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 چکیده
 ;Polymerase Chain Reaction)میراز ای پلییواکنش زنجیره مانند مولکولی هایآزمایش انجام جهت مرحله نخستین اینکه با توجه به

PCR)  داشتنDNA اسیتخراج  مختلی  روشپینج  مقایسیه همطالعی ایین انجیام از باشید، هید میی کیفیت با و کافی DNA ژنیومی

عنیوا  بیه مایکوباکتریوم اویوم پیاراتوبرکلوزیسهای خالص پرگنهبدین منظور از  .منظور معرفی بهترین روش بودبه هامایکوباکتریوم

 DNAکمییت و کیفییت ستفاده شد.ا مایکوباکتریوم فلئینام های از یک مایکوباکتریوم ساپروفیت بنیز سویه زا ومایکوباکتریوم بیماری

 260 استخراجی )نیانوگرم در میکرولیتیر( در لیوو میوج DNA غلظتبر اساس  ترتیببه ها،روش از یک توسط هرآمده دستههای ب

 .گرفیت قیرار ارزییابی میوردمحاسیبه و نانودراپ  دستگاه با استفاده از 280/260های لوو موج در OD مبنای نسبت نانومتر و نیز بر

 بیشترین مییزا  و روش CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) روش از استفاده با هااز ژنوم مایکوباکتریوم DNAاستخراج 

داد  نشا  ها نیزروش این در شدهاستخراج  DNAخلوص میزا  . همچنین مقایسهکردرا حاصل   DNAمیزا  مبتنی بر جوشانید  کمترین

 اسیت. داشیته را خلوص مبتنی بر جوشانید  بازهم کمترین میزا  روش میزا  و بیشترین  CTABروشز ا استفاده با DNAکه استخراج 

اختلا   DNAشده برای استخراج های استفادهیک از روشدر هیچ شدهاستخراج هایDNA کیفیتبین دو نوع باکتری از نظر همچنین 

جهت  هاترین روشمناسبیکی از  CTABروش  از استفادهرسد که ظر مینهحاضر ب مطالعهبا توجه به نتایج  .شتداری وجود ندامعنی

 باشد.می های مختل تشخیص مولکولی آنها در نمونه جهت هااز مایکوباکتریوم ژنومی DNA استخراج
 

 .، ساپروفیتزا، بیماریمایکوباکتریوم ،ژنوم ،DNA استخراج: هاواژهکلید
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 مقدمه

هيا هسيتند کيه بياکتری ها جنسيی ازوممایکوباکتری

در سرتاسيير جهييان  بييوده وهای مختلفييی دارای گونييه

های پاتوژن متعددی که شيناخته از میان گونه اند.پراکنده

 موریيوملپره مایکوباکتریوم و آمایکوباکتریوم لپرهاند شده

حال در ه)تيا بي های داخل سلولی اجبياری هسيتندانگل

کييه در حييالیاند( نشييدهداده آزمایشييگاه کشييت محييی  

بييووی ، فورتیتييوم، کانزاسييی و  های اویييوم،گونييه

باشيند. های داخل سلولی اختیاری میتوبرکلوزی  انگل

مایکوبياکتریوم از جين  های گونيه بسیاری از ،همچنین

 ;Anzabi et al., 2006) جمله فلئی سياپروفیت هسيتند

Anzabi et al., 2009; Khakpoor et al., 2011) . 

ریبونوکلئیييک  اسييید هييایژن یزآنييال اسييا  بيير

 جيين  هييایگونييه کلييی طوربييه (rRNA)ریبييوزومی

 اول دسيته که شودمی تقسیم دسته دو بهمایکوباکتریوم 

 غالبياً کيه باشيدمی رشدالسریع هایمایکوباکتریومشامل 

 و هسيتند محیطيی و زاغیربیمياری ییهيامایکوباکتریوم

 باشدمی دکندرش هایمایکوباکتریوم هم شامل دوم دسته

ا هستند. نشان داده شيده زبیماری ییهامایکوباکتریوم که

 از rRNAمیزان  کندرشد هایمایکوباکتریوم درکه است 

 ,.Fang  et al) اسيت کمتير به مراتب رشدالسریع انواع

2002; Elphinstone et al., 2003; Aghazade et al., 

2004) . 

ی بهتيرین روش جداسيازعقیده بر این اسيت کيه 

ارسييالی بييه بييالینی هييای هييا از نمونييهمایکوبيياکتریوم

به عنيوان روش  کشت اختصاصیاستفاده از  ،آزمایشگاه

وليی  ،(Anzabi et al., 2009) باشدمی استاندارد طلائی

کارگیری روش فوق دارای مشکلاتی نیز به در عین حال

ی هياکيه مایکوبياکتریومنظير بير ایين در واقع .باشدمی

بييا رشييد کنييد و  ییهامیکروارگانیسييم ثييراًزا اکبیميياری

حسا  به شرای  محی  کشت هستند، ليذا ایين مسيئله 

کشت و تکثیر آزمایشيگاهی آنهيا را بيا مشيکل مواجيه 

 مایکوبياکتریومهای که اغلب سویهطوریهساخته است، ب
 Jمایکوبياکتینبيه کيه نیازمنيد  پياراتوبرکلوزی  اوویوم

ی در حضيور ایين )سیدروفور متصل به آهن( هستند حت

نیز بيه کنيدی رشيد  به عنوان عامل رشد مهم خود ماده

زمييان شييدن مييدت از طييرد دیگيير طو نیکننييد. می

 هيامشياهده پرگنيه ایين بياکتری جهت گذاریخانهگرم

، غالباً باعث افزایش احتمال آلودگی هفته( 8-16)حدود 

ثانویه آزمایشگاهی و نیز حتی خشک شيدن و ناکارآميد 

شود که شت قبل از حصول نتیجه  زم میشدن محی  ک

عيلاوه بير گيذارد. در ثبت نتایج واقعی تاثیر ميی معمو ً

 بياتشيکیل اشيکال سيلولی  ها غالبياًاین، مایکوباکتریوم

دهنيد کيه هميین دیواره نياق  یيا اسفروبلاسيتی را می

هيا را هيم دوتنيدان مشيکل خاصیت امکيان کشيت آن

شده در مقایسيه نجمدمهای از طرد دیگر نمونه کند.می

در عميل کشيت  تریاز حساسیت کم ،های تازهبا نمونه

مطالعات مختلف نشان داده اسيت همچنین  برخوردارند.

