
���� ���	�
��
 ����� ���� ������� �

 ����
���� � �!� " ##) ���� (�&'( "�)
 �
� �* +���	 �,-�.	PCR����!/� �
0�	1* 2�3�
  � 4��5 �6�7 8/� ��9 : 

��;�< ��,=	 �6*��

 �(1>

?�0@� : �/�	A:��� ���� 	��	�
�� �� �
�� ����� �� ������ �������� 	� �	���� �� �������  . ���  !��" �� �#�$�C.pneumoniae

 �C.pecorum % 	 ���&�� '�� �(�)� ����� *�+$� �������"	���,�� �� !�)� -�� !� � . �.�/) 0
�� �	�1 � 02�� �������� -�� !� ���3�4 ��

���� 5��6� ���4 7�8&( !� 9��( ��� �)�:; <��,�� ��2&����4 	� =��$� ���;�	 �� %�:��� . ���;�	 !� '�� �( ���� >�)� -�� ��

 � 9? ���4 7�8&(DNA/  @����"	� �A�B�
� �)� ��; C . �:)	�/# D�	 �� !�����:E ������� !� F�,&� ��� !���� �)	�� -�� 	�

 G�:,( � ���� ���4PCR�)� ��; H6�� !���I� �	�� ���4 �)� !� J���� � !�#�" 	��6 K����4 �	�� .

�� �5 C: : !�����:E ������� �A�B�
� ���� ���4 =���/��:� �� ���� ���4 �:)	�/# D�	 	� “A3” >��� ���4 -�.���/"������ � 

��4 0�� !� �����)� %��� ��; �	�N" !��&� '����)��(�O�� -�)	�/# �� !� .   5�3�� ��   PCR ��� �����E ���"	�� !� ��CpnB2 �   CpnA

 9? �� �� !$+6 ��P,( ����MOMP =�Q !�   RST����" �����)� ��� ��  .   ��� !��) �� ����� D�	 �� N16, IOL-207  �   VR1310 !�  

������" O�����E� %����� ��; ���� �&� ��2&����4 	� . �� G�:,( �� ��)��U 9�O�� �����	� 	�V:� !�WXY �� !� ���:( <��) ZX 	���� HIV

����" �����)� %����� ��; !��( �1P�.

�@ �69�
:U 9�O�� !� ���� -��$( ���2&����4 ��� !��) �� D�	 �� �� �)	��  ��2&����4 	� ��; ��P,( ��� !���� �� G�:,( �� ��)��

 ����PCR ���$( % WX5������� �[� DNA    ���� ���4 �:)	�/# ���� � ifuWX�;�� ��  . -;�	 %D�	 �� �� �,�:�/� ��� !���� �)	��

 %K����4 �	�� ��� !���� \��3� �� !� �
�)Z] �� �	�� PCR �  ^T� ���4 �:)	�/# �� !���� �:�&" �1P� ��� .

4��D ���6�: 	� @����"	� -��$( 	� 9��,� �1��I( ��)��U �� D�	 �� �� !� �;�� �� !�,� -�� ���� !$.�+� -�� �� 0A�U J����

  ���" 	�� !� ��� %�:;�� �� 	��	�
�� F�,&� ��� !����PCR� %��	�� 	�� ��) 9����# ��� !���� �� !� ������2&����4 	� 	�� ����   C)�:

�;�� �� ���&�� �6� *�A � �6� !� �:�����  %94 <�/+� ��)��U �� � �� ���� ���4 �:)	�/# ���" 	�� !� � ���� �(.

0��*�@ �E�: :!�����:E ������� %���� ���4 �:)	�/# K����4 %�����/E ���3�� K:���

W_ �)�:; <��,�� ���" 	��&���_ �,;OE ��,&���  _9���� �,;OE 5�/� ��2&���  
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�	0F	
  �#�$� �� !�� G� �1��I( �;N" ��C.pneumoniae9��:� !�  

 ���� ��	�����)� �B�8&( D�	 ��:� !���)��� %���  !��" G�

�)� !�#�2� 	��6 D��NE �	�� @����"	� -�� . G�)�� D�	

 	�� !� �.�/) �&� a�b� 	� @����"	� 9���� ��  �:$� �B�8&(

�)� ��; !�#�" . ��� !��" �� !���I� 	� !,�4 �� ���� D�	 -��

 �;�� �� ����� ��)��U ��	�� �2��)T ( �����)� ���) �V� ��

�;�� ��� 	��	�
�� ���.�1I� �� O�� !3��� !�)Z .( �2�� ��	

�;�� �� G�?�.��) �����( �� �����)� 7�8&( . ��;�	 -��

�;�� �� ��� !��" ���) �� HQ�I�� K:��� ��	�� !,�4 �� ����)^( %

�;�� ��� ������ 0��6 %!��" �A�B�
� 7�8&( ����)R .( -�� ��

4 >�)���� ����� ! �( ��,�:,( ���) !� �B�8&( �����2&����

) Y%S .(  G�:,( 	�PCR �����	 �� ��������� ��� !��" ���)�:;  

