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 اساس بر PCR روش از استفاده با زا بیماری هایلپتوسپیرا مولکولی تشخیص

 lipL32 ژن

 

2بیدهندی مرادی سهیلا ،2*خاکی پژواک ،1زارچی رحیمی فاطمه 
 

 .ایران تهران، شناسی، زیست گروه پایه، علوم دانشکده تحقیقات، و علوم واحد اسلامی آزاد دانشگاه ارشد، کارشناسی -1

 کشاورزی، ترویج و آموزش تحقیقات، سازمان رازی، سازی سرم و واکسن تحقیقات موسسه شناسی، میکروب خشب دانشیار، -2

 .ایران کرج،

 29/11/1931تاریخ پذیرش:    2/5/1931تاریخ دریافت: 

 چکیده

 است لپتوسپیرا خارجی غشای های نپروتئی مهمترین از یکی LipL32. است انسان به حیوان از انتقال قابل مهم های بیماری از یکی لپتوسپیروز

 این انجام از هدف بنابراین. باشد می زا بیماری لپتوسپیراهای شناسایی جهت مناسبی فاکتور و دارد وجود زا بیماری سرووارهای در تنها که

 زای بیماری غیر و زا یماریب سرووارهای از بررسی این در. باشد می lipL32 ژن اساس بر زا بیماری لپتوسپیراهای مولکولی تشخیص پژوهش،

 استاندارد روش با ها آن ژنومیک DNA و شدند داده کشت  EMJHاختصاصی کشت محیط در ها باکتری. شد استفاده لپتوسپیرا استاندارد

 این برای( Annealing) اتصال دمای. شد طراحی lipL32 ژن تکثیر جهت اختصاصی پرایمر. گردید تخلیص الکل ایزوآمیل کلروفرم فنول

 مورد PCR در آن ویژگی تعیین همچنین و  pg/µl-4 10  حساسیت میزان ، پیکومول 11 پرایمر مناسب غلظت گراد، سانتی درجه 11 پرایمر

 bp 272 قطعه و دارد حضور لپتوسپیرا زای بیماری سرووارهای در فقط ژن این که شد تایید PCR های داده به توجه با. گرفت قرار بررسی

 تشخیص سریع های روش شناسایی.  نگردید مشاهده زا بیماری غیر سرووار در باشد، می lip L32  ژن  تکثیر دهنده اننش که حاصل

 های روش زا، بیماری لپتوسپیراهای تشخیص جهت بنابراین. باشد می اهمیت حائز بسیار بیماری حاد فاز به ورود از پیش زا بیماری لپتوسپیراهای

 .گردد می پیشنهاد دهند، می ارائه اعتماد قابل و دقیق پاسخی ممکم زمان ترین کوتاه در کهlipL32 ژن از استفاده اب PCR بر مبتنی مولکولی

 

 lipL32 ژن ،لپتوسپیرا ،PCRکلیدی:  کلمات
 دکتر پژواک خاکیمسئول:  نویسنده *

 13129932391تلفن:    .رانیکرج، ا ،یکشاورز جیآموزش و ترو قات،یسازمان تحق ،یراز یواکسن و سرم ساز قاتیموسسه تحق ،یشناس کروبیبخش م آدرس:

 p.khaki@rvsri.ac.ir :پست الکترونیک

mailto:p.khaki@rvsri.ac.ir
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 مقدمه
که  باشد می بیماری مشترک بین انسان و دام لپتوسپیروز

 گرددمی ایجاد لپتوسپیرا نام به اسپیروکتی توسط

 جمله از متعددی هایگونه اریبیم این. (23و11و5)

 لپتوسپیروزیس کند.می آلوده را وحشی و اهلی جانوران

 ترین شایع عنوان به جهان سطح در اخیر های سال در

به دلیل افزایش  محسوب می شود.زئونوز   بیماری

پیشرفته و در حال  جوامع در  لپتوسپیروزیسشیوع 

هانی این بیماری به عنوان یک مشکل ج که توسعه است

این بیماری عموما توسط (. 13و12)مطرح شده است

جوندگان و همچنین حیوانات مزرعه به عنوان مخازن 

بیماری، به کشاورزان و افرادی که در تماس نزدیک با 

 (.11پستانداران اهلی هستند، منتقل می شود)

