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บทคัดย่อ

เลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียที่มีรูปร่างลักษณะเป็นเกลียว บางซีโรวาร์ (serovar) เป็นสาเหตุ

ทำให้เกิดโรคเลปโตสไปโรซิสในสัตว์ เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ และเป็นโรคที่สามารถติดต่อ

มาสู่คนได้ ปัจจุบันมีการนำเทคนิคพีซีอาร์ (PCR; Polymerase Chain Reaction) มาใช้ในการตรวจสอบ

เชื้อเลปโตสไปราแต่ยังไม่สามารถที่จะตรวจหาได้ในระดับซีโรวาร์ การศึกษาครั้งนี้จึงต้องการสร้าง

เครื่องหมายโมเลกุลโดยใช้เทคนิคทางชีวสารสนเทศทำการรวบรวมข้อมูลของยีนที่ได้รับการทำนายว่า

สร้างโปรตีนที่มีส่วน LRR จำนวน 25 ยีน จาก Leptospira interrogans ซีโรกรุ๊ป Icterohaemorrhagiae

ซีโรวาร์ Lai สามารถจัดกลุ ่มได้เป็น 5 กลุ ่ม ตามตำแหน่งและทิศทางของยีนบนโครโมโซม

มาออกแบบไพรเมอร์ได้ทั้งหมด 3 กลุ่ม คือ ไพรเมอร์กลุ่มที่ 1 คือ LR1 LR2 LR3 ไพรเมอร์กลุ่มที่ 2

คือ LR4 LR5 และไพรเมอร์กลุ่มที่ 3 คือ LR6 LR7 LR8 ผลการนำไพรเมอร์ทั้ง 3 กลุ่มมาทำปฏิกิริยา

พีซีอาร์ พบว่า ไพรเมอร์กลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 ยังไม่สามารถนำมาสร้างเป็นเครื่องหมายโมเลกุลได้

สำหรับไพรเมอร์ กลุ่มที่ 3 พบว่า ให้ผลผลิตพีซีอาร์กับตัวอย่างเลปโตสไปราซีโรวาร์ที่ก่อโรคจำนวน

11 ซีโรวาร์ และไม่พบผลผลิตพีซีอาร์กับตัวอย่างเลปโตสไปราชนิดไม่ก่อโรค เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่ง

ว่าไพรเมอร์กลุ ่มที ่ 3 น่าจะสามารถนำมาพัฒนาเป็นเครื ่องหมายโมเลกุลที ่ใช้ในการตรวจเชื ้อ

เลปโตสไปราในระดับซีโรวาร์ได้ในอนาคต

คำสำคญั : LRR เลปโตสไปรา ปฏกิริิยาพซีอีาร ์เครือ่งหมายโมเลกลุ
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บทนำ

เชื้อเลปโตสไปราเป็นแบคทีเรียที่มีรูปร่างลักษณะเป็นเกลียว บางชนิดเป็นสาเหตุทำให้เกิด

โรคเลปโตสไปโรซิสในสัตว์ เกิดความเสียหายทางเศรษฐกิจ และเป็นโรคที่สามารถติดต่อมาสู่คนได้

(Levett, 2001) ซึ่งประเทศไทยมีการระบาดของโรคในช่วงฤดูฝนเป็นประจำทุก ๆ ปี (สำนักงาน

โครงการควบคุมโรคเลปโตสไปโรซิสและกองโรคติดต่อทั ่วไป กรมควบคุมโรคติดต่อกระทรวง

สาธารณสุข, 2543) ดังนั้นจึงควรมีเทคนิคที่มีประสิทธิภาพในการตรวจและเฝ้าระวังการระบาดของโรค

ซึง่ปจัจบุนัใชเ้ทคนคิ MAT (Microscopic Agglutination Test) เปน็เทคนคิมาตรฐาน

Gravekamp et al. (1993) ได้นำเทคนิคพีซีอาร์มาใช้สำหรับการตรวจแยกและเป็นที่นิยม

แต่ยังไม่สามารถตรวจแยกเชื้อเลปโตสไปราได้ในระดับซีโรวาร์และเชื้อบางสายพันธุ์ที่พบประเทศไทย