�U��� �A�B�
�DNA �� ��NE 9�,�� ������ !��" �� 	�  

�;�� . 	� �%=�� �"
�� � ��)��U -���( �� � �� G�:,( -��

���� ����? !� ��; �� ���� ��$�� ���;	�O" ��� �����E � '�

 �)� !�#�" 	��6 �����)� �	�� 9�"���")WX_e .( �( ���:( -�:f

 ��V� 9? ���4 -��$( �� �:�1� ���,�:,( 	� O�� �����  ���U

��; �� ���� O�� ���)	�/#������ . �)	 �� �V� !� \��3� 	�

 � @�I��� ���� ���4 �:)	�/# ��(PCR �:;�� �� ������( �� 

 �� !���I� 	� !� J���� �� �� ������� 7�8&( 	� ��;�	 ���)

 ��� ���� 	��	�
�� �����)T%WW .( ���� ���4 �:)	�/# ��( 	�

 !���� 	� ��������� ��� !��" �A�B�
� ����? ���4 %@�I���

 	� ��(g�� ���) �� � !�#�" 	��6 �3��  �	�� %�&� �� � �:�.��

�;�� �� 	��	�
�� @�I��� ��h D�	 �� !���I�. D�	 !�1.� PCR

 �U��� -��$( !� �� !��" !� %!�;�� ���$�� 'g�b( O��

 -�:i�� � <�/+� �"
�� � ��)��U -���( C1) ���? �A�B�
�

 0,(��E !��	�PCR �)� �����" ���) K��O#� C1) O�� H��)  

)WR_WZ .( ���	�� !���I� �)	�� -�� 5�3�� �� *�� >�)� -�� ��

 7�8&( 	� D�	 �� -��C.pneumoniae !���� �� �����)� ��   

��� �:�.�� ��� .

��	�:C: G�F&

"�
�
�6*�5 4�@ ���!� :-��$( ���� �)	�� -�� 	�

C.pneumoniae !��)  IOL-207)  WY ( 	��6 �����)� �	��

�#�" .  ���.�/) 	� @����"	���,��McCoy �	�����)� D�	��   

)Z (D�	 �� ���� 9?�/,�� � �����" �&� ��h ���)	�/#������ 

!�/� �� ��; ��.�( ���� ���4 =���/��:� �� �����)��� @�I��� LPS

 ����" -��$( ������) ���B(W.(

 ���B(          W j�,)��,�� �� ���� 9?�/,�� ���B(  %

 ����� �)	�� -�� 	� ��; �����)� ��������"	���,�� ���) 

 =��  	� ���4 !��( ��b� ��W�)� �����" ��k .

���/��* 4�@ ���!� :

  � ��; !�
�:; ��� !��) �� ��( �� ����� �)	�� -�� 	� 

DNA � !�#�" 	��6 K����4 �	�� !�����:E ������� ��; 7.�
  

 ��� !���� �� <�/+� �"
�� � ��)��U 9�O�� �� 9�:��Q� �� lE

 	��6 K����4 �	�� �:�.���:�#�".
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 �� �U ��$�� ����O��1( �,;OE 5�/� ��2&��� �,;OE !/3�/19

 =��                             W���4 !��( H��:� � ��������� ���;�) %

�������"	���,�� !��( H��:���������� ��� !��)

�	��)� �#������ ����

 <��,�� ���" ��2&��� �)�:;

9���/2��%���.%���.

C. pneumoniae(IOL-207)
Avian C. psittaci(serotype A,strain6BC)
C.trachomatis(serotype E/T181)

9���/2�� ��������� 9���,/� O���M.pneumoniae
Lefgionella pneumophila (strain 11150)

�� %���i:� ��2&��� ��������� !���3�9���/2

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenza
Neiseria meningitides
Klebsiella pneumoniae
adenovirus

H-� (�,I�: ��J ���!� ��K
:  �6�#  9�	���� �� �I/U <��) J:E 

K����4  !3���  !� ���:(  ��2�)�  �����PCR  � 

 	��6 �����)� �	�� 	�V:� -�� ���� %��� ��:� 94 �:)	�/#������

�#�" .  '	�[����( a�b� ��2SP(2Sucrose phosphate)

  5�����RX���.��,��  !�;���� !��) %9���� m�/8� �� lE � �;

IOL-207 ������   C.pneumoniae ��P,( ��2&����4 	� !�   

 ���O#� 94 !� ���.4 ���:B� !���� !��( 	�V:� !� %��� ��;

����" .  9�; 7.�
 �� lE !���� -��DNA D�	 ��   0:#_

	� -�
�) 	��:; � 5�#��/�lµTXX  �#�� TE (10mM 

tris/HCl pH 8.0K 1mM EDTA),  K����4 5�3�� ����   µlT

�#�" 	��6 �����)� �	�� %94 ��.

