic) شامل ویروس ها، باكتری ها، قارچ ها و انگل های یوكاریوتی
در  اهلی  حیوانات  فروش  مغازه های  از  كه  موش هایی  در   (parasites
داد  نشان  مطالعه  این  دادند.  قرار  بررسی  مورد  را  شده اند  تهیه  آلمان 
كه در صورت تماس مستقیم با موش های فروشگاه های حیوانات خانگی 
وجود  بیماری  به  ابتلا  امكان  باشد  نگرفته  انجام  احتیاطی  اقدامات  اگر 
دارد )5(. Nally و همکاران )2005( گزارشی از عفونت کشنده لپتوسپیرا 
 .)14( نمودند  ارائه   C3H نژاد  آزمایشگاهی  موش های  در  اینتروگنس 
شده  ایجاد  زخم های  ویژگی های  مورد  در   )1998( و همکاران   Pereira
در کلیه و ریه های موش های آزمایشگاهی نژاد C3H ارائه نمودند )16(. 
Koizumi و Watanabe )2003( در خصوص ردیابی .Leptospira spp در 
سرم موش های آزمایشگاهی تحقیقی انجام و به موارد مثبت آن اشاره 
عفونت  برای  موشی  مدل   )2015( همکاران  و   Richer  .)13( نمودند 

لپتوسپیرا اینتروگنس معرفی نمودند )17(.  
درمان  برای  سیکلوفسفامیدها  ترکیبات  از   )1976(  Faine و   Adler
موش های مبتلا به لپتوسپیرا اینتروگنس استفاده نموده و به نتایج مطلوبی 
دست یافتند )PCR .)1 از روش های توصیه شده برای تشخیص عفونت 
 Cheemaa می باشد )5(. همچنین FELASA لپتوسپیرا اینتروگنس از سوی
و همکاران )2007(، با روش  PCR و با استفاده از پرایمرهای اختصاصی 
ژن lipL32 نسبت به تشخیص لپتوسپیروز اقدام نموده و موفق به تشخیص 
 Khodaverdi  ،)1999( همکاران  و   Heinemann  .)4( گردیدند  بیماری 
 PCR 2003(، از روش( و همکاران Oliveira ،)2013( و همکاران Dariyan
جهت تشخیص لپتوسپیروز استفاده نموده و به نتایج مطلوبی دست یافتند 

 .)15 ،12 ،10(
موش های  از  شده  تهیه  نمونه های  تمام  گردید  مشخص  تحقیق  این  در 
اینتروگنس  لپتوسپیرا  به  آلودگی  نظر  از  وحشی  و   NIH نژاد  پرورشی 

منفی بوده اند. بر طبق دستورالعمل FELASA می توان چنین نتیجه گیری 
نمود كه با اطمینان 99/9%، آلودگی به لپتوسپیرا اینتروگنس در سالن های 
پرورشی، در کلنی موش های نژاد NIH منتفی می باشد كه برای حفظ این 
شده  مشخص  اجرام  سایر  به  آلودگی  از  جلوگیری  همچنین  و  وضعیت 
و  دقت  با  را  بهداشتی  پایش های  و  مراقبت ها  باید  دستورالعمل ها،  در 

حساسیت زیاد اعمال نمود )7(.

تشکر و قدردانی
این مقاله برگرفته از طرح تحقیقاتی با عنوان پایش بهداشتی موش های 
آزمایشگاهی تولیدی موسسه رازی به عوامل باکتریایی، مایکوپلاسمایی، 
بدینوسیله  و  با کد مصوب 9454-18-18-01 می باشد  انگلی  و  ویروسی 
و  آزمایشگاهی  حیوانات  پرورش  و  تولید  بخش های  همکاران  کلیه  از 
ابریشم و حیات وحش موسسه  زنبور عسل، کرم  بیماری های  تحقیقات 

تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی تشکر و قدردانی می گردد.
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