( و یکی از 21) یک بیماری حاد تب دار لپتوسپیروز

 1جهان با حدود علل اصلی مرگ و میر در سطح 

( که در صورت عدم 3) میلیون مورد ابتلا می باشد

درصد  21درمان می تواند عوارض جدی و یا حتی تا 

 و11مرگ و میر مبتلایان را به دنبال داشته باشد)

 (.21و11

 های بیماری سایر با لپتوسپیروزیس بالینی علائم معمولاً

 انسان در که بطوری می شود. اشتباه عفونی دیگر

 و کند می بروز کشنده حاد تا فرم خفیف فرم از بیماری

آنفلوانزا  شبه شکل به تواند در مراحل اولیه بیماری می

 شدید تا اشکال و در صورت تاخیر در درمان،

مانند  حیاتی های اندام و شود ظاهر دهنده خونریزی

سازد و مرگ را در پی  درگیر را ریه و کلیه کبد،

  (.25و12داشته باشد)

 به شود؛ داده تشخیص زود اگر انسانی حاد توسپیروزلپ

بنابراین  دهد پاسخ می بیوتیکی آنتی به درمان خوبی

تشخیص آزمایشگاهی سریع و صحیح این بیماری از 

از روش های متفاوتی اهمیت ویژه ای برخوردار است. 

استفاده می گردد مانند بررسی  لپتوسپیروزدر تشخیص 

، کشت، روش (DFM)ک با میکروسکوپ زمینه تاری

و  (MAT)های سرولوژیکی مانند میکروآگلوتیناسیون 

 و واکنش زنجیره ای پلیمراز (ELISA)روش الایزا 

(PCR)(219و9و) .ی ی باکتری به وسیلهمشاهده

میکروسکوپ زمینه تاریک شرایط تشخیص سریع را 

فراهم میکند. اما جهت تشخیص میکروسکوپی به 

ت چرا که فیبرین و یا کارشناسان مجرب نیاز اس

پروتئین ها که دارای حرکات براوونی می باشند ممکن 

ی است به اشتباه، باکتری تفسیر شوند. بنابراین، مشاهده

میکروسکوپی روش تشخیص مناسبی نمی باشد. 

باکتری کند رشدی بوده و  لپتوسپیرا همچنین باکتری

جداسازی آن از نمونه های بالینی به روش کشت بسیار 

قت گیر است و حساسیت آن نسبتا پایین می باشد و

(21.)  

روش الایزا نیز با اینکه روش آسان و مقرون به صرفه 

ای می باشد، ولی به دلیل حساسیت پایین،  به خصوص 

در هفته اول بیماری و همچنین ناتوانی در تشخیص 

، روش مناسبی جهت تشخیص لپتوسپیرا سرووارهای

  (.22نیست)سریع و دقیق این بیماری 

به عنوان  MATعلی رغم اینکه روش سرولوژیک 

کاربرد دارد ولی با  لپتوسپیرا روش مرجع در تشخیص

توجه به اینکه در این روش از باکتری زنده جهت 

تشخیص استفاده می شود، لذا این روش سرولوژیک 

نیز با توجه به خطرات کار مستقیم با باکتری زنده برای 

جهت تشخیص نمی باشد.  کارشناس، روش مناسبی

 یکیسرولوژ یها کیکه تکن ییاز آنجاعلاوه بر این، 

 شخیصت ستند،ین مخازن و یا ناقلین ییقادر به شناسا

 ی روش های مناسبی جهتنیبال ینمونه ها یمولکول
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مخازن و یا  تشخیص از یک طرف و همچنین شناسایی

 (.22و1می باشد) ناقلین از طرف دیگر

تایج سریع و دقیق و با حساسیت بالا، با ارائه ن PCRروش 

 MATنسبت به روش های زمان بری مانند کشت و 

  (.91و29و1و1ارجحیت دارد)

توسط ون آیز و همکارانش  PCRروش 1393در سال 

ز، بر روی ادرار گاو مورد لپتوسپیروبرای تشخیص 

 (.2بررسی قرار گرفت )

LipL32 که  می باشد لپتوسپیرا لیپوپروتئین غشاء خارجی

بیان می شود. ژن  لپتوسپیرا در سرووارهای بیماری زای

کد کننده این پروتئین در میان سرووارهای مختلف 

 (.29بیماری زا کاملا ثابت و حفاظت شده می باشد)

