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 چكيده
ترين  از مهم يكيLigB جهان مطرح شده است.  ترين بيماري زئونوز شايع در عنوان مهم باشد كه به لپتوسپيروز بيماري عفوني مي: زمينه

پژوهش هدف اين زا وجود دارد.  در لپتوسپيراهاي بيماريتنها باشد و  ايمونوژن مي، باشد هاي غشاء خارجي لپتوسپيرا مي پروتئين

 باشد. مي ligBبر مبناي ژن  PCRروش  زا به تشخيص مولكولي لپتوسپيراهاي بيماري

در محيط ها  باكتري استفاده گرديد.زا  و يک سرووار غير بيماريلپتوسپيرا  زاي بيماري سرووار از پنج بررسيدر اين  :ها مواد و روش

و  طراحي  ligBژنتخليص گرديد. پرايمرهاي اختصاصي جهت تكثير ها  آنژنوميک  DNAو  ندكشت داده شد كشت اختصاصي

 .بررسي شد PCRر حساسيت و ويژگي آن د

حاصل  bp 3543زا حضور دارد و قطعه  مشخص شد كه اين ژن فقط در سرووارهاي گونه بيماري PCRهاي  : با توجه به دادهها يافته

 مشاهده نگرديد.  بايفلكسازاي  ، در گونه غيربيماريباشد ميligB  دهنده تكثير ژن كه نشان
علت كند رشد  دل و مرطوب كه داراي بارندگي زياد بوده داراي شيوع بيشتري است و بهبيماري لپتوسپيروز در مناطق معت گيري: نتيجه

مولكولي ي تشخيص آزمايش کبنابراين ي .بر است روش كشت بسيار مشكل و زمان هاي باليني به بودن اين باكتري، جداسازي آن از نمونه

 باشد. اهميت ميداراي وقع و سريع اين بيماري م به ،تشخيص درست برايPCR مناسب با ويژگي و حساسيت بالا مانند 

 ligBژن  ,PCR ,انتروگانس لپتوسپيرا ,: لپتوسپيروزيسواژگان كليدي

ISMJ 2014; 17(4): 550-559 
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 مقدمه

لپتوسپيروز بيماري باکتريايي مشترک بين انسان و دام 

باشد که توسط نوعي اسپيروکت از  با انتشار جهاني مي

 (.1شود ) يخانواده اسپيروکتاسه به نام لپتوسپيرا ايجاد م

باشد که همراه با دو  ميگرم منفي  لپتوسپيرا باکتري

در خانواده لپتوسپيرا   Leptonemaو  Tuneriaجنس

که  باشند مي هاي مارپيچي و متحرک باکتري .قرار دارد

ها  ديگر متفاوت است زيرا سلول ها با هم طول آن

دو برابر طول خود برسند  به کنند تا مداوم رشد مي

تر تقسيم  لول به دو سلول کوچکوسپس هر س

 .(22 و 2) شود مي

سسه ؤانجام شده در م هاي بررسياساس منابع و  بر

سازي رازي اين بيماري در نقاط  واکسن و سرم

استان وجود دارد مانند  11مختلف کشور در 

قم, استان  ,نخراسا هاي گيلان و مازندران, استان

و  12) چهارمحال بختياري و تهران گزارش شده است

و  11) هند برزيل، ،(9نيکارگوئه ) کشورهاي در و( 22

کشورهاي  (،12) آلمان کشورهاي اروپايي،، (11

گزارش شده نيز ايالات متحده  جنوب شرق آسيا و

 (.11 و 7است )

اين بيماري را  (WHO) سازمان بهداشت جهاني

عنوان دومين بيماري قابل انتقال از دام به انسان  به

عنوان يک بيماري باز  هاز آن ب ست وگزارش کرده ا

لپتوسپيراها به دو  (.17و  12) پديد نام برده شده است

( و L.interrogans)زا  بيماريگونه لپتوسپيراي 

هر  شوند و مي بندي طبقه (L.biflexa) زا غيربيماري

 سروگروپزيادي  شمارگونه داراي دو  کدام از اين

 (.21و  19، 11) باشد مختلف مي

وسيعي از  گسترههايي هستند که  پيراها باکتريلپتوس

همچنين انسان را آلوده  حيوانات اهلي و وحشي و

بيماري داراي انتشار جهاني (. اين 21 و 2کنند ) مي

بوده ولي در مناطق معتدل و مرطوب که داراي 

و  21) باشد بارندگي زياد بوده داراي شيوع بيشتري مي

اد با آب يا خاک آلوده تماس افر راه. انتقال آن از (22

 .(22و  21) گيرد به ادرار پستانداران صورت مي

شناسي که انجام گرفته است مبني بر  مطالعات باکتري

 باشد افزايش ابتلا به اين بيماري در سطح کشور مي

زايي لپتوسپيرا در سطح  (. عوامل بيماري22و  21)