(Prapong et al., 2003a, 2003b)

ในปัจจุบันมีรายงานลำดับนิวคลีโอไทด์ทั้งจีโนมของเชื้อ Leptospira interrogans ซีโรกรุ๊ป

Icterohaemorrhagiae ซโีรวาร ์Lai (Ren et al., 2003) ต่อมาในป ีค.ศ. 2004 He และคณะ  (He et al. 2004)

ได้ศึกษาจำแนกยีนในเชื้อเลปโตสไปราชนิดก่อโรค (L. interrogans ซีโรวาร์ Lai) และเลปโตสไปรา

ชนิดไม่ก่อโรค (L. biflexa ซีโรวาร์ Monvalerio) โดยพบหลายส่วนของจีโนมมีความแตกต่างกัน ได้แก่

ยีนที ่กำหนดการสร้าง outer membrane proteins และยีนที ่ได้รับการทำนายว่ากำหนดการสร้าง

โปรตนีทีมี่ส่วน LRR

โปรตนีทีม่สีว่น LRR พบในแบคทเีรยีกอ่โรคหลายชนดิ เชน่ โปรตนี TpLRR พบใน Treponema

pallidum (Shevchenko et al., 1997) โปรตีน YopM พบใน Yersinia pestis (Skrzypek et al., 2003)

และคาดว่าโปรตีนที ่มีส่วน LRR เป็นโปรตีนที ่มีความสำคัญเกี ่ยวข้องกับกระบวนการเกิดโรค

ดังนั้นการมียีนที่ได้รับการทำนายว่ากำหนดการสร้างโปรตีนที่มีส่วน LRR แตกต่างกัน อาจจะส่งผลให้

เชื้อเลปโตสไปราแต่ละซีโรวาร์มีลักษณะการก่อโรคในสัตว์แต่ละชนิดแตกต่างกันด้วย

การวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาการกระจายของยีนที่ได้รับการทำนายว่ากำหนดการสร้างโปรตีน

ทีม่สีว่น LRR ของเชือ้ L. interrogans ซโีรกรุป๊ Icterohaemorrhagiae ซโีรวาร ์Lai (accession; AE010300

และ AE010301) และเชื้อเลปโตสไปราอ้างอิงซีโรวาร์ต่าง ๆ เพื่อนำมาสร้างเป็นเครื่องหมายโมเลกุล

สำหรับการตรวจแยกเชื ้อเลปโตสไปราในกลุ ่มก่อโรค ที่มีความจำเพาะต่อซีโรวาร์ของเชื ้อที ่พบ

ในประเทศไทย เพื่อเป็นข้อมูลพื้นฐานสำหรับความเข้าใจกลไกการเกิดโรค และใช้เป็นหลักเกณฑ์

การจัดจำแนกเชื้อในอนาคต

อุปกรณ์และวิธีการ

การรวบรวมข้อมูล จัดกลุ่มยีนและออกแบบไพรเมอร์ โดยเทคนิคชีวสารสนเทศ

สืบค้นและทำการรวบรวมข้อมูลยีนที่กำหนดการสร้างโปรตีนที่มีส่วน LRR จากฐานข้อมูล

Pfam (protein families database of alignments; http:// www.sanger. ac.uk/Software/Pfam/)
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PRINTS (protein motif fingerprint database; a protein domain database; http://umber. sbs.man.

ac.uk/dbbrowser/PRINTS/) PROSITE (database of protein families and domains; http://www.

expasy.org/prosite/) SMART (simple modular architecture research tool; http://smart.

embl-heidelberg.de/) และ Leptospira Database ของประเทศจนี (http://www.chgc.sh.cn/lep/)  พบวา่เชือ้

L. interrogans ซีโรกรุ ๊ป Icterohaemorrhagiae ซีโรวาร์ Lai มียีนที ่ได้รับการทำนายว่าควบคุม

การสร้างโปรตีนที่มีส่วนของ LRR จำนวน 25 ยีน โดยมีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทด์และโปรตีน

ของแต่ละยีน (ดังแสดงในตารางที่ 2) นำยีนทั้งหมดมาจัดกลุ่มโดยใช้ทิศทางของยีนและตำแหน่งของยีน