LipL32  یم دیتول اهای بیماری زالپتوسپیرکه توسط 

موثر  یمنیواکنش ا یشود در تمام مراحل چرخه زندگ

در  نیپروتئ نیا دهد. یم شیرا افزا واناتیدر انسان و ح

و  است ژنیکمونویا اژن غالب یآنت کیطول عفونت 

 شود. یم دهیدر همه موارد د بایها تقر یباد یآنت دیتول

 مبتلا به مارانیدر سرم ب LipL32ضد  یها یباد یآنت

 شوند یم ییشناسا یماریدر تمام مراحل ب روزیلپتوسپ

 .(2و19و15و91و92و29)

دف از اجرای این تحقیق، تشخیص مولکولی بنابراین ه

 می باشد. lipL32های بیماری زا بر اساس ژن لپتوسپیرا

 مواد و روش کار

مورد استفاده در این  لپتوسپیراسرووارهای 

 تحقیق 

  در این تحقیق از سرووارهای بیماری زای

L.Grippotyphosa RTCC2808، L.Ballum RTCC2838 ، 

RTCC2825 L.Grippotyphosa  ،  

 L.Serjoe hardjo RTCC2821، 

L.Pomona RTCC2822 ، 

L.Canicola RTCC2836، 

 L.Canicola RTCC2805، 

 L.Icterohaemorrhagiae RTCC2837، 

L.Australis RTCC2840، 
 L.Serjoe hardjobovis RTCC2843  

 L.Semaranga RTCC2828و سرووار غیربیماری زای 

گاه رفرانس موجود در کلکسیون میکروبی آزمایش

واقع در موسسه تحقیقاتی واکسن و سرم سازی  لپتوسپیرا

 رازی کرج استفاده گردید. 

 DNA  کشت و استخراج

در محیط کشت اختصاصی  لپتوسپیرای باکتری ها

EMJH (Difco,USA) سرم خرگوش و  %11 همراه با

درجه  29مکمل های غذایی در شرایط هوازی و دمای 

روز رشد  1-11د و بعد از سانتی گراد کشت داده شدن

مورد بررسی قرار   کیآن ها با میکروسکوپ زمینه تار

 11111گرفت. سپس نمونه ها جهت رسوب گیری در 

درجه  2 یو در دما قهیدق 21 تبه مد قهیدور در دق

 DNA. جهت تخلیص دیگرد وژیفیگراد سانتر یسانت

ژنومیک از روش استاندارد فنل کلروفرم ایزوآمیل 

تخلیص  DNA تی. کیفیت و کم(91)فاده شدالکل است

درصد و  1 ژل آگارز بر روی یافته توسط الکتروفورز

 اسپکتروفتومتری مورد ارزیابی قرار گرفت. روش

 PCRآزمایش 

 212با سایز   lipL32در این تحقیق جهت تکثیر ژن 

جفت باز پرایمرهای اختصاصی با توالی زیر طراحی 

 گردید.
LipL32 F: 5’ GAATCAAGATCCCAATCCTC 3’  

LipL32 R: 5’   TTACTTAGTCGCGTCAGAAGC 3’ 

میکرولیتر انجام شد. برای  11در حجم  PCRواکنش 

درجه  32دقیقه در  5به مدت  DNAدناتوراسیون اولیه 

سانتی گراد قرار داده شد. سپس دناتوراسیون به مدت 

درجه سانتی گراد، الحاق پرایمرها  32دقیقه در دمای 1

درجه سانتی گراد به مدت  11دف در ه DNAبه 

 درجه سانتی گراد به مدت 12دقیقه و تکثیر در 1
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دقیقه  11سیکل تکرار شد و در نهایت  95دقیقه طی  1

درجه سانتی گراد قرار  12جهت تکثیر نهایی در دمای 

در تمامی نمونه ها توسط ژل  PCRگرفت. محصول 

 .الکتروفورز مورد ارزیابی قرار گرفت

ین دمای اتصال بهینه در پرایمرهای مورد جهت تعی

 لپتوسپیرا استفاده در این تحقیق، از سرووار بیماری زای

L.Grippotyphosa RTCC2808   استفاده و گرادیانت

درجه سانتی گراد گذاشته شد.  12تا  51دمایی از  

همچنین جهت تعیین غلظت بهینه پرایمر ها در واکنش  

PCRپیکومول از هر پرایمر  21و  15،11،5، غلظت های

 مورد سنجش قرار گرفت. 