 (LPS) ديساکار يپوپليمولکولي قابل بحث هستند. ل

ترين اجزا لپتوسپيرا و  وسپيرا شامل يکي از اصليلپت

بادي  هدفي براي آگلوتيناسيون و اپسونيزاسيون آنتي

هاي  همچنين در اين باکتري پروتئين .باشد مي

صورت بخشي از غشاء خارجي  ساختاري و اصلي به

  .(27و  11، 1اند ) در آمده

ها پايه و اساس ارتباط بين  هاي غشايي باکتري پروتئين

همين دليل  باشد. به زا و ميزبان مي باکتري بيماري

هاي اجزاي  ويژگي مطالعات زيادي در مورد شناسايي 

 .هاي غشايي لپتوسپيرايي انجام شده است پروتئين

هاي  پروتئين، (Lig) هاي شبه ايمونوگلوبولين پروتئين

 آمينو 91 هاي متوالي خارجي هستند که از توالي غشاء

به ايمونوگلوبولين باکتريايي هاي ش اسيدي دومين

ترين  عنوان يکي از مهم هب LigBکه  ،اند تشکيل شده

اين  .هاي غشاي لپتوسپيرا شناسايي شده است پروتئين

 زاي لپتوسپيرا در ميان سرووارهاي بيماري ها پروتئين

 زا گردد ولي در سرووارهاي غيربيماري مشاهده مي

 (.21)شود  ديده نمي

LigB هاي  شونده به فيبرونکتين در گونه باند يپروتئين

کنش با  پاتوژن لپتوسپيراست و نقش مؤثري در ميان

هاي  لپتوسپيروز دارد. توالينخستين ميزبان، در مراحل 

 به انتهاي آمينوي فيبرين ميان LigBتکرار شونده در 

هاي ميکروبي را  دهند و عمل اتصال پاتوژن کنش مي
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 LigBتر، اتصال  دقيقاي  به گونهکنند.  ميگري  ميانجي

هاي مختلف  موجود در بافتگوناگون به ليگاندهاي 

نيزاسيون و نيز در انتشار وکلنخستين در مراحل 

به فيبرونکتين   LigBبيماري لپتوسپيروز نقش دارد.

شوند و بيان آن در اسملاريته فيزيولوژيک،  باند مي

هاي غشايي  البته پروتئين (.29يابد )ي افزايش م

، 12LipL وجود دارد ماننديز در لپتوسپيراها ديگري ن

121Lip ،112Lip ،1Omp ،121Lip ها  و غيره که آن

(. يکي از اين 11) ندزايي دار نيز نقش ايمني

باشد که در عفونت توليد  مي 112Lip ها ليپوپروتئين

پروتئين در  شود ولي اين نتايج از وقوع نقش اين نمي

و  نمايد نميگيري جلو عفونتيند آهاي فر ديگر حالت

 ديگرزايي کمتري نسبت به  ايمني هم چنين

 .(11باشد ) ها را دارا مي ليپوپروتئين

دليل تشابه آن  تشخيص لپتوسپيروز با علائم باليني، به

باليني  است. علائم مشکل حاد هاي عفونت بيشتر با

بوده و  مشابه آنفلوانزا درصد موارد 91اين عفونت در 

موقع، بيماري  و درمان به در صورت عدم تشخيص

وارد فاز حاد شده و صدمات جدي و طولاني مدت 

موقع اين  کند. بنابراين تشخيص صحيح و به ايجاد مي

 .(12 و 1) باشد مي ارزشمندبيماري 

هاي سرولوژيکي و مولکولي در  بنابراين آزمون

سويي تشخيص لپتوسپيروز جايگاه مهمي دارند. از 

 MATوژيکي مانند هاي تشخيصي سرول آزمايش

دليل نياز به کشت اين باکتري با مشکلاتي مواجه  به

 . (12) است

موقع و کنترل  جهت درمان به هاي مولکولي روش

 مناسب تشخيص سريع و دقيق لپتوسپيروزو عفونت 

هر يک  هاي متداول شناسايي لپتوسپيرا، روش .باشد مي

کشت بسيار  نمونهطور  به .هايي هستند داراي کاستي

اس به انواع سکند و محيط کشت بسيار ح

آزمايش با ميکروسکوپ زمينه  همچنين ا،ه هکنند لودهآ

روش  .حساسيت لازم را ندارد نيز تاريک

به توليد  نياز (MATآگلوتيناسيون ميکروسکوپي )

تا بتواند عامل بيماري را تشخيص دهد  داردبادي  آنتي

نه لازم که براي استفاده از اين روش تعداد زيادي نمو

بادي در سرم  نجايي که حضور آنتيآبنابراين از  است.