L(�,I�: 4�@ ���!�: 	� D�	 �� ���	�� !���I� 	�V:� !� 

 %�:�.�� ��� !����WXY �� !� ���:( <��) ZX 	���� HIV �1P�  

���i:� 9��)	���� ����� K8� 	� �����)9���/2�� ( �Q 	� !�

4 H�  !��� K; �	�� G� 	��6 �)	�� �	�� %��� ��; �	�

�#�")WS.(

 4A�� 2-�>DNA:   9���� 7.�
 ���� DNA � ��������� 

��:�n(��E D�	 �:�.�� ��� !����K '�� !� � ����" m�/8�   T

 	� ���)oCRY l[) %�; ���� '	��U DNA0:# D�	�� _

����" 7.�
 ��� '	�A !� 5�#��/�)We .(0:# m�/8� �����_

� � 5�#��/�  �1�� !� C�(�( !� 0,.� 0��4�O�T %^e %RX �A	� 

����" !#�o� 9��� p�# m�/8� �� !���� @3U @� %�; ����4 . �� lE

 	� %����" m�/8� ���
 !� 5�#��/� 0:# � !���� !,�4g ×WTXXX

 '�� !�Z !�g �� ���)��  	�V:� !� p�(� '	��U ! 	� 	� !I�6� 

����"?�������)  .. !� ���6�# !�g !/U�� -�� � �; 0I�:� ���  !.�

����" 	��,( 5�#��/� �� ��:( ���3� . !� ���6�# =�/b� =�I��� �� lE

 ��) 0��(� %@3U �� � @��) '��)� %94 @3U @�� G� %���  !.�.

 '�� !� � ����� !#�o�TX	� !I�6� o C TX l[) %��; �	���2�  

	� g  ×WTXXX '�� !� WX����" ?�������) !I�6�  .b� r	�
 �	 =�/

-�&� !( !� � �����µlRXX 0��(�  SX %����" !#�o� . lE ����� 	�

 	� 9���� ?�������) ��    g   ×WTXXX '�� !�WX %!I�6� 

  �#�� 	� �	 -�&� !(µl RX� !�
�) 	��:;  µlT �� 	� 94 �� 

�; �����)� K����4.

 ��M�
PCR(PCR amplification) A �9:�6�-� :  

 N�O&	P
�	A7:  �����E �� �� �)	�� -�� 	� CpnA1 �� 

t��	5`CTCCTTACAAGCCTGCCTGAGTTT3`   � 

CpnB  t��	 �� 5`CATTCCCATAAGGCTCCACG3`

��� ��; O�����E� ���4 	��I� � �U��Q u�16 !�)W](����" �����)� % .

 �&:��� m�/8�PCR @3U G� 	� µlRX0��; !� ����" !��( mM

T/X G� �� �� 2dNTP� MZ/X�� �����E �� G� �� �� T mM  R/T

��MgCl22U,R/X@�O�4 Taq �����/E  Z���  .�#��PCR ���U tris 

HCl (pH8.3) mM 10  � mMRX��  KCl ���  . 	� m�/8� -��

��2�)� %�; ���� 	��6 ���V:( !����� v1Q �/,�)���() !I�6� G�

	�oC]TG� %�2��,� ��  !�;	 �� 9�; ��  ���� 	� !I�6� oC YX

	� @�� � !I�6� G� � �������E �� =�B(� ����
oCST���) �:���� ���� DNA(  	��O� 0,�) %^X �	�� 	�� 

�#�" 	��6 	��,( .K����4 5��(� �� �$�µl   WX =? 	� =�Bb� �� 

 ���U !� �	�#���,.� �	�"4^TBE 	��6 O�.��4 �	�� ��� �#�� 

w�	 ���� � �#�" �O��4DNA ��  ethidium bromide

����" �����)�.

2. Sigma
3. Boehringer Mannheim
4. Fluorecin-isothiocyanate-labelled anti-mouse 

immunoglubolin 0mM EDTA,89mMtris/HCl 
,89mMBoric acid
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8�!* Q��,
 C: : %������ �� �:��8( 9�	�4 �)� !� ��  

 ���$( !� %��; ��.�( ������.�,�� ���$( D	��; �� �����)� ��

�; ���� lE !�.�� ������� ���:�.� . ���� 9?�/,:�� ���U ���.�/)

��/��:� �� �����)� �� l��)	�/#������ D�	 �� 	�V:� -�� ���4 =�

���; �O��4 w�	 ������� �A�B�
� ����.