در  مييذکوربيياکتری  ،بييالینیهييای تحييتعفونييتکييه در 

ماکروفاژهيای بيافتی جيایگزین  های خونی ومونوسیت

ها بیيرون بریيزد کيه در شده و بعدها ممکن است از آن

 ميرازای پلیواکنش زنجیره آزمایشرد مخصوصاً این موا

(Polymerase Chain Reaction; PCR)  با کيارائی بيا یی

را بسیار بهتير در مقایسيه بيا کشيت این باکتری حضور 

 ;Bono et al., 1995) توانييد شناسييایی کنييدمی

Bauerfeind  et al., 1996; Barrington  et al., 2003; 

Sivakumar et al.,  2004.). رسيد کيه ليذا بيه نظير می

بيه  هيا رانمونه تواند آلودگی واقعیکشت میکروبی نمی
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ردیيابی اميروزه  بنيابراین. کندها مشخ  مایکوباکتریوم

DNA عنيوان یيک روش سيریع ها، بيهاختصاصی گونه

هيای بيالینی هيا در نمونيهبرای تشخی  مایکوبياکتریوم

 خيوبی ردشناسی کاربهای میکروبارسالی به آزمایشگاه

(. Anzabi et al., 2009; Khakpoor et al., 2011) دارد

های اخیری که پیشرفتدهد نشان می های متعددگزارش

راه را بييرای  ،دسييت آمييدهههييای مولکييولی بييروش در

هيا هميوار شناسایی و جداسازی هر ته بهتر این باکتری

 ,.Cousins  et al., 1999; Fang  et al) اسيت کيرده

2002; Aghazade  et al., 2004; Anzabi  and 

Hanifian, 2012) . 

، اولین مرحله میکروبیولوژیکی مولکولی در مطالعات

وجيود  اميا. باشيدمیها از ژنوم باکتری DNAاستخراج 

اسييید  مقيدار زیييادی از لیپیييدهای کمييپلک  مخصوصيياً

تيا حيدود زیيادی  هامایکوباکتریوممایکولیک در دیواره 

رابير عملکيرد ترکیبيات موجيود در باعث مقاوميت در ب

که در برخی طوریهشود، بمی DNAهای استخراج کیت

مایکوبياکتریوم ها نشان داده شده که بياکتری از پژوهش
غنييی از  ایدارای دیييواره کييه اوویييوم پيياراتوبرکلوزی 

وزن خشک ایين بياکتری درصد  60تا  گاهی )که تربی

، در باشيدمین ساکارید و پروتئی، پلیدهد(را تشکیل می

هيای اسيتخراج برابر عملکرد ترکیبات موجيود در کیيت

DNA  به هنگام اسيتخراج  لذا ومقاومت کردهDNA  از

 دسيتهدست بيخال  و یک DNA باکتری مذکور غالباً

 ,.Bono  et al., 1995; Bauerfeind  et al) یيدآیمين

1996 ; Butcher  et al., 1996 ; Chan  et al., 2005 .)

دارای حساسیت با یی بيرای  PCRآزمایش با اینکه لذا 

عقیيده بير ایين  لیو ،باشدمی هاتشخی  مایکوباکتریوم

هيای بهتير اسيتخراج و تخليی  که با ابداع روشاست 

توان ها، میمذکور در نمونه هایباکتری DNAاستاندارد 

جهيت PCR حساسيیت آزمایشيات مبتنيی بير واکينش 

هيای مثبيت پاسخقا داده و ارترا  هاتشخی  این باکتری

 هيای بيالینی تشيخی  دادواقعی بیشيتری را در نمونيه

(Cousins  et al., 1999; Nebbia  et al., 2006; 

Wells  et al.,  2006).  

 PCRکيه نظر بر ایينشده و با توجه به مطالب ذکر

های تشخیصی آزمایشگاهی اسيت کيه بيه ازجمله روش

نیيز سيرعت  بيا  و بودن ویژگی و حساسیت علت دارا

ای در میيان و سهولت انجام، امروزه جایگياه ویيژه عمل

های مولکولی پیدا کرده است انواع تحقیقات و تشخی 

ر با توجه به اینکه قيدم اول در مطالعيات مبتنيی بينیز و 

یعنيی  pre-PCRمرحليه ، PCRبیولوژی مولکولی نظیير 

  با هدد بيا حاضر مطالعهلذا  ،باشدمی DNAاستخراج 

اسيتخراجی از  DNA و کمیيت خليو  ،بردن کیفیيت

 در این زمینيهها و ارائه روشی اختصاصی مایکوباکتریوم

 یای تشخیصييهييبهبييود میييزان حساسييیت روش نیييز و

به این منظور  که ، انجام گرفتPCR مولکولی مخصوصاً

 از ژنيومیDNA  اسيتخراج روش تنيد مقایسيه از

 توبرکلوزی پييارا گونييهمایکوبيياکتریوم اوویييوم تحييت
ای و سيویه و کندرشيد مایکوباکتریومی پياتوژن عنوانبه

بييييه عنييييوان  مایکوبيييياکتریوم فلئييييیاسييييتاندارد از 

ده استفا سریع و با رشد نسبتاً مایکوباکتریومی ساپروفیت

  گردید.

 

 هامواد و روش

 کيه در آناست  تجربیتحقیق  نوعیحاضر  مطالعه

تاندارد هييای اسييهييای خييال  یکييی از سييویهپرگنييهاز 
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 (DSM: 44133) مایکوباکتریوم اوویوم پاراتوبرکلوزی 

 مایکوبياکتریوم فلئيی های اسيتانداردسویهو نیز یکی از 
(ATTC: 11758 )اختصاصيی روی  از طریق کشيت که