فقط بعد از دوره اصلي بيماري قابل تعيين است 

هاي سرولوژيک در تشخيص اين بيماري کمک  تکنيک

جهت  ها بررسيهم اکنون  از اين روي کند. زيادي نمي

آلترناتيو و تشخيص و تعيين هويت  ياندازي روش راه

مبتني بر  هاي روي تکنيک شده هاي جدا باکتري

DNA (12) متمرکز شده است . 

در تشخيص اين  PCRهاي مولکولي مانند  روش

هاي  ترين ژن بيماري اهميت ويژه دارند. يکي از مهم

دليل  شناسايي شده که به  ligBژنزاي لپتوسپيرا  بيماري

تواند براي  حضور آن در لپتوسپيراهاي پاتوژن مي

پتوسپيروز استفاده گردد تشخيص مولکولي بيماري ل

عنوان ژن هدف  از آن به بررسي پيش رودر  (.21)

زا  جهت تشخيص مولکولي لپتوسپيراهاي بيماري

بنابراين هدف از تحقيق حاضر  گيري شد. بهره

زا به روش  شناسايي مولکولي لپتوسپيراهاي بيماري

 .باشد. مي ligBمبناي ژن  پليمراز برواکنش زنجيره 

 

 اه مواد و روش
در  1191که از ارديبهشت سال بررسي در اين 

شناسي  لپتوسپيرا بخش ميکروبمرجع آزمايشگاه 

انجام گرديد  مؤسسه واکسن و سرم سازي رازي کرج

 زاي لپتوسپيرا: بيماريسوش از پنج 

(LC-RTCC2805)L.Canicola 

(LG-RTCC2808)L.Grippotyphosa 

(LPo-RTCC2815)L.Pomona 
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(LIct-RTCC2812)L.Icterohaemorhagiae 
(LSH-RTCC2821)L.Serjoe hardjo 

 که L.biflexaزاي استاندارد  و يک سوش غيربيماري

از لپتوسپيرا  مرجعميکروبي آزمايشگاه  مجموعه از

 استفاده گرديد. گيري شد، هاي ادرار گاو رسوب نمونه
 

 DNA كشت و استخرا، 

 EMJHها در محيط کشت اختصاصي  باکتري

(Difco,USAه )هاي  مراه با سرم خرگوش و مکمل

گراد  درجه سانتي 21غذايي در شرايط هوازي و دماي 

با ها  روز رشد آن 7-11کشت داده شدند و بعد از 

مورد بررسي  (Dark Field) تيرهزمينه ميکروسکوپ 

 گيري در دور ها جهت رسوب قرار گرفت. سپس نمونه

دقيقه سانتريفيوژ گرديد. جهت  21مدت  به 11111

ژنوميک از روش فنل کلروفرم  DNAخليص ت

 (.11ايزوآميل الکل استفاده شد )
 

 (PCRمراز ) واكنش زنجيره اي پلي

طراحي  ligBجهت تکثير ژن  پرايمرهاي اختصاصي

 .(1)جدول  گرديد

 

 

 تعيين ويژگي پرايمر

براي  ligBجهت تعيين اختصاصي بودن پرايمر 

استخراج  DNAيرا بر روي زا لپتوسپ هاي بيماري سويه

 هاي  لپتوسپيرا به نام زاي پنج سرووار بيماري ،شده

L.Canicola ،L.Grippotyphosa ،L.Pomona ،

L.Icterohaemorhagiae  وL.Serjoe hardjo  و

 نام زا استاندارد به يک نمونه غيربيماري

serovar Semaranga L.biflexa همراه پرايمر  به

 انجام شد. PCR آزمايش ligBاختصاصي 
 

 پرايمر تعيين حساسيت

که  DNAن حد از مقدار يدست آوردن کمتر هب يبرا

 شده مذکور يطراح يمرهايبا پرا PCRواکنش 

ک نمونه ياز  ر کنند،يص داده و تکثيتوانند آنرا تشخ يم

DNA ص شده با غلظت مشخص استفاده يتخل

کولا يکان ص شده سروواريتخل DNA در ابتداد. يگرد

 1-11 معادلتر )يکرولينانوگرم در م 111 تغلظ از

تر يکروليکوگرم در ميپ 1/1تر( تا يکروليکروگرم در ميم

در هر تر( رقيق شد. يکروليکوگرم در ميپ 11-7معادل)

