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 چنیذُ
 ٬Single Nucleotide Polymorphism (SNP)دس طًَسبيذيٌگ ثبػيلَع آًششاػيغ        

typing    يكي اص سٍؽ ّبي ؿٌبخشِ ؿذُ ثيي الوللي هي ثبؿذ. دس سٍؽ اػشبًذاسدVan Erth 
هٌطقِ اص طًَم ثبكششي هَسد ثشسػي قشاس هي گيشد. ثب ّذف سؼْيل  13دس  SNPs هَخَديز 

ٍ ػبصگبس ًوَدى آى ثشاي اػشفبدُ دس آصهبيـگبُ ّبي ثب ثَدخِ  Van Erthسٍؽ ديـٌْبدي 
طشاحي ؿذًذ. ػلاٍُ ثش ايي يك دشٍسكل  SNPلَكَع  13صٍج دشايوش هشٌبػت ثب  13هحذٍد 

ٍ سكويل گشديذ كِ سكثيش ّوضهبى ّوِ لَكَع ّب سَػط سْيِ  PCRٍاحذ اص ًظش دهب ٍ اخضاء 
هبؿيي ّبي سشهَػبيكلش كلاػيك سا ثِ ػبدگي اهكبى دزيش ًوَد. كبسايي ايي سٍؽ دس ػول 

خذايِ ثبػيلَع آًششاػيغ ًـبى دادُ ؿذ. هب  9اص طشيق اػوبل هَفقيز آهيض آى ثش سٍي 
يل سٍؽ ّبي خذيذسش هقشٍى ثِ اػشفبدُ اص ايي سٍؽ اصلاح ؿذُ سا سب صهبى سَػؼِ ٍ سكو

 سَصيِ هي ًوبيين. Van Erthػٌَاى خبيگضيي سٍؽ ديـٌْبدي ِ صشفِ ث

 PCR SNPs٬ ٬طًَسبيذيٌگ ٬ثبػيلَع آًششاػيغ ملیذی: ٍاصُ ّبی        
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 هقذهِ