 ،مرغ حاصل شيده بودنيدمحی  هرولد حاوی زرده تخم

بدین منظور ابتيدا  استفاده گردید. DNAجهت استخراج 

های مذکور سوسپانسیون میکروبيی کترییک از با از هر

فارلنيد ميک 5/0اسا  کدورت لوله شماره  استاندارد بر

شده در زیير از های توصیفمبنای روش تهیه و سپ  بر

تکيرار مشيابه عميل اسيتخراج  5هر کدام جداگانه و در 

DNA  .زم به ذکر است که در مورد تميام انجام گرفت 

نتيرل صيحت فرآینيد به منظور کاستفاده شده  هایروش

 DNA Extraction میکرولیتير از  4مقيدار  ،اسيتخراج

Control (Primer Design LTD, UK )به هر لوليه هم 

جداگانيه  هيای فيوقبياکتری DNA استخراج مربوط به

همچنین با توجه  .(Klanicova  et al., 2012)اضافه شد

 مهيم بسيیار عاميل یيک DNAخليو   میزانبه اینکه 

و در  است مولکولی ژنتیک آزمایشگاه ایکاره کیفیتدر

 معیار آگارز ژل با الکتروفورزاستفاده از عمل  این ارتباط

 آن شکسيتگی عدم و DNAکیفیت محاسبه برای مهمی

باشييد. لييذا پيي  از مشييخ  شييدن بهتييرین روش مييی

با  ،دست آمدهههای بمبنای آنالیز آماری داده استخراج بر

 روش از آميده تدسيبه هيای DNAانتخاب تعيدادی از

هيای DNAعنوان روشيی کيه در آن غلظيت )به مذکور

حيال بیشيترین شيده مناسيب بيوده و در عيیناستخراج

 صيورت بيه خلو  را نیز در این مورد حاصل کيرده(

 بيه و سپ  باندهایانجام  ساده PCR آزمایش ،تصادفی

 شدند. بررسی آگارز ژل روی بر آمده دست
 

های مورد آزمیایش  مایکوباکتریومDNA  استخراج -

فعيال کيردن ابتيدا بيرای غیير :بوسیله روش جوشانید 

هييای حيياوی ، میکروتیييوبی مييورد نظييرهييابيياکتری

را  ی مذکورهاشده از باکتریسوسپانسیون میکروبی تهیه

قيرار درجه سلسیو   80 به مدت بیست دقیقه در دمای

در مرحليه  و سپ  مراحل استخراج انجام گرفيت. داده

 دور 4000 در شيتاب سيانتریفیوژ فاده از عملبا است اول

مقيدار  ازی باکتریيائی هيارسوب سلول دقیقه 5 به مدت

 استاندارد تهیيه میکروبی سوسپانسیون لیتر ازمیکرو 200

هيا حل کردن رسيوب. در ادامه پ  از گردیدجدا  ،شده

محلييول هييای  ،TE (Tris) بييافر لیتر ازمييایکرو 100در 

 15ميدت سلسيیو  بيهه درجي 95بن مياری مذکور در 

. سپ  محلول های مذکور در شدگذاری خانهگرم دقیقه

. گردیدسانتریفیوژ  دقیقه 10به مدت دور  12000شتاب 

استخراج های  DNAکه حاوی مایع روییدر نهایت هم 

داری و نگيه جهيتتیوب جدید یک میکرو به ،بود شده

و در  شييد انتقييال داده اسييتفاده در آزمایشييات مولکييولی

 ;Queipo-Ortuño) گردیدداری نگه ای یخچال موقتاًدم

et al., 2008.) 

های میورد آزمیایش مایکوباکتریوم DNAاستخراج  -

 TABC (Cetyltrimethylammonium روشبر اساس 

bromide): ازمیکرولیتير  200مقيدار  ابتدا با اسيتفاده از 

 لیزکننده بافرو به کمک  شدهاستاندارد تهیه سوسپانسیون

 15 بيه ميدت دور 1600 در شيتاب سيانتریفیوژ عملو 

سوسپانسيیون از ی باکتریيائی هيارسيوب سيلول ،دقیقه

شيده ای رسوبهسلول ،سپ  .شدمذکور جدا  میکروبی

 .منتقل شيدلیتری اپندورد میلی 5/1های تیوبمیکروبه 

در  کييه قييبلاً CTAB میکرولیتيير از بييافر 600در ادامييه 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Queipo-Ortu%26%23x000f1%3Bo%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Queipo-Ortu%26%23x000f1%3Bo%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077622
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Queipo-Ortu%26%23x000f1%3Bo%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18077622
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درجه سلسیو  قرار داده  60ماری و در دمای داخل بن

و تنيد  گردیيدها اضيافه به داخل میکروتیوب ،شده بود

مياری در دميای بن ،. سپ داده شددقیقه با دست تکان 

روی  هيا بيرو نمونيه گردیدهدرجه سلسیو  تنظیم  62

اری و م)جهت شناورماندن در بنشد یونولیت قرار داده 

 30ها( و بيه ميدت تیوبمیکروجلوگیری از بازشدن در 

.  زم به ذکر اسيت کيه گرفتماری قرار دقیقه داخل بن

ماری های داخل بنبار میکروتیوبدقیقه یک 6الی  5هر 

طور کاميل بيه کيل نمونيه هتا بافر ب شدیداده مرا تکان 

 2تيا  1گيذاری هيم خانيهبرسد. همچنین در اواس  گرم

بيه  مرکاپتواتانل-2ترکیب درصد  2محلول میکرولیتر از 

بيه هير تیيوب در اداميه  .شدها اضافه هر کدام از نمونه

از مخلييوط کلروفرم/ایزوآمیييل الکييل  لیتييرمیکرو 500

 20هيا بيه ميدت تیيوبسپ  میکرو شد،( افزوده 1:24)

 15 نهایت هم به مدت دردقیقه روی شیکر قرار گرفتند. 

 13000 شيتاب، بيا سلسيیو  درجيه 4دقیقه، در دمای 

 مييایع فوقييانی هيير در ادامييه وژ شييدند.یسييانتریف دور

و بييه  هتیييوب بييا دقييت زیيياد، برداشييته شييدمیکرو

سيپ  جدیيد انتقيال یافيت. هيای اسيتریل تیوبمیکرو

کلروفرم/ایزوامیيل الکيل  (1:24) ليوطمخ مرحله افزودن

از فياز  کيه بار به همان میزاناینمنتها مجدداً تکرار شد. 

مخليوط  قدار هيم ازمبه همان با یی برداشته شده بود، 

 و شيده اضيافه هاتیوبمیکروکلروفرم/ایزوامیل الکل به 

، با سلسیو  درجه 4 دقیقه، در دمای 15به مدت  بازهم

 6/0مقيدار در اداميه  وژ شد.یریفسانت دور 13000شتاب 

هيا اضيافه محلول ایزوپروپانول سرد بيه نمونيهاز حجم 

ها به آرامی تکان تیوبمیکرومحتویات داخل سپ   ،شد

 -20دقیقيه در فریيزر  20تيا  10 بيه ميدت و هداده شد

قيرار گرفيت. در ایين مرحليه کيلاد  سلسيیو درجه 

DNA .ز فریزر ها اتیوبدر ادامه میکرو قابل رؤیت بود

، با سلسیو  درجه -2 دقیقه در دمای 15خارج شده و 

 DNAوژ شيدند تيا کيلاد یسانتریفدور  10000 شتاب

ده شيخالی ها میکروتیوب مایع رویی سپ  د.کنرسوب 

درجيه  70اتانول  لیترمیکرو 70مقدار یک از آنها و به هر

 ،در اداميهشسيته شيود.  هتا رسوب حاصيل گردیداضافه 

در دور  10000شيتابوژ بيا یقيه سيانتریفبعد از پنج دقی

. ایين گردیيدخالی  ، مایع روییسلسیو  درجه 4دمای 

هيا بيه تیيوبمیکرومرحله مجدداً تکرار شد و بعد از آن 

تيا  نيدصورت وارونه روی دسيتمال کاغيذی قيرار گرفت

پ  از خشک شدن کامل، بيه  در نهایت و د.نخشک شو

 ار تقطیيرآب دوبي لیتيرمیکرو 50 مقيدار تیوبمیکرو هر

سياعت در  12و  حيدود  شيده اسيتریل افيزوده دیونیزه

به آرامی  DNAتا رسوب  ندداری شددمای یخچال نگه

 ,.Anzabi et al., 2006; Anzabi et al) حيل شيود

2009 .) 

با های مورد آزمایش مایکوباکتریوم DNAاستخراج  -

در  :های گیرم منفییاستفاده از کیت استخراج باکتری

 کیيت ها با اسيتفاده ازباکتری DNAتخراج این روش اس

 ,PR881613 Cinna Pure–DNA Kit) شرکت سيیناژن

Cat No.) به شرح زیير و بر اسا  دستورالعمل مربوطه 

 :انجام گرفت

 بيه دور 5000در شتاب سانتریفیوژ با استفاده از عمل -1

 200مقدار  ازی باکتریائی هارسوب سلول دقیقه 5 مدت

 ،هاستاندارد تهیه شيد میکروبی پانسیونسوس ازمیکرولیتر 

 .گردیدجدا 
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بيافر  لیتيرمیکرو 100بيا  هاحل کردن رسوب باکتری -2

 .ریبوتینازآنزیم  لیترمیکرو 20لیز اولیه و 

 درجيه 55در بن مياری محلول مرحله دوم قراردادن  -3

 .ساعت 3الی  1 سلسیو  به مدت

 محليول بيه بافر لیزکننده لیترمیکرو 400اضافه کردن  -4

 .ثانیه 20 انجام عمل ورتک  به مدت و مذکور

 PR محليول رسيوب لیتير ازمیکرو 300کردن اضافه -5

(Precipitation solution) 5 به ميدت ورتک  انجام و 

 ثانیه.