บนโครโมโซม ทำ multiple sequence alignment เพื่อหาส่วนที่เป็น conserve sequence โดยโปรแกรม

ClustalW แล้วจึงนำลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในแต่ละกลุ่มไปออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้โปรแกรม

MacVecter  7.2.3 จากนัน้นำไพรเมอรท่ี์ออกแบบไดม้าคัดเลือกคู่ท่ีเหมาะสมสำหรบัใช้กับเทคนคิพีซีอาร์

การเตรยีมตวัอย่างและสกดัจโีนมคิดเีอ็นเอ (genomic DNA)

นำเชือ้เลปโตสไปรา 24 ซโีรวาร ์(ตารางที ่1) ทีเ่ลีย้งในอาหาร EMJH broth มาเตมิ 10 % formalin

(30  µl/ml) วางไวท้ีอุ่ณหภมูห้ิองนาน 5 ช่ัวโมง แลว้เกบ็ไวท้ีอุ่ณหภมู ิ4 oC ขา้มคนื จากนัน้นำเชือ้มา 2 ml

ป่ันเหว่ียงด้วยความเรว็ 14,800 x g เพ่ือตกตะกอนเซลลก่์อนนำไปสกดัดีเอ็นเอโดยวิธีดัดแปลงของ Brenner

et al. (1982) เตมิ lysing solution 170 µl ตอ่เชือ้เริม่ตน้ 1 ml (lysing solution: 0.05M EDTA (pH 8.5) 34 µl;

0.05M Tris-HCl (pH 8.0) 170 µl; 0.1M NaCl 34 µl; dH2O 102 µl) ละลายตะกอนกอ่นเตมิ 5% SDS 34 µl

และ proteinase K 500  µg/ml ปริมาตร 37.4 µl ผสมให้เข้ากันแล้วบ่มไว้ท่ีอุณหภูมิ 37 oC ข้ามคืน จากนัน้เติม

5% SDS 49 µl และเตมิ phenol:chloroform:isoamyl alcohol (24:1:1) ปรมิาตร 1 เทา่ของปรมิาตรทัง้หมด

เขยา่แรงๆ แลว้นำไปปัน่เหวีย่งทีค่วามเรว็ 6,600 x g นาน 10 นาท ีดดูสว่นใส ใสห่ลอดใหมแ่ลว้เตมิ 3M

Sodium acetate (pH 5.2) ปริมาตร 0.1 เท่าของปริมาตรทั้งหมด และเติม absolute ethanol ที่เย็นจัด

ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรทั้งหมด ผสมให้เข้ากันจนเห็นดีเอ็นเอลอยเป็นปุยสีขาว ถ้าไม่เห็นตะกอน

ให้นำส่วนผสมไปแช่ไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC ข้ามคืน หลังจากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 13,000 xg

อุณหภูมิ 4 oC นาน 6 นาที ดูดส่วนใสทิ้งและล้างตะกอนด้วย 70% ethanol และตั้งทิ้งไว้ให้ตะกอน

ดีเอ็นเอแห้งก่อนเติมน้ำ 50 µl เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ แล้วนำไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 oC เพื่อ

ใชใ้นการทดลองขัน้ตอ่ไป
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การทำปฏิกิริยาพีซีอาร์และการตรวจสอบผล เพื่อการสร้างเครื่องหมายโมเลกุล

ปฏกิริิยาพซีอีารเ์พือ่เพิม่จำนวนดเีอน็เอในการทดลองนี ้ดว้ยปรมิาตรรวม 50 µl ซึง่ประกอบดว้ย

20mM Tris-HCl (pH 8.4) 50mM KCl 1.5mM MgCl
2
 0.8mM dNTPs (dATP dCTP dTTP และ dGTP)

ไพรเมอรแ์ตล่ะเสน้มปีรมิาณ 50 pmol และเอนไซม ์Taq DNA polymerase ปรมิาตร 0.25 U ผสมให ้เขา้กนั

อย่างระมัดระวัง เติมจีโนมิคดีเอ็นเอปริมาณ 40 ng ผสมให้เข้ากันอีกคร้ังในหลอดสำหรบัทำปฏิกิริยาพีซีอาร์