  برای واکنش  DNAبرای به دست آوردن غلظت بهینه

PCR  با پرایمرهای طراحی شده مذکور، در مرحله اول

با  L.Grippotyphosa RTCC2808 باکتری  DNAاز 

استفاده گردید. در مرحله بعد  ng/ μl 111غلظتی معادل 

وجود در نمونه، م DNAجهت بررسی کمترین غلظت 

DNA  از غلظتng / μl 111  تا/ μl pg
رقیق  5-11   

از هر رقت ریخته شد و  μl1شد.  در هر میکروتیوپ 

نتایج مورد بررسی قرار گرفت. انتخاب دامنه غلظت بر 

در نظر گرفته  μl 1اساس  تعداد پارتیکل باکتری در 

 شد.

برای  Lipl32برای تعیین اختصاصی بودن پرایمر

پیراهای بیماری زا انجام تست تعیین ویژگی لپتوس

 DNAضروری است. برای انجام این عمل بر روی 

و غیر بیماری   استخراج شده از سرووارهای بیماری زا

 Salmonella enteritidisو باکتری  لپتوسپیرا زای

ATCC13076    به عنوان کنترل منفی با پرایمر

LipL32   تستPCR منظور  انجام گردید. همچنین به

 جهت L.Canicola RTCC2805بررسی صحت نتایج

نظر به شرکت کروموژن کشور  مورد ژنوم توالی تعیین

 کره فرستاده شد.

 نتایج

با استفاده از پرایمرهای اختصاصی  lipL32تکثیر ژن 

جفت باز  212، باندlipL32انجام و نتیجه محصول ژن 

 111درصد و مارکر 1بود که با الکتروفورز ژل آگارز 

جفت بازی مورد تایید قرار گرفت. با توجه به یافته ها، 

برای  (Annealing)بهترین دما جهت اتصال پرایمرها 

درجه سیلسیوس در نظر گرفته  11این واکنش، دمای 

جهت تعیین غلظت مناسب  PCR شد. در طی آزمایش

پیکومول  11پرایمرها نیز میزان بهینه ی غلظت پرایمرها 

ین یافته ها جهت تعیین میزان به دست آمد. همچن

حساسیت پرایمرها حاکی از آن بود که پرایمر مورد 

استفاده در تحقیق حاضر از حساسیت جهت تشخیص 

سرووارهای بیماری زا بر خوردار می باشد. میزان 

بود. این μl pg -411 /در حد   LipL32حساسیت پرایمر 

ن میزان پس از معادل سازی نشانگر این بود که در ای

PCRتوانایی شناسایی یک پارتیکل باکتری در ، μl1 

نمونه وجود دارد. تحلیل نتایج آزمایش تعیین ویژگی 

PCR  نشان داد که ژنlipL32  اختصاصی برای کاملا

لپتوسپیراهای بیماری زا بوده و فقط در سرووارهای 

بیماری زا وجود دارد و در سرووار غیربیماری زای 

جفت  212اکتری سالمونلا باند مورد مطالعه و همچنین ب

 (. 1مشاهده نشد)شکل lipL32باز معرف ژن 
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 مارکر مرجع                                                             1شکل 
 جهت شناسایی سرووارهای بیماریزا از LipL 32یای اختصاصبا استفاده از پرایمره PCR: الکتروفورز محصول 1شکل 

 .درصد 1روی ژل آگارززا بر  غیر بیماری 

 L.Grippotyphosa ، ستون چهارمL.Ballum RTCC2838، ستون سوم L.Grippotyphosa RTCC2808کنترل مثبت ستون دوم ،100bpستون اول مارکر  

RTCC2825 ستون پنجم ،L.Serjoe hardjo RTCC2821،  ستون ششمL.Pomona RTCC2822ستون هفتم ،L.Canicola RTCC2836،  ستون هشتم

L.Canicola RTCC2805ستون نهم ، L.Icterohaemorrhagiae RTCC2837،  ستون دهمL.Australis RTCC2840،  ستون یازدهمL.Semaranga 

RTCC2828 ستون دوازدهم کنترل منفی ،Salmonella enteritidis ATCC13076 

 

جهت اطمینان از صحت نتایج به دست آمده، نتایج 

 L.Canicolaتعیین توالی نوکلئوتیدی سرووار 

RTCC2805  با یافته های ثبت شده در بانک ژنی

  مقایسه و تایید شد.