و  خته شدير هر رقتاز تريکروليم 1 وبيکروتيم

PCR .آزمايشويژگي و حساسيت  انجام گرفت 

PCR  د. واکنش يگردانجامPCR  11در حجم 

واحد آنزيم  DNA ،1نانوگرم  111مقدار  يکروليترم
DNA Polymerase Taq  

(Germany ،Fermentase،) 11  پيکومول از هر کدام

ميلي مولار  2/1، (Germany ،Sigma) از پرايمرها

dNTP mix (Iran ،CinnaGen)، 1/1 مولار ميلي 

12Mgc (Germany ،Fermentase) .تهيه گرديد 

که در کنار ( Gold standard) استاندارد طلايي روش

با آن ها  يافتهآزمايش مولکولي خود انجام داده و 

( MATآگلوتيناسيون ميکروبي ) آزمايششد. مقايسه 

هاي ادرار گاو گذاشته شد که  بود که بر روي نمونه

 ligB( ويژگي پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده بر اساس ژن  3جدول 

  قطعه هانداز توالي اليگونوكلئوتيدي نام پرايمر
دماي 

 چسبيدن
 چگالي بهينه  GCمحتواي 

F 5'AATCATATGGTTACTCCAGCAGCCTTAGTT 3' 1111 %21 1/11 نوکلئوتيد 

R 5'CACATTAATGGATATTTCACTCGATCCTGG3' 1111 %11 1/21 نوکلئوتيد 
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داد و نشان نتايج دقيق نبود و واکنش متقاطع داراي 

انجام ها  که بر روي اين نمونه PCRهمزمان آزمايش 

باشد که با  روش سريعي مي PCRشد نشان داد که 

دقيق جداسازي حساسيت و ويژگي بالا قادر به 

 .استزا  زا از غيربيماري هاي بيماري گونه

براي دناتوراسيون اوليه،  شامل: PCRشرايط واکنش 

DNA دقيقه در دماي  1مدت  بهC92  قرار داده شد و

دقيقه،  1مدت  به C92بعد از آن دناتورايسون در 

 1مدت  به C 11هدف  DNAالحاق پرايمرها به 

دقيقه  1مدت  درجه به 72دقيقه و توسعه پرايمرها در 

دقيقه واکنش در  7چرخه تکرار شد و سرانجام  11در 

 .(21) درجه قرار گرفت 72

 

 ها يافته
با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ligB تکثير ژن 

، ligBيجه محصول ژن طراحي شده انجام گرديد و نت

و درصد  1آگاروز ز فوربود که با الکترو bp 1121باند 

مورد bp111 (Germany ،Fermentase )مارکر 

تعيين ويژگي  آزمايشهاي  يافتهئيد قرار گرفت. أت

PCR زاي لپتوسپيرا  نشان داد که در پنج سوش بيماري

اين  اماوجود دارد  LigBژن کد کننده پروتئين سطحي 

 L.biflexaي استاندارد زا لپتوسپيرا غيربيماريژن در 

  (.1شکل ) مشاهده نگرديد
 

 
 

 زا  زا و غير بيماري هاي بيماري نمونه PCRمحصولات  ويژگيتعيين  آزمايش( 1شکل 

 درصد 1بر روي ژل آگارز 

 L.Icterohaemorrhagiae (1 :)L.Pomon (2:)(: 2(: سايز مارکر )1)

L.Serjoe hardjo (1 :)L.Grippotyphosa (2 :)L.Canicola (7:)serovar 

Semaranga L.biflexa (1بلانک :) 

با پرايمرهاي PCR تعيين حساسيت  آزمايشدر مورد 

( بايد اشاره گردد که هرچه قطعات ligBاختصاصي )

و  ويژگيبا  دتر باش پرايمر طراحي شده کوچک

گردد. از  ميحساسيت بيشتري به ناحيه هدف متصل 

 bp1121طراحي يک قطعه  ي کنونيبررسويژگي 

با PCR تعيين حساسيت  آزمايشباشد که  مي

 ( براي اين قطعه برابر باligBپرايمرهاي اختصاصي )
 .(2بود )شکل پيکوگرم  1 1ا ي 2-11
 