R�F6=	 ��J 8��� ��9���!
� P
�	A7 ��&�: ��� !���� 

 ����� %����� ���4 �)� !� x�� @8( ��	� �� !� @����"	���,��

 a)�(PBS��; ����)	 ���. �/�� G� @3U !�   NaCL 

8.0g,KCl0.2g,Na2HPO4 0.2g)  @3U 	� p�# m�/8� WXX

�. �/��   	� � ��+I( 	���� �+I� <4 �� ��Z/SpH �� lE � !��( 

 �� �����)� �� l[) %�; �	���2� p�(� '	��U 	� 9���� ����(�

K����4 !.�. G� !� =�I��� �� lE � ����� m�/8� �	 94 l,(	�

R/W�/��  ����.)*	��:E� (	�g× WTXXX '�� !� WR !I�6� 

����" ?�#����) . ��; r	�
 ���	 H��� 	� -�&� !( �µlWXX �� 

PBS����" 	��:;  . p�# m�/8� ��µl WX ���� 	��6 5g ��	 	�

�; .��� 	� 9�; G&
 �� lE =����� 	� ���g]] % '�� !�WX

l[) � �; ���� 	��6 9�; l,�# ���� !I�6� a)�( �� ���)�

PBS�; !��;   .WX���4 �� ���.��,��  =���/��:� ����

E ������� �A�B�
�  !�����:)TZ ( 	� � �; ���O#� 94 ��	 ��

 '	��UZS ���� <�Q�� a���; 	� ���2����) ! 	�  ZX !I�6� 

�; �	���2� . �� �����)� �� ��3� ��&��; � 	��N� 9��� �� lE

 �6	RX/W -�)	�/# �� ��; �	�N" !��&� %>��� ���4

 !� '����)��(�O��IgG	�� 9�&�  )!"�
:� ( 5g y+) %���

����;�E � �; �ZX 	� !I�6� ZS � ��; �	���2� ���2����) ! 	� 

   �� ������  PBS�; !��; . m�/8� a)�( �� ���)�RX %

  =����/"PBS-z	O� �� j�,)��,�� a)�( � �; �����;�E  

 �����YZ������" K����4 .

 �@ �69�

 ��h ��� !���� �� ��( �� ��4	�� 9�O�� !���I� 	�V:� !�

�$6�� � �$6�� D�	 �� �"
�� �  ��)��U ����� �)� �	��o 

  ��DNA���" -��$( a�b� �� ��; 7.�
 .

�"
�� � ��)��U -��$( K����4 : 9�O�� -��$( �� 

 !�����:E ������� �� ����� @3U �� %D�	 �� ��)��U

0��;ifuWX# 	��6 �����)� �	�� D�	 �� �� 5��� �� ����

�#�" .� '	�A !� ��; !��( !��������" v�6	 @�� G . K����4

 !� 	��6 ���)	�/#������ D�	 !� �
�) -;�	 ��; !��( ����6	

 -��$(WX�;�� �� @����"	� ���  .��)��U 9�O�� -��$( ����

PCR  �����  DNA 	��:; �� lE � ��; 7.�
 !���� 	� �� ��  

	� -�&� !( -�
�)µl RX �#��  TE !��( 94 �� �(����� ����6	  

�; .E ��( ��)��U !� ����" 78&� K����4 !�(�
 �� lWX

 �;�� �� 5������� �[�) ���B(T .(

 ���B(T�:)	�/# '����� ����I� 	� ��)��U -��$( ��( %

DNA@����"	�  : ������	^ %Z %T %W0��; C�(�( !� 

WX  %WXT %WXZ %WX^ �� �[�  DNA �;�� �� @����"	�

�,�� !�/� �� �� � �	��; =��  	� ��; ���. ��������"	��

 �)	�� �	�� D�	 �� �"
�� 9�O�� �( ������" K����4 D�	 ��

���" 	��6 . �� 5��� |�� !� ���� ����( 0A�U J����

 D�	 �� �������"	���,��PCR K:��� ��	�� l��)	�/#������ �  

� �� ���� <�/+� �"
�� �� � ��:�� 9�&� !� ����1� �1P� �

�;�� �� D�	.

�,I�: ��J 4�@ ���!� �5 P
�	A7: �� ��; !��( <��) J:E 

 	��6 K����4 �	�� D�	 �� �� �� ���:( @��� 9��� 9�	����

 !� ��� �	��o %!3��� 9��� ��:� !� �1�� 9�:��Q� �� lE  �#�"

 O�� !���� �� ����� ��� ��::� �$���� �.�
� 9�O�� !� �1��

���" C�� 9�:��Q� .N.����" 5��6� �$6�� ��h !���� !��( !� � .

 ��3�� ��� �:� !� ���� ����( ��; 5�3�� '����� ����6		� K����4

������ 9�&� �1P� =��:� �� !���I� 	� �	 �&��� !��" |�� ��;.
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