و ریخيتن  لیتيریمیلی 2قراردادن ستون داخل تیوب  -6

 .تمام محلول داخل ستون

بييه  دور 13000 در شييتاب سييانتریفیوژانجييام عمييل  -7

 .دقیقه 1 مدت

 .مایع عبوری از فیلترحذد  -8

 WI بيافر لیتير ازمیکرو 400 در ادامه ریخيتن مقيدار -9

(Wash buffer I)  بيا  سيانتریفیوژانجيام داخل سيتون و

 .دقیقه 1 طی مدت دور 13000شتاب

 حذد مایع عبوری از فیلتر. -10

 WII میکرولیتر از بيافر 400 در ادامه ریختن مقدار -11

(Wash buffer II)   داخل ستون و انجام سيانتریفیوژ بيا

 دقیقه. 1دور طی مدت  13000شتاب

 حذد مایع عبوری از فیلتر. -12

 دور 13000 با شيتاب سانتریفیوژ مجددانجام عمل  -13

 .دقیقه 1 به مدت

 کيردناضيافه و تیوب جدیيدمیکروانتقال ستون به  -14

 و قيراردادن EB (Elution buffer) بافر لیتر ازماکرو 50

 .دقیقه 3-5 سلسیو  به مدت درجه 65ماری در بن آن

 .دقیقه 1 به مدت دور 13000در شتاب سانتریفیوژ -15

هييای  DNAکييه حيياوی مييایع رویييیدر نهایييت  -16

انتقال داده تیوب جدید یک میکرو به ،بود استخراج شده

 .گردیدداری نگه و در دمای یخچال موقتاًشد 

با های مورد آزمایش یکوباکتریومما DNAاستخراج  -

در : گیرم مببیتهای استفاده از کیت استخراج باکتری

ها بيا اسيتفاده از باکتری DNAاین روش هم استخراج 

 PR881614 Cinna Pure– DNA) کیت شرکت سیناژن

Kit, Cat No.)  دستورالعمل مربوطه به شرح  و بر اسا

 زیر انجام گرفت:

 5000 در شيتاب سيانتریفیوژ ملبا استفاده از ع ابتدا -1

 ازی یی باکتریياهيارسيوب سيلول دقیقه 5 به مدت دور

د استاندار میکروبی سوسپانسیون میکرولیتر از 200مقدار 

 .گردیدجدا  ،تهیه شده

اسيتفاده  با دست آمدههی بیاحل کردن رسوب باکتری -2

 موجود در کیت. آنزیمی بافر لیز لیترمیکرو 200 از

-در بينشيده ی تهیيهیمحلول باکتریا اریگذخانهگرم -3

 .دقیقه 30 مدتسلسیو  به درجه 37ماری 

 LB (Lysis بييافر از لیتييرمیکرو 200کييردن اضييافه -4

buffer) از محلييول حيياوی آنييزیم لیتييرمیکرو 10 نیييز و 

 56 مياریدر بين گذاریخانهدر ادامه گرمو K  پروتئیناز

 .دقیقه 30 سلسیو  به مدت درجه

بيه محليول ایزوپروپانول  لیترمیکرو 100ردن کاضافه -5

 ثانیه. 15 کردن به مدت و ورتک ی یباکتریا

و ریخيتن  لیتيریمیلی 2قراردادن ستون داخل تیوب  -6

 .تمام محلول داخل ستون

بيه  دور 11000 شيتاب در محلول مذکور سانتریفیوژ -7

 .دقیقه 1 مدت

 .مایع عبوری از فیلترحذد  -8
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 WI (Wash بييافر از لیتييرمیکرو 600 اضيافه کييردن -9

buffer I)  کيردن آن در  سيانتریفیوژ داخيل سيتون وبيه

 .دقیقه 1 به مدت دور 11000 شتاب

 .مایع عبوری از فیلترحذد  -10

 WII (Wash از بيافر میکرولیتير 500کيردن اضافه -11

buffer II) کيردن آن در  به داخيل سيتون و سيانتریفیوژ

 قه.دقی 1 دور به مدت 11000 شتاب

 حذد مایع عبوری از فیلتر. -12

 اضيافه کيردن و تیوب جدیدمیکروانتقال ستون به  -13

 به آن. EB (Elution buffer) از بافر لیترماکرو 75

بيه دور  11000در نهایت محلول مذکور در شتاب  –14

کيه  ميایع رویيیو  گردیيدهسيانتریفیوژ  دقیقيه 1مدت 

یييک  بييه ،بييود اسييتخراج شييدههييای  DNAحيياوی

 PCRجهييت اسييتفاده در آزمييایش تیييوب جدیييد کرومی

 دارینگييه و در دمييای یخچييال موقتيياًشييد انتقييال داده 

 .گردید

 های میورد آزمیایشمایکوباکتریوم DNAاستخراج  -

از کیييت  بييدین منظييور: Thermoبییر اسییاس کیییت 

 DNA) ترمييوسيياخت شييرکت  DNAاسييتخراج 

Purification DNPTM KIT- K0512; Lot: 

ستورالعمل مربوطه که توسي  شيرکت و د( 00243919

اسيتفاده  بيه شيرح زیير ،سازنده کیت توصیه شيده بيود

 :دگردی

 سوسپانسیون میکروبیمیکرولیتر از  200ابتدا حدود  -1

ا بي ،های مورد نظيرهر یک از باکتری شدهاستاندارد تهیه

و  گردیيدهاز بافر لیزکننده کیت مخليوط  میکرولیتر 400

-دقیقه گيرم 5یو  به مدت درجه سلس 65در بن ماری 

 .شدگذاری خانه

 میکرولیتر کلروفرم به مخليوط ميذکور 600 در ادامه -2

 .ه شدده و تند بار تکان دادشاضافه 

 10000 عمل سانتریفیوژ در شيتاب دقیقه 2 به مدت -3

 دور.

 اضافه کردن و تیوب جدیدمیکروفاز رویی به انتقال  -4

اسيتریل  دیيونیزه دوبار تقطیير مقطر آب لیتریکروم 720

  10X (Elution buffer) بيافر  لیتر ازیکروم 80 اضافههب

 مذکور.کیت به نمونه 

در مييورد  دور 10000 بييا شييتاب سييانتریفیوژانجييام  -5

 دقیقه. 2 دست در مرحله قبل به مدتهنمونه ب

  DNAحل کردن رسوب حاوی مایع رویی وحذد  -6

 . NaClاز محلول لیتریکروم 100در استخراجی 

شيده سرد خيال  اتانول لیتریکروم 300اضافه کردن -7

 .دقیقه 10 به مدتدرجه سلسیو   -20در دمای 

دور بيير  10000در شييتاب  سييانتریفیوژانجييام عمييل  -8

 دقیقه. 3 روی نمونه مرحله قبل به مدت

 اتيانولیک بار دیگر بيا شستشو  ی وروئحذد مایع  -9

 .جهدر 70

 100در هيييای اسيييتخراجی  DNAحيييل کيييردن -10

قال و انت استریل دیونیزه مقطر دوبار تقطیر آب لیترمیکرو

جهت استفاده در آزميایش تیوب جدید یک میکرو به آن

PCR در دمای یخچالداری موقتی آن نگه و. 