นำมาผ่านกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเครื่อง Thermocycler (Biometra®-UNOII, Germany)

ภายใตอุ้ณหภมู ิ denature ที ่ 94 oC นาน 5 นาท ี annealing ทีอุ่ณหภมู ิ 43 oC นาน 5 นาท ีและ extension

ที่อุณหภูมิ 72 oC นาน 5 นาท ีจำนวน 2 รอบ และภายใตอุ้ณหภมู ิdenature ที ่94 oC นาน 1 นาท ีannealing

ที่อุณหภูมิ 45 oC นาน 1 นาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 oC นาน 2 นาที จำนวน 40 รอบ จากนั้น

เก็บผลผลิตพีซีอาร์ที่อุณหภูมิ 4 oC และนำไปตรวจสอบผลด้วย 2.5% agarose gel electrophoresis

วิเคราะหข์นาดของผลผลติพซีอีารด์ว้ยโปรแกรม KODAK 1D 3.5 Scientific Image Analysis (Eastman

Kodak Company, USA)

ตารางที ่1  ชนิดเชือ้เลปโตสไปรา 24 ซีโรวาร์ ท่ีใช้ในการทดลอง

Leptospira species Serovar Strain 
   
L. interrogans Autumnalis  Akiyami A 
 Bataviae Swart 
 Bratislava Jez Bratislava 
 Canicola Houd UtrechtIV 
 Djasiman Djasiman 
 Hebdomadis Hebdomadis 
 Icterohaemorrhagiae RGA 
 Pomona Pomona 
 Pyrogenes Salinem 
L. noguchii Louisiana LSU 1945 
 Panama CZ 214 K 
L. borgpetersenii Ballum MUS 127 
 Javanica Veldrat Batavia 46 
 Mini Sari  
 Sejroe M 84  
 Tarassovi Perepelitsin 
L. santarosai Shermani 1342 K 
L. weilii Celledoni Celledoni 
 Manhao L 105 
 Sarmin Sarmin 
L. kirschneri Cynopteri 3522 C 
 Grippotyposa Moskva V 
L. meyeri Ranarum ICF 
L. biflexa Patoc Patoc 1 
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ผลการทดลอง

การจัดกลุ่มยีนจากข้อมูลชีวสารสนเทศและผลการออกแบบไพรเมอร์

ข้อมูลยีนที่ได้รับการทำนายว่าสร้างโปรตีนที่มีส่วน LRR พบในเลปโตสไปรา 2 ซีโรวาร์ คือ

L. interrogans ซโีรกรุป๊ Icteroheamorangiae ซโีรวาร ์Lai และซโีรวาร ์Copenhageni (Ren et al., 2003;

Nascimento et al., 2004) การศึกษาครั้งนี้จะกล่าวเฉพาะซีโรวาร์ Lai โดยพบว่ายีนที่ได้รับการทำนายว่า

สร้างโปรตีนที่มีส่วน LRR ในซีโรวาร์ Lai มีทั้งหมด 25 ยีน ที่มีความยาวของลำดับนิวคลีโอไทด์และ

โปรตนีของแตล่ะยนี ดงัแสดงในตารางที ่2

สามารถจดักลุม่ยนีได ้5 กลุม่ คอื กลุม่ที ่1 มจีำนวน 5 ยีน คอื ยีน LA3320, LA3321, LA3322,

LA3323 และ LA3324 ซึ่งมีระยะห่างระหว่างยีน LA3320 กับ LA3321, ยีน LA3321 กับ LA3322, ยีน

LA3322 กับ LA3323 และ ยีน LA3323 กับ LA3324 เท่ากับ 203, 48, 204 และ 200 คู่เบส ตามลำดับ

กลุม่ที ่2 มจีำนวน 2 ยีน คอื ยีน LA2964 และ LA2966 มรีะยะหา่งระหวา่งกนัเทา่กบั 28 คูเ่บส กลุม่ที ่3

มีจำนวน 6 ยีน คือ ยีน LA2443, LA2446, LA2447, LA2448, LA2450 และ LA2452 ซึ่งมีระยะห่าง