ثش اػبع ثشآٍسدّبي سػوي هَخَد سؼذاد هَاسد اًؼبًي       

ّضاس هَسد دس ّش ػبل  20سب  2آًششاكغ دس هقيبع خْبًي ثيي 

. دس ػبل ّبي اخيش ثب سَخِ ثِ اّويز خْبًي (1)سغييش هي ًوبيذ

 ٌِ داس ٍ گؼششدُ اي دس اسسجبط ثبآًششاكغ هطبلؼبر داه

ثب اػشفبدُ اص سٍؽ ّبي  َع آًششاػيغثبػيلاديذهيَلَطي 

 multiple-locus variable-number tandemلكَلي ًظيش ه

tandem analysis (MLVA)  ٍSingle Nucleotide 

Polymorphism (SNP) Typing   صَسر دزيشفشِ اػز. ثش

ػَيِ  7ّويي اػبع اكٌَى سَالي طًشيكي كبهل ثيؾ اص

 Bacillusٍ اص خولِ ػَيِ ٍاكؼيٌبل  ثبػيلَع آًششاػيغ

anthracis Sterne 34F2  ّوچٌيي ػَيِ حبد ٍB. anthracis 

Ames  هي ثبؿذ. سَػؼِ ٍ سكويل سٍؽ ّبي دس دػششع

صهيٌِ گـبيؾ افق  ثبػيلَع آًششاػيغلكَلاس طًَسبيذيٌگ ه

ّبي سبصُ اي سا دس ؿٌبخز دسػز اديذهيَلَطي آًششاكغ 

فشاّن ًوَدُ اػز كِ ديؾ اص ايي دػشيبثي ثِ آًْب اهكبى دزيش 

شد سٍؽ ـــي كبسثــؾ اص ايــيــدز. ـــَدُ اػــجــً

 8شفبدُ اص ــثب اػ MLVAبًذاسد طًَسبيذيٌگ ــــاػش

 (vrrA, vrrB1,vrrB2,vrrC1,vrrC2,CG3, pxO1-aat, pxO2-at)لَكَع

خذايِ ايشاًي  16سَػط هؤرًي خَلا ثش سٍي هدوَػِ اي اص 

 Bacillusّوشاُ ثب ػَيِ خبسخي ٍاكؼيٌبل  ثبػيلَع آًششاػيغ

anthracis Sterne 34F2  سيخ طًشيكي سا دس ايشاى  7ٍخَد

ًـبى دادُ اػز )سذيي، اطلاػبر هٌشـش ًـذُ(. دس حبل حبضش 

سؿيَ ّبي هَخَد دس ايي آ ثبػيلَع آًششاػيغػبخشبس طًشيكي 

دس هَػؼِ  SNP Typingهيكشٍثي ثب اػشفبدُ اص سٍؽ

سحقيقبر ٍاكؼي ٍ ػشم ػبصي ساصي دس حبل ثشسػي سكويلي 

 van Erthهي ثبؿذ. دس ايي سٍؽ سبيذيٌگ كِ دس اػبع سَػط 

لَكَع  13اثذاع ٍ سكويل گشديذ سؼذاد  2007دس ػبل 

ثِ ًبم  SNPكِ داساي ًقبط  ع آًششاػيغثبػيلَطًشيكي اص طًَم 

 ,A.Br.001, A.Br.002, A.Br.003, A.Br.004ّبي هـخصِ 

A.Br.006, A.Br.007, A.Br.008, A.Br.009, B.Br.001, 

B.Br.002, B.Br.003, B.Br.004, A/B.Br.001   ،هي ثبؿٌذ

ثِ سٍؽ سؼييي سَالي  SNPاًشخبة ٍ ًَكلئَسيذ هـخص دس ّش 

. دس ًْبيز ثب سدويغ يبفشِ ّبي هشثَط (1) ؿٌبػبيي هي گشدد

 سؼييي هي  SNPلَكَع دس ّش خذايِ/ػَيِ سيخ طًشيكي  13ثِ

 

دشايوشّبي هَسد اػشفبدُ  van Erth ديگشدد. دس سٍؽ ديـٌْب

لَكَع ثِ گًَِ اي طشاحي ؿذُ اًذ كِ اًذاصُ  13ثشاي سكثيش 

صٍج ثبص هي  100قطؼبر حبصل اص اًدبم سكثيش كَچك سش اص 

(. خذاػبصي ٍ سخليص ايٌگًَِ قطؼبر دغ اص 1ثبؿذ )خذٍل 

سكثيش ٍ ّوچٌيي سؼييي سَالي ًَكلئَسيذي آى ّب ثب هبؿيي ّبي 

سؼييي سَالي هؼوَلاً ثب اؿكبل ّوشاُ هي ثبؿذ. ػلاٍُ ثش  هشؼبسف

ثب اػشفبدُ اص سدْيضار ٍ سكٌيك ّبي  van Erthايي، سٍؽ 

دشّضيٌِ ًظيش سؼييي سَالي ًَكلئَسيذي ثِ سٍؽ اػذكششٍهششي 

خشهي سَػط هحققيي هخشلف اًدبم دزيشفشِ اػز كِ دػششػي 

ي كـَسّبي ثِ ايي سدْيضار دس سَاى آصهبيـگبُ ّبي سحقيقبس

دس هطبلؼِ حبضش چگًَگي اػوبل  .دس حبل سَػؼِ ًوي ثبؿذ

سغييشار سكٌيكي ؿشح دادُ هي ؿَد كِ ثب اػشفبدُ اص آى ّب هي 

سا ثب اػشفبدُ اص  van Erthلَكَع هؼشفي ؿذُ  13سَاى سوبم 

ٍاحذ ثِ  سٍؽ كبسكبسگيشي يك ِ كلاػيك ٍ ث  PCRسٍؽ

آهذُ آهبدُ اًدبم  دػزِ گًَِ اي سكثيش ًوَد كِ هحصَلار ث

 آصهَى سؼييي سَالي ثبؿٌذ.

 رٍػ بزرعی

 Bacillus anthracis Sterneػلاٍُ ثش ػَيِ ٍاكؼيٌبل       

34F2 ػٌَاى ػَيِ اػشبًذاسد ثشاي اخشاي آصهَى دس ًظش ِ كِ ث

خوغ آٍسي  ثبػيلَع آًششاػيغخذايِ  12گشفشِ ؿذ سؼذاد 

ؿذُ اص خبک هشاسغ ٍ ّوچٌيي داهذاسي ّبي هٌبطق هخشلف 

ايشاى ٍ ّوچٌيي هَاسد ثيوبسي دس اًؼبى ٍ دام هَخَد دس 

آسؿيَ هيكشٍثي هؤػؼِ ساصي ثِ هٌظَس اسصيبثي كبسايي يبفشِ 

ّبي هطبلؼِ هَسد سحقيق قشاس گشفشٌذ. ايي خذايِ ّب ديؾ اص 

ثيَؿيويبيي ٍ  ٬َطيكيايي ثِ سٍؽ ّبي اػشبًذاسد هيكشٍثيَل

لكَلي اص ًظش َّيز هَسد ثشسػي قشاس گشفشِ ٍ ّوچٌيي ه

 سأييذ گشديذ.  ثبػيلَع آًششاػيغهَخَديز آى ّب ثِ ػٌَاى 

 ٬ثشاي كـز ثبكششي دس هَسد ػَيِ ٍاكؼيٌبل مؾت ببمتزی:

يك ثطشي ٍاكؼي صًذُ ؿبسثي ػبخز هؤػؼِ ساصي ثخَثي 

هيلي ليشش اص  1 ػششٍىسكبى دادُ ؿذ ٍ ػذغ دس ؿشايط 

ػبًشيوشش( هحيط  10هحشَيبر آى ثش سٍي يك دليز )ثِ قطش 

هغزي آگبس خًَذاس ثِ گًَِ اي كـز دادُ ؿذ كِ سوبم ػطح 

ِ دليز سلقيح گشدد. ظشف كـز ػذغ ثِ گشهخبًِ اًشقبل ٍ ث

° ػبػز دس دهبي  15هذر 
C37 .ًگْذاسي گشديذ 
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اص سٍؽ هـبثِ  ثبػيلَع آًششاػيغدس هَسد خذايِ ّبي حبد 

خبي ثطشي ِ ػَيِ ٍاكؼيٌبل اػشفبدُ گشديذ ثب ايي سفبٍر كِ ث

ٍاكؼي اص هيكشٍفيَطّبي هحشَي ػَػذبًؼيَى ثبكششي دس ػشم 

فيضيَلَطي اػشفبدُ گشديذ ٍ سحز ؿشايط اػششيل دغ اص ّن 

( ثِ µl 10يك لَح يكجبس هصشف ) ٬صدى هحشَيبر

قيح دليز آگبس ػَػذبًؼيَى ثبكششي آغـشِ ٍ اص آى ثشاي سل

اػشخشاج طًَم ثبكششي ثِ سٍؽ خَؿبًيذى  خًَذاس اػشفبدُ ؿذ.

گشديذ. ثِ ّويي هٌظَس هؼبدل يك لَح كبهل اص كـز اًدبم 

-TB سدبسسي  ثبفش μl 400ػبػشِ ثبكششي ثشداؿز ٍ ثِ  14

lysis َة اًشقبل دادُ ؿذ. ثِ كوك يك ـكشٍسيــهي دس يك

هحفظِ يك ثي هبسي ٍصًِ فلضي هٌبػت هيكشٍسيَة دس كف 

(  قشاس دادُ ؿذ ٍ ثِ هذر C 96°هحشَي آة دس حبل خَؽ )

دقيقِ دس ّويي ٍضؼيز ًگِ داؿشِ ؿذ سب ثبكششي ّبي اًشقبل  30

دادُ ؿذُ دس فشم سٍيـي ثطَس كبهل غيش فؼبل گشدًذ. دس 

دقيقِ  15ثِ هذر g 9750هشحلِ ثؼذ هيكشٍسيَة دس 

هحشَي طًَم ثبكششي ػبًششيفيَط گشديذ ٍ هبيغ ؿٌبٍس ػطحي 

 µl ػجَس دادُ ؿذ. هيضاى هيكشٍليشش  2/0اص فيلشش ػشػشًگي 

دػز آهذُ ثش سٍي يك دليز هحيط ِ اص ػَػذبًؼيَى ث10

هغزي آگبس خًَذاس كـز ٍ ثِ كوك لَح يكجبس هصشف 

سوبم ػطح هحيط كـز سلقيح گشديذ. ظشف كـز ثِ 

° گشهخبًِ 
C37  ػبػز ًگْذاسي ٍ اص ًظش  24اًشقبل ٍ ثِ هذر

 ثبػيلَع آًششاػيغٍخَد ّش ًَع ًـبًِ هجشٌي ثش سؿذ احشوبلي 

هَسد سَخِ قشاس گشفز. ػَػذبًؼيَى ّبي هحشَي طًَم 

اػشخشاج ؿذُ ثبكششي دغ اص اطويٌبى اص غيش فؼبل ؿذى كبهل 

 ّوِ  ثبػيل ّبي ؿبسثي سب صهبى هصشف دس يخچبل ؿذًذ.