جهيت در نهایيت  :ارزیابی نتایج کار قرائت و نحوه -

توس  هر یيک  شدهاستخراجهای DNA غلظتارزیابی 

نيانوگرم در میکرولیتير( حسب  بر) های مذکوراز روش

جهيت ارزیيابی خليو   ونيانومتر  260در طول ميوج 

DNAنسبت با توجه به های مذکور OD (نوریتگالی) 

 نييانودرا  از دسييتگاه 280/260هييای طييول مييوجدر 
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(Scientific, USA-Thermo Nanodrop 1000;) 

زاد آحقیقيات بیوتکنوليوژی دانشيگاه تموجود در مرکيز 

اثبيات  تنيین جهيتهم گردیيد. اسيتفاده اسلامی تبریز

از هيا آن کیفیت مخصوصاً DNA استخراج عملصحت 

از یيک جفيت  گیيریو بيا بهيره  simple-PCRآزمایش

 Shanghai شده به شرکتطراحی و سفارش داده پرایمر

Generary Biotech   مربييوط بييه سييکان IS900  کييه

مایکوبياکتریوم  بياکتری در اختصاصيیجایگياه ژنتیکيی 
به شرح زیر باشد می پاراتوبرکلوزی  گونهتحتاوویوم 

 ,.Marsh et al., 1999; Anzabi et al)گردیيد استفاده 

2006): 
Forward Primer (F-IS900-562): 5´-

CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3´ 

Rivers Primer (R-IS900-562): 5´-

AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG-3´ 
مربيوط  شدهاستخراجی ها DNA زم به ذکر است که از

 :DSM) بييه یييک سييویه اسييتاندارد از بيياکتری مييذکور

 عنوان کنترل مثبت و از آب مقطر دوبار تقطیربه (44133

 DNAازهمچنین و  به عنوان کنترل منفی دیونیزه استریل

-هم به مایکوباکتریوم فلئی از باکتری شدهاستخراجهای 

 منفييی جهييت تائیييد اختصاصييی بييودن نمونييهعنييوان 

مورد نظير اسيتفاده  PCRدر آزمایش  مذکورپرایمرهای 

 بيه ایين صيورتمورد استفاده هيم PCR برنامه  گردید.

در سیکل اول عمل دناتوراسیون بيه ميدت که  شدانجام 

هيا نمونيه در مورد درجه سلسیو  94دمای در دقیقه  4

 35های اصلی هيم کيه اعمال گردید. همچنین در سیکل

جام عمل مذکور از هميان دميا بار تکرار شدند، جهت ان

درجيه  70 ثانیه و برای اتصال از دميای 30ولی به مدت 

طی همان مدت زمان و برای عمل توسعه هم  سلسیو 

ثانیيه اسيتفاده  40ميدت  به درجه سلسیو  72از دمای 

شد. با خره در سيیکل آخير هيم بيرای توسيعه نهيائی 

دقیقيه  7، از همان دما در ميدت  PCRمحصول آزمایش

 1بيا اسيتفاده از مقيدار  ستفاده گردید. برنامه مذکور هما

  RP-26و   FP-25میکرولیتر از هير یيک از پرایمرهيای 

استخراجی الگو به  DNAمیکرومو ر( و  5/0)با غلظت 

 TaqDNA نيانوگرم( و آنيزیم 100) میکرولیتر 6میزان 

polymerase (5  بييه میييزان )4/0واحييد در میکرولیتيير 

هميراه دیگير اجيزای آزميایش یعنيی  میکرولیتر کيه بيه

میکيرو ميو ر( بيه  10) فسيفاتهمخلوط بازهای آلی سيه

میکرو مو ر(  50و کلرید منیزیوم ) میکرولیتر 5/0مقدار 

میکرولیتير از  5میکرولیتر و با اضافه کردن  5/1به مقدار 

میکرولیتر آب مقطر دیونیزه  6/34و نیز  10X  PCRبافر 

کت طيوبی نگيین تهيران تهیيه استریل، که همگی از شر

-میکرولیتير در میکروتیيوب 50شده بود، با حجم نهائی 

شيده و در میکروپلیيت مخصيو   های استریل ریخته

 –Eppendorf) اپنيدرود دستگاه ترمال سایکلر شرکت

Germany) .مطابق برناميه ميذکور نیيز در  قرار داده شد

 تکثیير بيازجفيت 229 ای به اندازهقطعه PCRطی روند 

میکرولیتير  5/7عمل الکتروفورز با مقدار  شد که درداده 

بانييد آن درصييد  2/1و در آگيياروز  PCRاز محصييول 

 از تصيویربرداری بيرایدر نهایت هم  .گردیدمشخ  

دهنييده کييه نشييان PCRهييای الکتروفورزشييده نتييایج ژل

باشيد از حاضير ميی مطالعهدست آمده در همحصو ت ب

 سيینژن )شرکت  Box™ gel documentation دستگاه

 ;Anzabi et al., 2006) شد استفاده انگلستان( کمبریج،

Anzabi et al., 2009; Khakpoor et al., 2011; 

Anzabi et al., 2012 .) 

کیفیيت کمیت و  جهت مقایسه ها:داده آماری تحلیل -

DNAهيای مختليفتوسي  روششيده های اسيتخراج، 
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میيانگین برمبنای  کندان آماری زمونآ ازطور جداگانه هب

بيار تکيرار  5مربيوط بيه های بدست آمده دادهی هاداده

بيا  درصيد 95در سيط  اطمینيان  DNAعمل اسيتخراج

و برای مقایسه نتایج  spssافزار نرم 22نسخه  استفاده از

-tتييی ) حاصييله در دو گييروه بيياکتری از آنييالیز آميياری

student) گردید استفاده.  

 هایافته
هييای DNA ه کیفیييت و کمیييتمربييوط بيينتييایج 

 توس  ی مورد آزمایشهاشده از مایکوباکتریوماستخراج

نشيان داده شيده  2و  1در جيداول های مختليف روش

 است:

 
 شدهاستخراج های DNAبر اسا  خلو  دانکن آماری آزمونبا استفاده از  DNAهای استخراج مقایسه روش -1جدول 

1) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis   2) Mycobacterium phlei   3) mean±SD; Alpha= 0.05  

 
 

 شدهاجاستخر های DNAبر اسا  غلظت  آماری تحلیلبا استفاده از  DNAهای استخراج مقایسه میانگین روش -2جدول 

1) Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis   2) Mycobacterium phlei   3) Mean±SD; Alpha= 0.05 

 

 میيييزان و مقایسيييه 1جيييدول  بييير اسيييا 

هيای روش توسي  شيدهسيتخراجاهيای  DNAخلو 

از  اسيتفاده بيا DNAاسيتخراج  ،شيدهمختليف اسيتفاده

مبتنييی بيير  روش میييزان و بیشييترین  CTABروش

رایشده بروش استفاده  

 DNA استخراج

   DNA  استخراجداد دفعات تع

M.a.p  باکتری از 
(1) 