 
 

تخليص شده سرووار DNA هاي مختلف  تعيين حساسيت براي رقت آزمايش( 2شکل 

L.Canicola  

(1 :)ng11 (2 :) ng1 (1:) pg111 (2 :)pg 11 (1 :)pg 1 (2 :)pg 1/2 (7:) pg1 (1 :)pg 

 (: سايز مارکر9) 1/1
 

 بحث
قابل انتقال هاي  ترين بيماري از جمله مهم لپتوسپيروز

دست  به هاي است و بر اساس گزارشاز دام به انسان 

آمده از نقاط مختلف کشور در خصوص افزايش وقوع 

ي بهداشتي و ها بيماري و با توجه به اهميت جنبه

(، بررسي و 21اقتصادي ناشي از لپتوسپيروزيس )

هاي سريع تشخيص اين بيماري امري  مطالعه روش

تشخيص سريع و دقيق بيماري و گردد.  ميقلمداد مهم 

زا از  زا از غيربيماري بيماري هاي گونهجداسازي نيز 

ترين اقداماتي است که بايد جهت پيشگيري،  مهم

بيماري صورت گيرد. از کنترل و درمان صحيح 

هاي سرولوژيکي داراي  که روش آنجائي

به  نيازمندها  مثلاً استفاده از آن ،هايي هستند محدوديت

هفته از شروع بيماري و ايجاد پاسخ  1-2گذشت 

ها نياز به  ، از جهتي ديگر اين روشهمورال است
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کشت باکتري لپتوسپيرا دارند که رشد آن در محيط 

ها  مال آلودگي کشتتده و احکشت بسيار کند بو

هاي مولکولي براي تشخيص  بنابراين از روشبالاست، 

هاي مولکولي سريع و  استفاده شد. روش وزلپتوسپير

از  اي گستردهد که براي گروه نباش قابل اعتماد مي

رود و جايگزين کشت  کار مي هب ي ميکروبيها ايزوله

ان با استفاده از اين روش بيماري در هم اند. شده

که  PCR. روش شود ه ميمراحل اوليه تشخيص داد

DNA کند،  موجود در ژنوم باکتريال را تکثير مي

 لپتوسپيراهاي  و تميز دادن گونهها  ويژگيجهت تعيين 

اي  مورد استفاده قرار گرفته است. واکنش زنجيره

دليل حساسيت و ويژگي بالا کاربرد بسيار  پليمراز به

(. 12وز پيدا کرده است )زيادي در تشخيص لپتوسپير

هاي لپتوسپيرا را  اين روش توانايي تايپينگ سريع گونه

هاي  بررسيدر حد سروگروپ دارد و در 

 (.12و  11گيرد ) مياپيدميولوژيکي مورد استفاده قرار 

که در ميان سرووارهاي  ligBبر مبناي ژن  PCRانجام 

زا ثابت و حفظ شده است براي شناسايي  بيماري

باشد.  بسيار مفيد ميباليني هاي  روز در نمونهلپتوسپي

بنابراين هدف از اجراي اين پروژه تشخيص مولکولي 

 ligBبر مبناي ژن  PCRزا در روش  لپتوسپيراهاي بيماري

 بار در ايران انجام گرديده است.نخستين باشد که  مي

جهت  PCRتا به حال چندين پروتکل  1991از سال 

کار  بهباليني هاي  نمونهلپتوسپيرا در  DNAتشخيص 

ها حساسيت بالايي را  آنبيشتر گرفته شده است که 

 (.11و  17نشان دادند )

براي تشخيص سريع  PCRتوان از روش  بنابراين مي

 بررسي کنونيو دقيق اين باکتري بهره جست. در 

زاي  هاي بيماري در سويه ligBمشخص شد که ژن 

ويه استاندارد لپتوسپيرا وجود دارد در حالي که در س

هاي  بررسيدر  حضور ندارد. L.biflexaزا  غيربيماري

، پژوهشگرانانجام شده در دنيا توسط ديگر  گوناگون

هاي پاتوژن لپتوسپيرا  در ميان سويه ligBحضور ژن 

 (.21مورد بررسي و تأييد قرار گرفته است )