 Bacillus anthracisطًَم كبهل ػَيِ  يوز:طزاحی پزا

Sterne 34F2  ِقبثل دػششػي اص ( ثب اػشفبدُ اص ثشًبه(Artemis 

 13ي سوبم هَسد خؼشدَ قشاس گشفز ٍ هَقؼيز هكبً (10)

ثش اػبع دشايوشّبي  van Erthلَكَع هؼشفي ؿذُ سَػط 

اص طًَم ثبكششي  2Kbديـٌْبد ؿذُ هكبى يبثي گشديذ. حذٍد 

دس هحذٍدُ ّش لَكَع ثِ گًَِ ّبي اًشخبة گشديذ كِ 

لَكَع هَسد ًظش سقشيجبً دس هيبًِ قشاس داؿشِ ثبؿذ. طشاحي 

 اػشفبدُ اص ثشًبهِصَسر هؼشقل ثب ِ دشايوش ثشاي ّش لَكَع ث

Primer 3 (11،12) دزيشفز ٍ دس سٌظيوبر ثشًبهِ،  صَسر

صٍج ثبص سؼشيف  450-700دس هحذٍدُ  PCRاًذاصُ هحصَل 

لكَلي اص كيز سدبسسي آهذليكَى اص آصهَى ّبي هگشديذ. 

Ampliquor)هحصَلار ؿشكز آهذليكَس 
®
, Denmark) 

اػشفبدُ ؿذ. ايي كيز  PCRثشاي اخشاي سوبم آصهَى ّبي 

هحشَي آًضين سك دلي هشاص، ًَكلئَسيذّبي چْبسگبًِ، كلشيذ 

هي ثبؿذ.  PCRهٌيضيَم ٍ ػبيش اهلاح هشؼبسف هَسد ًيبص ثشاي 

سٌظين گشديذ ثِ گًَِ اي كِ ّش  ثشًبهِثشاي ّش لَكَع چْبس 

دهبي هخشلف  6هششادف ثب  PCRٍاكٌؾ  6ؿبهل  ثشًبهِ

annealing (55 ،7/56 ،1/59 ،4/60  ،9/62  ٍ9/64  ِدسخ

ػبًشيگشاد( اخشا گشديذ . ػلاٍُ ثش ايي دس دٍ آصهَى هيضاى 

ديكَهَل( ٍ دس دٍ آصهَى  5ٍ يب  1دشايوش هصشفي )هقبديش 

ػٌَاى ِ ( ثmM 5/2يب  1mMيذ هٌيضيَم ) ديگش هيضاى كلش

هشغيش اػوبل گشديذ. دشايوشّبي طشاحي ؿذُ سَػط ؿشكز 

Macrogen)هبكشٍطى كشُ خٌَثي
®
, Korea)   .ػبخشِ ؿذًذ

 master mixصَسر ِ ث PCRسْيِ ٍ آهبدُ ػبصي ٍاكٌؾ ّبي 

صَسر دزيشفز. حدن اخضاء سوبم ٍاكٌؾ ّب دس سوبم آصهَى 

بيي ّش ـْـن ًـدـِ حــظين گشديذًذ كــشسيجي سٌــّب ثِ س

. ثِ ػٌَاى كٌششل (2)خذٍلسٌظين ؿذ µL 12ٍاكٌؾ ثشاثش ثب 

 Double Distilled PCR water, PCR master mix with noاصهٌفي 

DNA template  حؼت ًيبص اػشفبدُ گشديذ. ثشاي الكششٍفَسص

آگبسٍص اص دسخِ هَلكَلاس  دسصذ 5/1اص طل  PCRهحصَلار 

Invitrogenثيَلَطي )
®
 , USA اص ديؾ سًگ ؿذُ ثب )® Red 

Safe  اػشفبدُ ؿذ. دغ اص ثبسگزاسي، طل ّب دس هيذاى

 2ػبػز دس هيذاى الكششيكي ثِ قذسر  2الكششيكي ثِ هذر 

V/cm ( ساًذُ ٍ ػذغ دس دػشگبُ طل داکBioRad
®
, USA )

ثب هقبيؼِ ثبًذّبي هـبّذُ هَسد سصَيش ثشداسي قشاس گشفشٌذ. 

 100اػشبًذاسد  DNA size markerؿذُ ّش لَكَع ثب ثبًذّبي

bp (Invitrogen
®
, USA اًذاصُ سقشيجي هحصَلار )PCR 

ًشبيح سصَيشي هشثَط ثِ آصهَى ّبي  هـخص گشديذ.