 DNAاستخراج تعداد دفعات 

M.ph از باکتری
(2) 

میانگین نتیجه بر اساس (3)

های  DNAغلظت

 (ng/µl) شدهاستخراج

CTAB 5 5 a04/0±550/1153 

های گرم مثبتکیت باکتری  5 5 bc03/0±420/108 

 c02/0±390/34 5 5 کیت شرکت ترمو

های گرم منفییکیت باکتر  5 5 c02/0±450/32 

 c01/0±460/2  5 5 جوشانیدن

شده برایروش استفاده  

 DNA استخراج 

   DNA  استخراجتعداد دفعات 

M.a.p  از باکتری 
(1) 

 DNAاستخراج تعداد دفعات 

M.ph از باکتری
(2) 

 میانگین نتیجه بر اساس (3)

های  DNAخلوص

 (A260/A280)شده استخراج

CTAB 5 5 a04/0±550/1153 

 bc03/0±420/108 5 5 کیت باکتری های گرم منفی  

 c02/0±390/34 5 5 کیت شرکت ترمو

 c02/0±450/32 5 5 کیت باکتری های گرم مثبت

 c01/0±460/2  5 5 جوشانیدن
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 )بير داشيت را DNA خلو  جوشانیدن کمترین میزان

 اسيييتخراجی بييير حسيييب DNA مبنيييای کیفیيييت

A260/A280.) 2 شيماره با توجه به جيدول همچنین ، 

 استفاده با هاکتریومژنومی مایکوبا DNAاستخراج  روش

بیشييترین میييزان و  CTABروش  ازجملييه ،روش 4 از

 DNA میييزان مبتنييی بير جوشييانیدن کمتيرین روش

 DNA مبنيای غلظيت )بير شده را حاصل کيرداستخراج

 هياداده آمياری تحلیلالبته (. ng/µl حسباستخراجی بر

هيای  DNAبین کمیيت و کیفیيت داری رایمعن اختلاد

 یکوباکتریوم اوویوم پياراتوبرکلوزی ماشده از  استخراج

  .نشان ندادمایکوباکتریوم فلئی و 

در ميورد محصيو ت  شيدهژل استفاده نتایج الکتروفورز

PCR گرفته با استفاده از انجامDNAشيده استخراج های

نشان  1 شکلنیز در  های مورد آزمایشاز مایکوباکتریوم

 1 ردیيف هایدر تاهکاست. در این تصویر  هشد داده

در ، شيرکت فرمنتياز بيازیجفيت100سایز ميارکر 15 و

بيييا اسيييتفاده از  PCRمحصيييول  2-12هيييای ردیيييف

DNAتحتمایکوباکتریوم اوویوم شده از های استخراج-

بيا انيدازه  عنوان جيواب مثبيتگونه پاراتوبرکلوزی  به

 با اسيتفاده از PCRمحصول  13ردیفدر ، بازجفت 229

 و در عنوان کنترل منفيیبه تریلاس دوبار تقطیر آب مقطر

 اسيتخراج DNAبا اسيتفاده از  PCRمحصول  14ردیف 

 عنييوان جييواب منفييیبييهمایکوبيياکتریوم فلئييی  شييده از

 شود.مشاهده می

  
 

 
 .ی مورد آزمایشهاومشده از مایکوباکتریاستخراج هایDNA با استفاده ازگرفته انجام PCR در مورد محصولات شده الکتروفورزژل نتایج  -1 شکل

 

 گیریبحث و نتیجه

 ترکیبياتبيا  مختلفيیهيای روشمطالعيه  ایين در

 DNA بيرای اسيتخراجمختليف  مراحيل طی و متفاوت

کيه  شيد آزميوده هيای ميورد نظيرژنومی مایکوباکتریوم

 کیفیييت در داریمعنييی هييای حاصييل، تفيياوتیافتييه

DNAبه غیر  های مذکورتوس  روششده استخراج های
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-ههای بيداده تحلیل البته نشان نداد. را CTABاز روش 

بيرای تعیيین اختلافيات  حاضير بررسيیدست آمده در 

که بین دو نوع  دادنشان  همنوع باکتری  اسا  آماری بر

-در هيی  شدهاستخراج هایDNA کیفیتباکتری از نظر 

 DNAشيده بيرای اسيتخراج هيای اسيتفادهیک از روش

از نظر میزان غلظت ا ام ،داری وجود ندارداختلاد معنی

DNAمثل جوشيانیدن هاییروشدر شده استخراج های 

با توجه به  ،بنابراین با یکدیگر دارند. داریاختلاد معنی

 با DNAاستخراج رسد که نظر میهحاضر ب مطالعهنتایج 

دلیل اینکه در عین اسيتخراج هب CTABروش  از استفاده

مييورد هييای مایکوبيياکتریوم DNAغلظييت مناسييبی از 

در عین حال با ترین خلو  را نیيز در ميورد  ،آزمایش

ها جهت ترین روشمناسبازجمله  ،کندها حاصل میآن

هييای هييم از مایکوبيياکتریوم ،ژنييومیDNA  اسييتخراج

-ميی هيای سياپروفیتزا و هم از مایکوبياکتریومبیماری

 باشد.

روش کشيت و  ا  بيتبمير با توجه به مشيکلات

نیيز و  هيای بيالینینمونيهاز ها مایکوباکتریومجداسازی 

در ایيين هييای سييرولوژیکی عييدم دقييت کييافی روش

هيای مولکيولی بيرای استفاده از روشامروزه ، خصو 

 ،پیدا کرده استزیادی  طرفداران هاتشخی  این باکتری

های تشخی  مولکيولی از با پیشرفت روش کهطوریهب

اهمیيت و ارزش اسيتفاده از آن در  PCRجمله تکنیيک 

. عقیيده ها روز به روز بیشتر شده استخی  بیماریتش

 یسيه بيادر مقا PCRآزمایش استفاده از  ست کها این بر

ایين اجيازه های سرولوژیکی، روش و اختصاصی کشت

 بهتر و بیشيترهای کندرشد میکروارگانیسم که دهدرا می

 ,.Dell’isola, 1994; Chiodini et al) شيوندشناسایی 

1996; Collins et al., 1998; Corti and Stephan, 

2002; Fang et al., 2002; Tripathi et al., 2005; 

Sharma et al., 2007) . 