و همکاران با ( Sankar)اي که توسط سانکر  در مطالعه

 باکتري ligBنگ و تعيين توالي ژن عنوان کلوني

کانيکولا انجام گرفت لپتوسپيرا انتروگانس سرووار 

با درجه حفاظت  يژن، ligBکه ژن  ه شدنشان داد

از  باشد و زا مي شدگي بالا در سرووارهاي بيماري

عنوان  توان به مي LigBپروتئين شبه ايمونوگلوبولين 

مفيد در تشخيص لپتوسپيروزيس حيواني  يابزار

 (.19استفاده نمود )

و ( Cerqueira) رايسرکاديگري که توسط  بررسيدر 

هاي  همکاران انجام گرفت مشخص گرديد که پروتئين

Lig هايي براي تشخيص لپتوسپيرا  عنوان نشانه هب

 قلمدادقوي  يعنوان واکسن هاند و ب شناخته شده

ماهيت حضور  بررسياين  هاي يافته .(21) شوند مي

زا  همه سرووارهاي بيماري را در  LigBپروتئين

ها  در تمام گونه LigC و  LigAهلپتوسپيرا و اينک

همچنين در اين تحقيق  کند. ئيد ميأحاضر نيستند را ت

مولکولي است که  ينشانگر ligB نشان داده شد که

را زا  زا از غيربيماري تمايز سرووارها بيماري توان

طي يک رويداد   ligBاز  ligAو در واقع استدار

 (.21) آيد وجود مي ههمانندسازي ناقص ب

و همکاران بر روي ( Yan)ان يکه توسط بررسي در 

انجام  LigBپروتئين شبه ايمونوگلوبولين زايي  ايمني

 LigB پروتئين عليه هر دومشخص گرديد که  ،گرفت

اين  بنابراين از. شود بادي توليد مي آنتي LigAو 

توان در تهيه واکسن لپتوسپيروزيس بهره  ها مي پروتئين

فعال شدن ايمني سلولي به کمک قطعات  جست.

LigB ريکامبيننت (rLigB)  مشاهده تقسيم با

اين امر نشان دهنده گرديد که ها مشخص  لنفوسيت
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توليد  باتواند  مي rLigBاين است که واکسن پروتئيني 

 (.21) نمايدايجاد  ايمنيبادي  آنتي

 هاي ديگر بررسيبا توجه به دستيابي به نتايج مشابه با 

در  ligBدر خصوص حضور ژن  جهاندر 

توان از اين ژن  زاي لپتوسپيرا مي سرووارهاي بيماري

 .گيري کرد براي تفکيک لپتوسپيراهاي پاتوژن بهره

 در مرحله حاد بيماري و زمان دفع MATتست 

بادي  ي تيتر آنتيباکتري از ادرار، قادر به شناساي

به عنوان يک روش  PCRبنابراين  (.17باشد ) نمي

سريع، حساس و اختصاصي براي تشخيص 

در اوايل بيماري  هاي لپتوسپيرايي خصوصاً عفونت

دست آمده  هنتايج ب (11بسيار حائز اهميت است )

تشخيص  تواند در مي  ligBنشان داد که استفاده از

کار رود و از ويژگي  هب از بيماريملکولي لپتوسپيراهاي 

 .و حساسيت بالايي برخوردار است
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Abstract 

Background: Leptospirosis is an emerging infectious disease and is considered to be the most widespread 

zoonotic disease in the world. LigB is an immunogenic outer membrane protein. The leptospiral ligB gene 

expressed only in pathogenic Leptospira spp. The aim of this study was molecular diagnosis of pathogen 

Leptospires by PCR based on ligB gene.  

Materials and Methods: Five pathogenic Leptospires: L. canicola, L. grippotyphosa, L. pomona, L. 

icterohaemorrhagiae, L. serjoe hardjo and saprophytic L. biflexa 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 ligB gene were designed. 

The specificity and sensitivity of PCR method was evaluated.  

Results: PCR product was 1041bp which indicated proliferation of ligB gene which was supported using 

electrophoresis. The PCR based on ligB gene detected all pathogenic reference serovars of Leptospira spp. 

tested. No PCR products were amplified from the non-pathogenic L. biflexa.  

Conclusion: Considering the spread of Leptosperosis in moderate and hot areas which have high rate of 

fall, a proper molecular diagnostic test with high specificity and sensitivity such as PCR is essential. PCR 

assay with high specificity and sensitivity may prove to be a rapid method for diagnosing acute 

leptospirosis. The results suggested that the PCR based on ligB gene can be used for detection of 

pathogenic leptospires. 
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