ระหว่างยีน LA2443 กับ LA2446, ยีน LA2446 กับ LA2447, ยีน LA2447 กับ LA2448,

ยีน LA2448 กับ LA2450 และ ยีน LA2450 กับ LA2452 เท่ากับ 1547, 58, 71, 210 และ 2321

คู่เบส ตามลำดับ กลุ่มที่ 4 มีจำนวน 2 ยีน คือ ยีน LA1353 และ LA1354 ซึ่งมีระยะห่างระหว่างกัน

เทา่กบั 75 คูเ่บส และกลุม่สดุทา้ยกลุม่ที ่ 5 มจีำนวนทัง้หมด 10 ยีน คอื ยีน LA0701, LA0705, LA0873,

LA1177, LA1324, LA1498, LA1530, LA2862, LA3028 และ LB196 ยีนในกลุ ่มนี ้เป็นยีนที ่มี

ระยะหา่งระหวา่งกนัมากกวา่ยนีในกลุม่อืน่ๆ (มากกวา่ 3000 คูเ่บส) และมทีศิทางยนีแตกตา่งกนั (ภาพที ่1)

จากการนำลำดบันิวคลีโอไทด์ของยีนในส่วนท่ีเป็นตำแหนง่ LRR ในยีนแต่ละกลุ่มท่ีแบ่งได้ มาทำ

multiple sequence alignment เพือ่หาสว่นทีม่กีารอนรัุกษแ์ละนำมาใชป้ระกอบกบัการออกแบบไพรเมอร์

ดังแสดงในภาพที่ 2 โดยยีนในกลุ่มที่ 1 กลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 3 สามารถที่จะนำส่วนที่มีการอนุรักษ์

มาออกแบบไพรเมอรไ์ด ้ยีนในกลุม่ที4่ มสีว่นทีม่กีารอนรัุกษจ์ำนวน 2-3 ซำ้ จงึไมส่ามารถนำมาออกแบบ

ไพรเมอร์ให้มีผลผลิตพีซีอาร์ได้ เพราะเป็นบริเวณช่วงสั้นๆ ประมาณ 100 คู่เบส ส่วนยีนในกลุ่มที่ 5

แต่ละยีนมีความแตกต่างกันทั ้งขนาดและส่วนที ่มีการอนุรักษ์ ดังนั ้นจึงไม่ได้นำยีนในกลุ ่มนี ้มา

ออกแบบไพรเมอร์ จำนวนไพรเมอร์ที ่ออกแบบได้จากกลุ ่มที ่ 1 กลุ ่มที ่ 2 และกลุ ่มที ่ 3 จัดแบ่ง

เปน็ 3 กลุม่ ดงัแสดงในตารางที ่3
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ศึกษาต่อไป สำหรับไพรเมอร์กลุ่มที่ 3 มีผลผลิตพีซีอาร์เกิดขึ้นหลากหลาย และบางขนาดใกล้เคียงกับ

ขนาดที ่ได้ทำนายไว้ ได้แก่ ขนาด 516 bp ผลผลิตพีซีอาร์ที ่เกิดขึ ้นมีความหลากหลายมากกว่า

เครื่องหมายโมเลกุลที่ได้ออกแบบไว้โดย Gravekamp et al. (1993) ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว

และไม่สามารถจำแนกถึงระดับซีโรวาร์ของเลปโตสไปราได้ เป็นที่น่าสนใจว่าไม่มีผลผลิตพีซีอาร์

เกิดขึ้นเมื่อทำปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์กลุ่มที่ 3 กับตัวอย่างเลปโตสไปราชนิดไม่ก่อโรค (L. biflexa

ซโีรวาร ์Patoc) ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงานของ He et al. (2004) ทีพ่บวา่ม ีgene coding functional protein

จำนวน 1 ยีนที่คาดว่าอยู ่ในกลุ่มโปรตีน LRR family protein ที่มีคุณสมบัติเป็น strain specific

genomic region พบเฉพาะในเลปโตสไปราชนดิทีก่อ่โรค

ผลผลิตพีซีอาร์ที ่ได้จากไพรเมอร์กลุ่มที่ 3 นี้มีขนาดใกล้เคียงกัน และยังมีผลผลิตพีซีอาร์