 13صَسر هؼشقل ٍ يبفشِ ّبي سوبم ِ چْبسگبًِ ّش لَكَع ث

قشاس گشفشٌذ ٍ يك صَسر سدويؼي هَسد ثبصثيٌي ِ لَكَع ث

ٍاحذ قبثل اخشا اص ًظش دهب ٍ غلظز اخضاء هْن هشغيش ثشًبهِ 

ػبصًذُ )هٌيضيَم كلشايذ ٍ دشايوشّب( ثشاي ّوِ لَكَع ّب 

 13ّش  سكثيشٍاحذ ثشاي  ثشًبهِايي  (. اص2سٌظين گشديذ )خذٍل 

 Bacillus anthracis Sterneٍاكؼيٌبل لَكَع طًَم ػَيِ 

34F2  خذايِ حبد  12ٍ ػلاٍُ ثش آى سؼذادBacillus 
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anthracis  َهيكشٍثي هَػؼِ ساصي اػشفبدُ هَخَد دس آسؿي

دػز آهذُ ِ ثثشًبهِ ثِ هٌظَس اطويٌبى اص دسػشي ػولكشد ؿذ. 

سَالي ًَكلئَسيذّبي هحصَلار آهذلي فيكبػيَى هشثَط ثِ ّش 

 لَكَع سَػط آصهبيـگبُ ؿشكز هبكشٍطى كشُ خٌَثي  13

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ٍ  Clustal (13)سؼييي گشديذ. ًشبيح ثب اػشفبدُ اص ًشم افضاسّبي 

Chromas طق ّن اسص اص طًَم دشداصؽ ٍ ّوخَاًي آًْب ثب هٌب

هقبيؼِ   Bacillus anthracis Sterne 34F2هؼشفي ؿذُ 

 گشديذ.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هحصَل اًذاسُ

PCR (ببس سٍج) 

 هنبًی هَقعیت)

(صًَم در  

   اعتفبدُ هَرد ('3-'5) پزايوز

 حبضز هطبلعِ در

 هحصَل اًذاسُ

PCR (ببس سٍج) 

 هنبًی هَقعیت)

(صًَم در  

   اعتفبدُ هَرد ('3-'5) پزايوز

  van Erth هطبلعِ در

لَمَط ًبم  

806 

( 063260-

060883) 

 

f) TTA CAG  TGC CGC CAA  

AGA CA 

r) CCC ACT CAG  TCG 

GGA  TTT TCA 

 

68 

( 063088-

063096) 

 

f) CAA GCG GAA CCA  AAT 

TTA ATC TTT 

r) TTC ACC GTA  CGT CAT 

TGT ATA ATA CG 

A.Br.001 

998 

( 878888-

878209) 

f) TAG AGA TGT GGT CGC 

GAA GT 

r) AGC TTC AAA GAG TCC 

CAC CA 

39 

( 878996-

878973) 

f) AAC GAT ACC TAA  AAT 

CGA TAA  AG 

r) GGC AGA AGG AGC AAG 

TAA TGT T 

A.Br.002 

806 

( 0682826-

0682030) 

f) TCG TCA AGG AAT CGG 

ACG  TT 

r) CGA GCT TCT TCC  CAC 

ACA  CT 

88 

( 0782372-

0782066) 

f) GCT ACT GTC ATT GTA TAA  

AAA CCT CCT TT 

r) CGC TTG CCA AGC TTT TTT  

TC 

A.Br.003 

888 

( 2900863-

2900038) 

f) AAT AAG TGG CGC TGC 

CGT AT 

r) CAG ATG GAT CGC GTT 

TGC AC 

88 

( 2900283-

2900208) 

f) CCG ATA CCA GTA  AAC 

GAC GAC  AT 

r) CTG GAA TTG GTG GAG 

CTA  TGG  A 

A.Br.004 

302 

( 093878-

093329) 

f) ATG GAT GAA AAT GAT 

CAG  CCG  C 

r) CAG CAA TCT CCC CTT  

TCC  GA 

029 

( 093878-

093702) 

f) CCG  GAA  ATT GCT ATT 

AGA ACG  AA 

r) TCC CAA TCT AGC  GTT  

TTT AAG  TTC A 

A.Br.006 

870 

( 399923-

399083) 

f) TAG TAC CGC AAG CGG 

AAG AG 

r) TGT CAT CGG CGA CTT 

GTT CT 

86 

( 399797-

399709) 

f) TTG GTA ACG AGA CGA 

TAA  ACT  GAA TAA 

r) GCC TTG GAT TGG CGA 

TTG 

A.Br.007 

786 

( 2878838-

2878798) 

f) CGC CAA ACG ATG CAA 

ACT CA 

r) ACC ATC GAT TGG  CTG 

AA 

36 

( 2878893-

2878827) 

