
 3 -16/ 1333مجله علوم پسشکی زانکو/ دانشگاه علوم پسشکی کردستان/ تابستان  

 منفي و گرم مثبت گرم های باکتری از DNA استخراج روش مقايسه چهار
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 چكيذٌ
ثبؽذ ٍ ثذعت آٍردى پزٍتىل هٌبعت ثزای  ، اٍلیي هزحلِ در اخزای تحمیمبت هٌْذعی صًتیه هیDNA: اعتخزاج زميىٍ ي َذف 

ّبی گًَبگًَی ارائِ ؽذُ  دلیل ثزای آى رٍػ ّویي خبلـ، اّویت ثغشایی در تحمیمبت هٌْذعی صًتیه دارد؛ ثِ DNAتْیِ یه 

ّبی گزم هٌفی ٍ گزم هثجت اس لحبظ وبرایی ّز وذام اس  اس ثبوتزی DNAاعت. در تحمیك حبضز، چْبر رٍػ هختلف اعتخزاج 

-ون ّشیٌِتز ٍ  ّب ثب یىذیگز، هَرد ثزرعی ٍ آسهَى لزار گزفتِ اعت. ّذف ایي همبلِ، دعتیبثی ثِ رٍؽی عزیغ ّب ٍ همبیغِ آى رٍػ

 ّبی گزم هثجت ٍ گزم هٌفی اعت. صًَهی ثزای ثبوتزی DNAتز اعتخزاج 

ّبی ثبوتزی، هؼبدل وذٍرت ًین عَعپبًغیَى ٍیجزیَولزاٍ  وَوَط اٍرئَطاعتبفیلَّبی  : در ایي هطبلؼِ، اس ثبوتزیريش بررسی

اعتخزاج ٍ  DNAولزٍفزم ٍ رٍػ دتزخٌت رختؾَیی، -هه فبلٌذ تْیِ ؽذ. عپظ ثِ چْبر رٍػ: ویت تدبری، خَؽبًذى، فٌل

ّبی ًوًَِ ّبی اعتخزاج ؽذُ ثب اعتفبدُ اس دعتگبُ  غلظت. ّب در لبلت طزح وبهل تقبدفی عِ ثبر تىزار ؽذ ّزوذام اس رٍػ

اعتخزاج ؽذُ در اًدبم فزایٌذ ّبی پبییي دعتی،  DNAگیزی ؽذ. در اداهِ، خْت ثزرعی وبرایی لىتزٍفَرس اًذاسًُبًَدراح ٍ صل ا

 ثزدُ اًدبم ؽذ.ّبی ًبم اختقبفی ثزای ثبوتزی PCR , REP PCR  ٍERIC PCRّبی  تغت

بی گزم هثجت ٍ گزم هٌفی ثَد؛ ّ ّبی اعتخزاج ؽذُ، ًؾبى دٌّذُ تفبٍت چؾوگیز هیبى ثبوتزی DNA: ثزرعی غلظت َا یافتٍ

ّبی  داری ثیي ایي چْبر رٍػ ًؾبى داد. اًدبم فزایٌذّبی پبییي دعتی ًؾبى داد: ّوِ رٍػّوچٌیي تدشیِ ٍاریبًظ، تفبٍت هؼٌی

 REP PCR ،DNAثبؽٌذ؛ در رٍػ  ّبی هؼیي هٌبعت هی در غلظت PCRثزدُ ثِ غیز اس رٍػ دتزخٌت رختؾَیی، ثزای اًدبم ًبم

ثب  ERIC PCRولزٍفزم ٍ ویت تدبری ًتبیح هَرد اًتظبر را ًؾبى دادًذ. رٍػ -ّبی خَؽبًذى، فٌل خزاج ؽذُ ثِ رٍػّبی اعت

DNA ّب ّیچ ثبًذی هؾبّذُ ًؾذ. ّبی هَرد ًظز را ًؾبى داد ٍلی در عبیز رٍػّبی اعتخزاج ؽذُ در رٍػ ویت تدبری ثبًذ 

اى ًتیدِ گزفت، ثب ٍخَد حغبعیت ثیؾتز پزٍتىل ویت تدبری عیٌبصى در تَ ّبی ایي تحمیك هیاس یبفتِ گيری:بحث ي وتيجٍ

همبثل، ثب تَخِ ثِ سهبى ٍ ّشیٌِ ووتز ٍ راًذهبى تمزیجبً هؾبثِ دٍ رٍػ فٌَل ولزٍفزم ٍ خَؽبًذى  همبیغِ ثب عِ رٍػ دیگز، در

 ی ٍ هثجت اعتفبدُ وزد.ّبی گزم هٌف در ثبوتزی DNAتَاى اس ایي رٍػ ثزای اعتخزاج  خقَفبً رٍػ خَؽبًذى، هی

 PCR،ERIC PCR ،REP PCR، ثبوتزی DNA:اعتخزاج کليذی َایياژٌ
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 مقذمٍ
ّبی ثبوتزیبیی ثب  صًَهی اس علَل DNAاعتخزاج 