บางขนาดเกิดขึ ้นในปริมาณน้อย ทำให้การตรวจสอบด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis

ให้ผลได้ไม่ดีมากนัก เนื ่องจากมี sensitivity ไม่สูงมากพอ ซึ ่งอาจจะทำให้เชื ้อเลปโตสไปรา

ที ่ก่อโรคบางสายพันธุ ์ที ่นำมาทดสอบไม่พบว่ามีผลผลิตพีซีอาร์เกิดขึ ้น ทั้งนี ้หากมีการพัฒนาวิธี

สำหรับแยกขนาดผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้อย่างมีประสิทธิภาพ เช่น polyacrylamide gel electrophoresis

หรือวิธี capillary electrophoresis ซึ่งมี sensitivity สูง อาจจะทำให้เห็นความแตกต่างของผลผลิต

พีซีอาร์ที ่เกิดขึ ้นได้อย่างชัดเจนและมีแนวโน้มที่สามารถนำมาสร้างเป็นเครื ่องหมายโมเลกุลของ

เชื้อระดับซีโรวาร์ได้ต่อไป

สรุป

ยีนที ่ได้ร ับการทำนายว่าสร้างโปรตีนที ่ม ีส่วน LRR จาก L. interrogans ซีโรกรุ ๊ป

Icterohaemorrhagiae ซีโรวาร์ Lai สามารถจัดกลุ่มได้เป็น 5 กลุ่ม ตามตำแหน่งและทิศทางของยีน

บนโครโมโซม นำมาออกแบบไพรเมอร์ได้ทั้งหมด 3 กลุ่ม คือ ไพรเมอร์กลุ่มที่ 1 (LR1 LR2 LR3),

กลุ่มที่ 2 (LR4 LR5) และกลุ่มที่ 3 (LR6 LR7 LR8) ผลการนำไพรเมอร์ทั้ง 3 ชุดมาทำปฏิกิริยาพีซีอาร์

พบว่าไพรเมอร์ กลุ่มที่1 และกลุ่มที่2 ยังไม่สามารถนำมาสร้างเป็นเครื่องหมายโมเลกุลได้ สำหรับ

ไพรเมอร์กลุ่มที่ 3 พบว่าให้ผลผลิตพีซีอาร์กับตัวอย่างเลปโตสไปราซีโรวาร์ที่ก่อโรคที่นำมาทดสอบ

จำนวน 11 ซีโรวาร์ และไม ่พบว่ามีผลผลิตพีซีอาร์เกิดขึ้นกับตัวอย่างเลปโตสไปราชนิดไม่ก่อโรค

เป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่งว่าไพรเมอร์กลุ่มที่3 น่าจะสามารถนำมาพัฒนาเป็นเครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้

ในการตรวจเชื้อเลปโตสไปราในระดับซีโรวาร์ได้ในอนาคต
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Abstract

Leptospira is a spirochaet bacteria.  Some serovars cause Leptospirosis that affects livestock and

is an important zoonotic disease.  This disease causes seriously economic loss.  Polymerase Chain Reaction

(PCR) technique has been used for pathogenic and non-pathogenic Leptospire identification.  However,

this technique could not differentiate Leptospires sp. serovars.  This study, therefore, was to develop

molecular markers by using LRR containing protein genes.  There are 25 genes encoding LRR containing

proteins from Leptospira interogans serogroup Icterohaemorrhagiae serovar Lai.  These genes were

divided into 5 groups by their positions and directions on chromosomes and their primers were designed

into 3 groups (group 1; LR1, LR2 and LR3, group 2; LR4 and LR5, group 3; LR6, LR7 and LR8).  The

results showed that primer group 1 and group 2 could not generate genetic markers.  The PCR products

derived from primer group 3 were detected in 11 serovars of pathogenic Leptospire but not in non-

pathogenic Leptospire.  From this finding, the primer group 3 could develop to prepare genetic markers

in order to identify different Leptospira stains.

Keywords: LRR, Leptospira, Polymerase Chain Reaction, Molecular Markers, Bioinformatic
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