در  PCRدر مطالعات متعدد اسيتفاده از آزميایش 

های مثبت بیشيتری ها تعداد جوابمقایسه با سایر روش

را نشان داده و نیز حساسیت با  و ویژگی مناسيب ایين 

 اسيت دهشيتوصيیف  هيایمياریتکنیک در تشيخی  ب

(Cousins  et al., 1999)برخيی هيای اخیير . در سيال

موید ایين  های انجام گرفته در کشور ما هم غالباًپژوهش

 Anzabi et al., 2006; Anzabi et) اسيتموضوع بوده 

al., 2009; Khakpoor et al., 2011). همچنین عقیده بر 

 شيدهمشياهده هيایتفاوتکه مقدار زیادی از  ستا این

مربوط بيه  ،و کشت میکروبی PCR حاصله از بین نتایج

تحقیقيات نشيان  .باشيدمی PCRتر بودن روش حسا 

-آلودهحداقل حد ردیابی روش کشت بعد از داده است 

 HPC درصييييييد 75/0بييييييا محلييييييول  ییييييييزدا

(Hexadecylpyridinium chloride)  ًتقریبييييييييا

ml50CFU/10  کييه در حييالی ،باشييدنمونييه شييیر میدر

تر از در این شرای  بسیار پایین PCRحداقل حد ردیابی 

ایين میيزان در حيدود  ،کيهطيوریهباشد باین مقدار می

ml50CFU/1 در نمونييه شييیر تخمييین زده شييده اسييت 

(Anzabi et al., 2006.)  همچنین در یک مطالعه تجربی

مایکوبيياکتریوم  مييورد کشييت شييیر بييرای جداسييازی در
محيی  هروليد  در توبرکلوزی گونيه پياراتحتاوویوم 

اسيت مرغ مشخ  شده تخم حاوی مایکوباکتین و زرده

شييود کييه حييداقل جييواب مثبييت زمييانی آشييکار مييی

ml50CFU/100  از این باکتری در نمونيه شيیر موجيود

بيرای ایجياد جيواب مثبيت از هميین  ،کهباشد در حالی

 ml50CFU/10وجود حيدود  PCRشیر از طریق  نمونه

 Millar  et) نمونه کافی گزارش شده است از باکتری در



 لی نصیری و همکاران ع                                                                                                                                  ...استخراج مقایسه کیفی و کمی نتایج مربوط به چند روش 

 

90 

al., 1996; Corti and Stephan, 2002; Lazaro  et al., 

2005; Nebbia  et al., 2006; Rodreguez- Eltholth  

et al., 2009; Fathi  et al., 2011; Anzabi  et al., 

2012; Klanicova  et al., 2012).  

ه به عنوان یيک امروز PCR از کهرغم اینعلیالبته 

وليی  ،شيوداسيتفاده ميی یروش مدرن و سریع تشخیص

ات عيلطادر م آن حساسيیت و ویژگيی اطلاعات دربياره

 ,.Fathi  et al) اسيت گيزارش شيده متفياوت ،مختلف

2011; Anzabi and Hanifian, 2012; Klanicova et 

al., 2012) .دهيد کيه ها نشان ميیدر این ارتباط گزارش

PCR حساسيیت بيا   روش شناسيایی بيا یيکتواند می

هيای مناسيبی از ژنيوم DNAشيرطی کيه هبي وليی باشد

نیل به این برای  که دست آورده شودهب مورد نظر باکتری

بيه شيکل  هيارا از سلول بياکتری DNAباید  ،نکته مهم

. گزارشات مختليف استخراج کرد مناسب و قابل استفاده

ژنيوم  از DNA اسيتخراج  کليی اصول دهد کهنشان می

- شامل ،شدهاستفاده های متداولدر اکثر روش هاباکتری

 ;Bono et al., 1995) باشدمی مرحله به شرح زیر تهار

Bauerfeind et al., 1996; Butcher et al., 1996; 

Barrington  et al., 2003; Chan et al., 2005 :) 

 که آن دیواره بردن بین از برای باکتری سلول شکستن .1

و یيا ترکیبيات  اسيمزی شيو  از اسيتفاده بيا ميو ًمع

 انجام (Tris) تری  و( Triton) تریتون مانند اختصاصی

 .گیردمی

 هایدترجنت از استفاده با که معمو ً هاپروتئین . هضم2

ميیانجيام  (SDS) سدیم دودسیل سيولفات مانند یونی،

 هيایپيروتئین سيلولی و غشيا  تخریيب سبب شود که

آنزیم  از در این مرحله . معمو ًگرددمی DNA متصل به

 ،شوداستفاده می دارد زداییپروتئین نقش که Kپروتئیناز 

 بهینه آنيزیم ميذکور در فعالیت بایستی توجه کرد که اما

انجام  SDS درحضور سلسیو  و درجه 65 تا 55 دمای

 ماننيد آنيزیم دیگيری هيایآنزیم ،عین حال درگیرد. می

DNAaseترکیبات و شوندمی دناتوره ای شر همین ، در 

 اسيید اسيتیک تترا آمیندی مانند اتیلن یونی کنندهمتصل

(EDTA)تجزیيه  از جلوگیری ، برایDNA آنيزیم بيه 

  شوند.می متصل نوکلئاز

 دنبال عميلهب حاصلههای DNA. با توجه به اینکه در 3

 یهایی از جن  پروتئینناخالصی معمو ً، 2هضم مرحله 

 دادنرسيوب ليذا در ایين مرحليه جهيت ،ددار وجيود

 نمک یا محلول و کلروفرم و فنل های مذکور ازپروتئین

  .شودمی استفاده مو ر 6 اشباع

هيای اسيتخراج DNAدادن . آخرین مرحله هم رسوب4

 لقمط اتانول از استفاده با این عمل معمو ً است که شده

 .گیردانجام میشده سرد

 فرایندهایی که مواد و از بسیاریکه نکته قابل توجه این

-زمان شوندشده و استفاده می طراحی با  اصول پایه بر

 )ماننيد دارای سيمیت زمان(، روز 2 بر )نیازمند حداقل

( K پروتئینياز آنزیم )مانند برهزینه و نیز کلروفرم( و فنل

 خطر وسریع، بی که روشی از استفاده ،بنابراین باشند.می

کیفیيت  و بوده و در عین حيال کمیيتصرفه  به مقرون

DNA باشيد، مطليوب نیيز آن توس  آمده دستبههای 

حاضير بيرای  مطالعهبدین منظور در  .باشدمی نیاز مورد

 -CTAB (Nخييال  از ميياده  DNAدسييت آوردن هبيي

cetyl- N,N,N- trimethyl ammonium bromide)  در

یيک دترجنيت  CTABشرای  یونی بيا  اسيتفاده شيد. 

باشد کيه در شيرای  یيونی مختليف اعميال نی میکاتیو

ترکیيب ميذکور در  ،کهطوریهدهد بگوناگونی انجام می

باعث رسيوب  (low ionic strength)شرای  یونی پائین 

هيييا و شيييود وليييی پروتئیناسيييیدهای نوکلئیيييک می
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ماننيد و بيرعک  در ساکاریدها در محلول بياقی میپلی

هيا و روتئینپ ،(high ionic strength) بيا شرای  یونی 

-که باعث ميیدهند تشکیل می ساکاریدها کمپلکسیپلی

لوليه  معميو ً)عميل  اسیدهای نوکلئیک در محيی  شود

 Anzabi et al., 2006; Anzabi) بماننيدباقی  آزمایش(

et al., 2009.)  مشاهده گردید که با بکار  بررسیدر این

بييا  CTABدر ایيين شييرای ، کمييپلک   CTABبييردن 

ساکاریدها تشکیل شده و در نهایت این ها و پلیپروتئین

کلروفيرم -آمیيل الکيلکمپلک  با اثر دادن مخلوط ایزو

 و اسیدهای نوکلئیک با افزودن ایزوپروپانول گردیدجدا 

 که موید آن است کيهدست آمدند هب ،روی مایع رویی بر

DNA دست آمده توس  این روش خال  و یکدست هب

بيه  ،قبليی مطالعيات با تکیه بيرد دیگر از طر .باشدمی

از  DNA سيييازی عميييل اسيييتخراجمنظيييور بهینيييه

در  اسييتفاده شييده CTAB روش در ،هييامایکوبيياکتریوم

شيدن  تکيه تکيه از جليوگیری بيرای ،حاضير بررسيی

DNAپ  ساعت 6 تا حداکثرها نمونه ،های استخراجی 

 ،لیزکننيده بيافر کيردن اضيافه از پي  و شيدنذوب از

 از لیزکننيده بيافر رسيوب بيرای ه وشيد ژویسيانتریف

دقیقيه  15 ميدت بيه در دقیقيه دور 1600 با وژیسانتریف

تحقیقات مشابه  درها برخی گزارشهرتند  ،شد استفاده

 در دقیقيه دور 400 از وژیسانتریف شتابکه  انددادهنشان 

میييزان  بيير داریمعنييی تيييثیر در دقیقييه دور 3000 تييا

DNA اسييتخراجی نييداردهييای (Dell’isola, 1994; 