TTC GCA ACT ACG  CTA TAC 

GTT  TTA  GAT 

CAA ACG GTG AAA  AAG TTA 

CAA ATA  TAC G 

A.Br.008 

878 

( 3880888-

3880027) 

f) TCC CCT AAT GGA ATA 

CGC GG 

r) GCG CTT CGA ATT GGT 

GAT CG 

000 

( 3880282-

3880382) 

f) GGC AAT CGG CCA CTG TTT 

r) GGG TTT CTA CTG TGTA 

TGT TGT TAA TAA AAA 

A.Br.009 

888 

( 0788987-

0788088) 

f) GTT CTG GTG CTG CAT 

TTG GTA 

r) ACG CTT CAT CCG TAA 

ATC CCA G 

78 

( 0788266-

0788228) 

f) TGC ATG CTT CTT CTT ACA 

GAG TAG TTA  AT 

r) CGG TCA TAA AAG AAA 

TCG  GTA CAA 

B.Br.001 

900 

( 0089667-

0089387) 

f) AAC GAA GGG GAC AGT 

GGA AG 

r) TCC CGT TGT AAG  

GGG AAA GAT 

29 

( 0089979-

0089900) 

f) TGT TGC ACC TTC TGT GTT  

CGT T 

r) GTA GTG GCT TCA CCG 

AAT GGA 

B.Br.002 

788 

( 0787809-

0787028) 

f) TTT CCG TAT GGC TGT 

GTT TGG 

r) CCA AAT GAA CCA CCA 

GCC CA 

66 

( 0787287-

0787209) 

f) CAT TTA TTC GCA  TAG 

AAG CAG ATG A 

r) TGT GCC ATC AAA TAA CTC  

TTT CTC  AA 

B.Br.003 

808 

( 80088-

98886) 

f) GTT TAT GCC GTG AGA 

GGA GGT 

r) AAC ACC CTT CGG AAT 

ACG GG 

030 

( 80009-

98688) 

f) GAA GTT AAG TAT CAA CCA 

GCA GAA GAA  A 

r) CCG CCG CCT GAG CTT 

B.Br.004 

888 

( 2986880-

2986300) 

f) TGG GCG TCG TTA CAA 

CTT CT 

r) CCA GCA AGC GAT ATA 

CCG GA 

030 

( 2986927-

2986807) 

f) GAA GGT CTC CAA TTT GGA 

TTT AAA  AT 

r) CGT GTG AAC CTT TCG 

GTA  AAT AGT C 

A/B.Br.001 

 

. طَل هحصَلات حبصل اس آهپلی فینبعیَى ّز لَمَط )در Van Erthلَمَط ّب ٍ پزايوزّبی هَرد اعتفبدُ در ايي تحقیق ٍ ّوچٌیي هطبلعِ  -1جذٍل

 هؾخص گزديذُ اعت.  Bacillus anthracis Sterne 34F2هقیبط سٍج ببس( ٍ هَقعیت هنبًی آًْب بز اعبط صًَم  
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 يبفتِ ّب

ٍاكٌؾ ثشاي  24)هدوَػبً چْبسگبًِ  PCRآصهَى ّبي        

صَسر هؼشقل ثب ِ لَكَع ث 13ّش لَكَع( دس هَسد ّش 

ٍاحذ هـششک  ثشًبهِهَفقيز اخشا گشديذًذ. دػشيبثي ثِ يك 

 13اص ًظش دهب ٍ اخضاء ػبصًذُ ثب سَخِ ثِ يبفشِ ّبي هؼشقل 

لَكَع اهكبى دزيش گشديذ ٍ دس ػول ّوِ لَكَع ّب ثب 

سكثيش گشديذًذ.   PCRهَفقيز دس خشيبى يك فشآيٌذ

گبًِ ثب هَفقيز دس آصهبيـگبُ ّوكبس سؼييي  13هحصَلار 

سَالي ًَكلئَسيذي ؿذًذ ٍ ثشسػي هقبيؼِ اي آًْب ثب طًَم ػَيِ 

ًـبى دٌّذُ   Bacillus anthracis Sterne 34F2اػشبًذاسد 

هطبثقز كبهل هحصَلار ثب قطؼبر ّن اسص دس طًَم ايي ػَيِ 

خذايِ حبد ثب  12بًِ دس سوبم گ 13لَكَع ّبي  سكثيشثَد. 