 بحث و نتیجه گیری

 یک بیماری مشترک بین انسان و دام  لپتوسپیروز

ماری می باشد که با توجه به شباهت علائم بالینی این بی

با سایر بیماری ها مانند آنفلوانزا تشخیص دقیق و 

زودهنگام بیماری در مراحل اولیه عفونت جهت درمان، 

 (. 12و21از اهمیت ویژه ای برخوردار است )

امروزه به منظور تشخیص باکتری های کند رشدی  

نسبت به سایر  PCR، روش های مبتنی بر لپتوسپیرامانند 

بیشتری دارند. یکی از روش های تشخیص، کاربرد 

لپتوسپیروز جهت تشخیص  PCRویژگی های مهم 

در مراحل اولیه  لپتوسپیراتوانایی بالای آن در شناسایی 

دارای چندین  PCRبیماری می باشد. همچنین روش 

مزیت کلیدی نسبت به تکنیک های استاندارد تشخیصی 

 می باشد. از جمله این  MATمانند کشت و روش 

 

 

توان به  سرعت در تشخیص، آلودگی  مزیت ها می

 (.21)کمتر و حساسیت و ویژگی بالا اشاره کرد

یکی از مهم ترین پروتئین های غشای خارجی 

می باشد. از آنجایی  LipL32های بیماری زا، لپتوسپیرا

که ژن کد کننده این پروتئین یک ژن ثابت و حفاظت 

شده می باشد، یکی از کاندیداهای مناسب جهت 

لپتوسپیرا مولکولی سرووارهای بیماری زای تشخیص 

 این تحقیق اجرای از هدف بنابراین (.25)می باشد

 روش در زا بیماری هایلپتوسپیرامولکولی  تشخیص

PCR ژن مبنای بر lipL32  .می باشد 

با سایز  lipL32 ژن که شد کنونی مشخص بررسی در

 لپتوسپیرا زای بیماری سرووارهای جفت باز در 212

زای  درسرووار  غیربیماری که حالی در دارد وجود

L.SemarangaRTCC2828 در سایر  نداشت. حضور

  ،بررسی های انجام شده توسط دیگر پژوهشگران

 پاتوژن سرووارهای میان در lipL32 ژن حضور

(. 2و9) است گرفته قرار تأیید و بررسی مورد لپتوسپیرا

ایز تفاوت نتایج تحقیق حاضر با سایر تحقیقات در س

 قطعه ژنومی و همچنین نوع نمونه ها بود. 
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Levett  برای تشخیص  2115و همکاران در سال

 در روش   lipL32بیماری زا از ژن  لپتوسپیراهای

 Real-time PCR  استفاده کردند که نتیجه حاصل این

بود که این ژن تنها در سرووارهای بیماری زای 

 (.21)لپتوسپیرا حضور دارد 

و همکاران با طراحی   Ahmedنیز  2111در سال 

  جفت باز 212به طول  lipL32 پرایمری برای ژن 

را شناسایی کردند.  لپتوسپیرا سرووارهای بیماری زای

 لپتوسپیرااین پرایمر تنها در سرووارهای بیماری زای 

(. نتایج تحقیق آن ها کاملا با 1دارای پاسخ مثبت بود)

د که این ژن فقط تحقیق حاضر مشابه بود وتایید گردی

وجه   حضور دارد. لپتوسپیرا در سرووارهای بیماری زای

و همکاران با تحقیق   Ahmedتمایز نتایج مطالعات 

 lipL32 (212حاضر، کوتاه تر بودن طول قطعه ژنومی 

و در نتیجه  جفت باز( مورد استفاده در تحقیق حاضر

 حساسیت بالاتر بود. 

Cheema  جهت تشخیص  2111و همکاران در سال

های بیماری زا در حیوانات بر مبنای ژن لپتوسپیرا

lipL32  جفت باز 151و با استفاده از پرایمری با طول 

انجام دادند. تایید گردید که ژن   PCRآزمایش 

lipL32  لپتوسپیرا  در تشخیص سرووارهای بیماریزای

 (.9بسیار کارآمد می باشد )

و همکاران با   Khodaverdi Darian 2119در سال 

جفت باز موفق  995با طول  LipL32استفاده از پرایمر 

  شدند. در لپتوسپیرابه شناسایی سه سرووار واکسینال 

مد نظر قرار  lipL32طراحی پرایمر این تحقیق، کل ژن 

گرفته است که گفته شده میتوان در گام بعدی از این 

 ژن در کلونینگ و بیان یک آنتی ژن نوترکیب استفاده

کرد که از این آنتی ژن هم می توان در تهیه یک 

واکسن نوترکیب موثر و کارآمد و هم در کیت های 

 (.11تشخیصی سرولوژیکی مانند الایزا استفاده نمود)