Cousins  et al., 1999; Corti and Stephan, 2002; 

Chan et al., 2005.) حاضيير مطالعييهدر  همچنييین 

 وژیسيانتریف عمل زمان طول افزایش با که شد مشخ 

درجيه  – 4از دميا افيزایش دقیقيه و 15 بيه دقیقه 10 از

 کيردن اضيافه از پ  ،درجه سلسیو  -2 بهسلسیو  

 بيا وشيوشسيت مرحله کردن تکرار با تنینهم و نمک

شيده  کمتر هانمونه در پروتئینی آلودگی ،درجه 70 الکل

. یابيدميی افيزایش شيدهاسيتخراجهای DNA خلو  و

شيود کيه اهمیت این موضوع زمانی بیشتر مشخ  ميی

 ،هياتربيی کيه  انيدمطالعات مختليف هيم نشيان داده

 هيایبا ی کلسيیم، مهارکننيده هایغلظت و هاپروتئین

 ;Butcher  et al., 1996) باشندمیPCR آزمایش  بالقوه

Elphinstone et al., 2003; Chan et al., 2005) . 

 در مهيم بسيیار عاميل یيک DNAخليو   میزان

و در  اسيت مولکيولی ژنتیيک آزمایشگاه کارهای کیفیت

 معیار آگارز ژل با الکتروفورزاستفاده از عمل  این ارتباط

 آن شکسيتگی عدم و DNA یتکیف محاسبه برای مهمی

پي  از  ،ذکير گردیيد قيبلاً نیيزگونه کيه . همانباشدمی

 صورتبه ،DNA مشخ  شدن بهترین روش استخراج

 آميده دست به های DNAتعدادی از نتخاببا ا تصادفی

عنيوان روشيی کيه در آن غلظيت )بيه  CTABروش در

DNA های استخراج شيده مناسيب بيود در عيین حيال

 ،را نیز در این مورد حاصل کرده بيود(بیشترین خلو  

 آمده دستبه سپ  باندهای ،گرفت انجام PCRآزمایش

 بررسيی ،پ  از بارگيذاری درصد 1 آگارز ژل روی بر

 قطعيات وجيودنتيایج نشيان داد طور کيه همانشدند. 

 ممانعيت فقيدان بير دلیيل ،PCR آزمایش در تکثیرشده

 و هبيود  TaqDNA polymerase آنيزیم بيرای کننيده

با  شده های استخراجنمونه در اسمیر و شکستگی فقدان

کیفیيييت د ليييت بييير  ،CTAB اسيييتفاده از روش

 DNA این روش استخراج های حاصله درDNAمناسب

 دسيتگاه از آميده دسيت بيه اطلاعياتهمچنيین  .دارد

هيای DNA خليو  میيزانکه  دهدنشان می نانودرا ،
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ده بيو بخيش رضایتنیز  مذکور روش در استخراج شده

 کيه بيین هيائیتفاوترسد نظر میهب در عین حال .است

نتييایج بييا  مقایسييه درمطالعييه حاضيير  ازحاصييله  نتييایج

 وجود ناشی از احتما ً ،دیگر وجود دارد ات مشابهمطالع

 در ، تفياوتشيدهاسيتفاده های مختلفبین روش تفاوت

سيياز دسييتهييای هييای تجيياری و کیييتکیييت عملکييرد

 ;Dell’isola et al., 1994) باشييدمييی آزمایشييگاهی

Englund et al., 1999; Whittington et al., 1999; 

Wren and Dorrell, 2002; Barrington  et al., 2003; 

Englund, 2003; Rodreguez-Lazaro  et al., 2005; 

Singh  et al., 2007.)  
 قابيل کياهش بيا ،ی اینکيهیمل نهيايموضوع قابل ت

 همچنيینو  آزمایشيگاهی ميواد مصرد میزان در توجه

در DNA اسيتخراج  سيرعت آنزیمی، هضم زمان حذد

 افيزایش نیيز حاضر مطالعهاستفاده مورد CTAB  روش

 و خطرنيا  شیمیایی مواد به روش این علاوه،به .یافت

-ميیحيال  ینعي در شته وندا نیاز قیمت گران تجهیزات

 ليذا .بيرد بین ازدر آن  نیز را PCRهای مهارکننده توان

 ضمن روش این گیری کرد کهتوان نتیجهمی کلی طوربه

 و بيوده ارزان نیيز نسيبتاً و ایمين ،بيودن سيریع و ساده

DNA و کمیيت کیفیيت توسي  آن شيدهاستخراجهای 

 ژنوتیپی تحلیل و تجزیه در بدین ترتیب و دندار مطلوبی

 و مالی منابع محدودیت که هاییآزمایشگاه در مخصوصاً

هير تنيد  ،رسيدميی نظير به سبیمنا روش دارند زمانی

های جدیدتر دیگر با پیشنهاد بر استفاده از روش احتما ً

 ،تر در این خصو با استفاده از مواد و ترکیبات مناسب

از انيواع  شده استخراجهای DNAبتوان کیفیت و کمیت 

ها را به مراتيب بیشيتر افيزایش های مایکوباکتریومسویه

 .داد
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Abstract 
Given that the first step in performing molecular techniques such as PCR (Polymerase Chain 

Reaction( is having enough high quality DNA, the aim of this study was to compare five 

different extraction methods of genomic DNA of mycobacteria in order to introduce the best 

method. For this purpose, pure colonies of Mycobacterium avium paratuberculosis were used as 

pathogenic mycobacterium and also a saprophytic strain called Mycobacterium phelei. The 

quality and quantity of the obtained DNA by each method was calculated, measured and 

evaluated respectively; based on extracted DNA concentrations (nanograms per microliter) at a 

wavelength of 260 nm and also optical density (OD) ratio based on the 260/280 wavelength by 

using the Nanodrop technique. The highest and lowest amounts of mycobacterial genome DNA 

was extracted using the CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) and boiling methods 

respectively. Comparison of the purity of extracted DNA also indicated that the highest purity 

was obtained using the CTAB method and the lowest using the boiling method. Also no 

significant differences were observed regarding the quality of extracted DNA from pathogenic 

and saprophytic mycobacteria among the evaluated extraction methods. Thus, according to the 

results of this study it appears that using the CTAB method is the most suitable way to extract 

genomic DNA for molecular detection of mycobacteria in different samples. 
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