ثب هَفقيز صَسر  PCRدػز آهذُ ِ ث ثشًبهِاػشفبدُ اص 

 دزيشفز. 

 بحث

كي اص هٌبػت ـٌَاى يـــثِ ػ ثبػيلَع آًششاػيغويز ـــاّ        

 بي قبثل اػشفبدُ دس فؼبليز ّبي خشاثكبساًِـبًيضم ّــشيي اسگــس

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ؿٌبخز دسػز اص اديذهيَلَطي ٍ سٌَع سشٍسيؼشي، ثش اّويز 

دس خشيبى اػشخشاج هبدُ طًشيكي  ثبكششي هي افضايذ. طًشيكي ايي

دس هطبلؼِ حبضش دغ اص غيش فؼبل ًوَدى  ثبػيلَع آًششاػيغ

 µl دػز آهذُ اص فيلششِ ثبكششي سَػط حشاسر ػَػذبًؼيَى ث

گزساًيذُ ؿذ سب ّشگًَِ احشوبل ثقبء ثبكششي دس ؿكل  2/0

ّبگ اص ثيي ثشدُ ؿَد. سدشثِ آصهبيـگبّي هؤلفيي ضشٍسر 

اًدبم ايي اقذام احشيبطي سا اص ًظش ايوٌي كبسثشاى سأييذ هي 

ًوبيذ اگشچِ ضشٍسر ٍ اّويز اًدبم ايي ػول دس ثشخي اص 

. (14)هَاسد كوشش هَسد سَخِ هحققيي قشاس گشفشِ اػز 

ًَِ اي ــقيق ثِ گــفبدُ دس ايي سحـطشاحي دشايوشّبي هَسد اػش

صَسر دزيشفشِ اػز كِ اًذاصُ سوبم قطؼبر هَسد اًشظبس دس 

هي ثبؿذ كِ ثذيي سشسيت ؿٌبػبيي  صٍج ثبص 450-700هحذٍدُ 

آًْب دس خشيبى طل الكششٍفَسص سا آػبى سش هي ًوبيذ. يكي اص 

ؿبخص سشيي يبفشِ ّبي كبسثشدي ايي سحقيق سَاًبيي سَػؼِ 

هي ثبؿذ كِ ّن اص ًظش اخضاء ٍ ّن اص  PCRٍاحذ  ثشًبهِيك 

صَسر ِ سا ث ٍاكٌؾ هشفبٍر 13اخشاي  ًظش دهب اهكبى

Total 

volume 

(µl) 

PCR 

water  

(µl) 

DNA 

template  

(µl) 

MgCl22 (µl) Primer 

reverse1  

(µl) 

Primer 

forward1  

(µl) 

PCR master 

mix  (µl) 

PCR protocol 

12 5/2 2 0 75/0 75/0 6 1 

12 14/2 2 36/0 75/0 75/0 6 2 

12 7/3 2 0 15/0 15/0 6 3 

12 34/3 2 36/0 15/0 15/0 6 4 

12 1/4 5/1 0 2/0 2/0 6 Universal 

 

Final 

Elongation 

s/°C 

Extension 

s/°C 

Annealing 

s/°C 

Denaturation 

s/°C 

Number 

of cycles 

Initial 

Denaturation 

s/°C 

PCR protocol 

72/600  72/45  65/45  95/30  35 95/300  Universal 

 
1) 

From 25 mM stock solution 

2)  
From 5 pmol/ µl stock solution 

 هَرد اعتفبدُ در ايي تحقیقPCR اجشاء عبسًذُ ٍ بزًبهِ دهبّبی هَرد اعتفبدُ در پزٍتنل ّبی  -2جذٍل 

 هَرد اعتفبدُ در ايي تحقیق.PCR اجشاء عبسًذُ ٍ بزًبهِ دهبّبی هَرد اعتفبدُ در پزٍتنل ّبی  -2جذٍل 

 



 . . . Van Erthهعزفی يل ًغخِ عبدُ اس رٍػ  / 102

 94بْؾت فزٍرديي ٍ اردي (1)ؽوبرُ ًْن هجلِ علَم آسهبيؾگبّی، دٍرُ 

فشاّن هي ًوبيذ. ايي  PCRفؼبليز هبؿيي ّوضهبى دس يك دٍس 

ثشخي اص هحققيي  van Erthدسحبلي اػز كِ دس اخشاي سٍؽ 

ثشاي سكثيش قطؼبر طًشيكي هَسد  ثشًبهِديگش اص ثيؾ اص يك 

 ًظش اػشفبدُ ًوَدُ اًذ. 