Alizadeh  از تکنیک الایزا و  2112و همکاران در سال

استفاده کردند.  Lsa63و  LipL32 یها نیپروتئترکیب 

برای شناسایی آنتی  ژن جدید، در این آزمایش این آنتی

بیماری زای موجود  لپتوسپیراهای بادی های خاصی در

در سرم انسان استفاده شد که در تشخیص 

مفید می باشد. وجه تمایز مطالعات  لپتوسپیروزیس

Alizadeh  و همکاران  با تحقیق حاضر در این بود که

بیماری زا از  لپتوسپیراهایدر تحقیق ما جهت تشخیص 

 (.9، استفاده شد)PCRدر تکنیک  lipL32ژن 

و همکاران با استفاده از  Latifah  2111در سال 

جفت باز توانستند  191به طول  LipL32پرایمر

را در نمونه های ادرار  لپتوسپیراسرووارهای بیماری زای 

تمامی نمونه های پاتوژن مورد . موش ها شناسایی کنند

مانند  LipL32پرایمر مطالعه در این تحقیق با استفاده از

(. تفاوت 19تحقیق حاضر دارای پاسخ مثبت بودند)

و همکاران با تحقیق  Latifahمطالعه انجام شده توسط 

حاضر در سایز قطعه ژنومی و همچنین انتخاب نمونه ها 

 بود.

در تحقیق حاضر با استفاده از پرایمر اختصاصی 

LipL32  جفت باز212با قطعه ژنومی به طول 

تشخیص داده شد. با لپتوسپیرا  ای بیماری زایسروواره

توجه به تطابق کامل نتایج حاصل از  این تحقیق با نتایج 

به دست آمده از تحقیقات فوق الذکر، مشخص شد که 

جهت تشخیص سرووارهای  lipL32می توان از ژن 

استفاده کرد. همچنین قطعه ژنی  لپتوسپیرابیماری زای 

جفت باز به  212با سایز مورد بررسی در تحقیق حاضر 

دلیل کوچک بودن قطعه ژنومی نسبت به قطعات مورد 

مطالعه در سایر تحقیقات ذکر شده، از حساسیت 

الاتری برای تشخیص سرووارهای بیماری زا برخوردار ب

بود. بنابراین پیشنهاد می گردد که از روش مولکولی 
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PCR  بر مبنای ژنlipL32  جهت تشخیص سریع و دقیق

 در مراحل اولیه بیماری استفاده شود.  لپتوسپیرای باکتر

 تشکر و قدردانی

تحقیقات  مؤسسه پژوهشی معاونت از نویسندگان

 میکروبیولوژی گروه کرج، رازی سازی سرم و واکسن

 و اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران آزاد دانشگاه

 بخش لپتوسپیرا مرجع آزمایشگاه کارکنان همه

 و سرم واکسن تحقیقاتی مؤسسه شناسی میکروب

 .نمایند می گزاری سپاس کرج رازی سازی
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Abstract 

Leptospirosis is one of the most important diseases Transferable from animal to human. 

LipL32 is one of the most important outer membrane proteins that exist only in pathogenic 

Leptospira spp., which is a suitable factor for the detection of pathogenic Leptospira. 

Therefore, the aim of this study is the molecular detection of pathogenic Leptospira based on 

lipL32 gene. Saprophytic and pathogenic Leptospira serovars were used in this study. The 

bacteria were inoculated into the selective culture medium and extraction of the genomic 

DNA was performed by standard Phenol-Chlorophorm method. The specific primers for 

proliferation of lipL32 gene were designed. In terms of annealing temperature was 61°C, 

suitable concentration 10 pmol, sensitivity was 
 2-11 pg/ μl and its characterization in PCR 

were investigated. According to PCR data, it was confirmed this gene was present only in 

pathogenic Leptospira serovars and 272 bp fragment indicating the replication of the lipL32 

gene and was not observed in non-pathogenic species. Identify methods for rapid detection of 

pathogenic leptospires before entering the acute phase of the disease is very important. The 

results showed that PCR using lipL32 gene was high specificity and sensitivity. So for the 

detection of pathogenic Leptospires, molecular methods based on PCR using lipL32 gene in 

the shortest possible time offer accurate and reliable response is recommended. 
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