 ًتیجِ گیزی

 Van Erthيبفشِ هْن ايي سحقيق سا دس ػبدُ ػبصي سٍؽ         

ثيبى ًوَد كِ ثبػيلَع آًششاػيغ  SNP typingدس هطبلؼِ 

ّبي  ثذليل اػشفبدُ اص دػشگبُآى  ثشخلاف سٍؽ اصلي، اًدبم

ّبي هيكشٍة ؿٌبػي  هشؼبسف سشهَػبيكلش دس اكثش آصهبيـگبُ

 قبثل اخشا هي ثبؿذ. 

 ٍ قذرداًیتؾنز 

 طَس كبهل ِ بم ايي سحقيق ثـشثَط ثِ اًدــِ ّبي هــضيٌــّ         

 
 

 

 سَػط هؤػؼِ سحقيقبر ٍاكؼي ٍ ػشم ػبصي ساصي ٍ دس قبلت 

سبهيي  2-18–18 -92107يك دشٍطُ سحقيقبسي ثِ ؿوبسُ 

گشديذُ اػز. صّشا ًدفي ػليب دس حبل حبضش داًـدَي 

كبسؿٌبػي اسؿذ سؿشِ هيكشٍة ؿٌبػي دضؿكي هؤػؼِ ساصي 

هي ثبؿذ ٍ ايي هقبلِ ًبظش ثش ثخـي اص يبفشِ ّبي دشٍطُ 

اص غلاهشضب هؤرًي خَلا ٍ  اسؿذ ًبهجشدُ هي ثبؿذ. كبسؿٌبػي

حؼيي سصاص ثِ خْز فشاّن ًوَدى سؼذادي اص خذايِ ّبي هَسد 

اػشفبدُ دس ايي سحقيق سـكش هي گشدد. هؤلفيي هشاست 

 Paul Keim ٍTalimaقذسؿٌبػي ٍ ػذبع خَد سا ًؼجز ثِ 

Pearson  ِاص داًـگبُ ايبلشيأسيضًٍبي ؿوبلي آهشيكب ثِ ٍاػط

شار كبسؿٌبػي ػبصًذُ ٍ ّوكبسي ايـبى دس ديـجشد ايي ًظ

  دظٍّؾ اػلام هي ًوبيٌذ.
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A Simplified Van Erth Single Nucleotide Polymorphism (SNP) Typing Method of Bacillus 

Anthracis Applicable by Traditional Thermocycler Machines 

 

Abstract 

 

SNP typing is now a well-established genotyping system in 

Bacillus anthracis studies. In the original standard method of 

Van Erth, SNPs at 13 loci of the B. anthracis genome were 

analyzed. In order to simplify and make appropriate this 

expensive method to low-budget laboratory settings, 13 primer 

pairs targeting the 13 corresponding SNPs were designed. 

Besides, a universal PCR protocol was developed to enable 

simultaneous amplification of all loci by conventional PCR 

machines.  The efficiency of this approach was approved by 

applying on nine isolates of B. anthracis. We recommend using 

this modified procedure as an efficient alternative to Van Erth 

method until developing newer and affordable techniques. 

Keywords: Bacillus Anthracis, Genotyping, SNPs, PCR 

Najafi Olya, Z. (BSc) 

MSc Student of Microbiology, 

Department of Veterinary Aerobic 

Bacteria, Razi Institute, Karaj, Iran 

 

Tadayon, K. (PhD) 

Assistant Professor of 

Microbiology, Razi Institute, Karaj, 

Iran 

 

Ghaderi, R. (PhD) 

PhD of Microbiology, Department 

of Veterinary Aerobic Bacteria, 

Razi Institute, Karaj, Iran 

 

 

Corresponding Author: Tadayon, 

K. 

 

Email: k.tadayon@rvsri.ac.ir 

 

Received: 22 May 2014  

Revised: 9 Jun 2014 

Accepted: 11 Jun 2014 

 

 
 

 

 