غلظت ٍ % خلَؿ ثبلا، یىی اس فزایٌذ ّبی هَرد تَخِ 

-ّبی هَلىَلیدر ػلن صًتیه ٍ هحممبى در آسهبیؾگبُ

ّبی  . درن ٍیضگی(2،1)ثبؽذ تحمیمبتی ٍ ثبلیٌی هی

)اًذاسُ، ؽىل ٍ  DNAؽیویبیی ٍ فیشیىی رؽتِ ّبی 

عبختوبى(، تَاًغتِ اعت ووه ؽبیبًی ثِ اًتخبة 

 تْیِ . هزاحل(3)ّب وٌذ ّبی هختلف خذا عبسی آى رٍػ

 ثِ تَاى هی را ثبوتزیبیی وؾت هحیط یه اس DNA ول

ّبیی وِ  ثزداؽت ثبوتزی -1:وزد تمغین هزحلِ چْبر

ّب  هتلاؽی وزدى علَل -2در یه هحیط رؽذ وزدًذ 

حذف هحتَیبت ػقبرُ -3بسی هحتَیبتؾبى ثزای رّب ع

DNAتغلیع -DNA 4علَلی اس هخلَط حبٍی 
 (4). 

 DNAتزیي هزحلِ اعتخزاج  تزیي ٍ هْن افلی

ثبوتزی، لیش علَل ثب اعتفبدُ اس تزویجبت ؽیویبیی یب 

ثبؽذ؛ ثِ ّویي دلیل در ثیؾتز  ّبی فیشیىی هی رٍػ

س ّبی گزم هٌفی، ا ّبی رایح، ثزای لیش ثبوتزی رٍػ

 HCL Tris ،NACL ،SDSٍEDTAتزویجبت ؽیویبیی 

ّبی گزم هثجت، اس لیشٍسین ٍ  ٍ ثزای لیش ثبوتزی 

ّب  ثزای لیش پزٍتئیي، Kعَوزٍس ثِ ّوزاُ پزٍتئیٌبس 

ّبی دعتی، ثِ  . در وٌبر ایي رٍػ(5)ؽَد اعتفبدُ هی

ّبی  هٌظَر تغزیغ ٍ آعبى عبسی ایي فزایٌذّب، ؽزوت

ّبی هختلفی را ثِ ثبسار  ثیَلَصیه هتؼذدی ًیش ویت

الجتِ ٍخَد هَاد اختقبفی، ثبػث ثبلا رفتي ؛ ارائِ دادًذ

 .(6)ّب ؽذ لیوت آى

ّبی خبیگشیٌی وِ ثز ایي اعبط  اس خولِ رٍػ

تَعط ثزخی اس هحممبى خْت اعتخزاج صًَهی هَرد 

ولزٍفزم -ثزرعی ٍ اعتفبدُ لزار گزفتِ اعت، رٍػ فٌل

ثبؽذ وِ ایي رٍػ ثب تَخِ ثِ لذرت فٌل ثزای لیش  هی

ّب، ثِ خبی تزویجبت لیش ؽیویبیی ٍ ّوچٌیي  ثبوتزی

ّبی گذؽتِ  ر عبلولزٍفزم ثزای حذف هَارد اضبفِ د

 .(1)هَرد تَخِ لزار گزفتِ اعت

تَاى ثِ اعتفبدُ اس  ّبی خبیگشیي هی اس دیگز رٍػ

.ایي دتزخٌت ّب (7)دتزخٌت ّبی رختؾَیی اؽبرُ وزد

تَاًٌذ  ثز اعبط هبّیت ؽیویبیی ٍ آًشیوی وِ دارًذ، هی

ثب تأثیز گذاری ثز غؾب ٍ دیَارُ علَلی ثبوتزی، عجت 

ی علَل ؽًَذ. اس خولِ آساد ؽذى هحتَی صًَه

تَاى ثِ  ّبی هَرد اعتفبدُ در ایي دتزخٌت ّب هی آًشین

-پزٍتئبس، آهیلاس، لیپبس ٍعلَلاس اؽبرُ وزد. پزٍتئبس پز

ثبؽذ.ایي آًشین ثب فؼبلیت  یي ًَع آًشین هیتزاعتفبدُ

ّبی سًدیزُ پپتیذی عزػت خَد ثِ ّیذرٍلیش ثبًذ

علَلی ثبوتزی  ثخؾذ. ثب تَخِ ثِ ایٌىِ در دیَارُ هی

تَاًذ در  ّبی فزاٍاًی ٍخَد دارد ،ایي آًشین هی پزٍتئیي

 ّب ًمؼ هْوی داؽتِ ثبؽذ. لیش دیَارُ علَلی ثبوتزی

ّبی هَرد اعتفبدُ در  آهیلاس اس دیگز آًشین 

دتزخٌت ّبی رختؾَیی اعت؛ ایي آًشین در ؽىغتي 

-ّبی دیَارُ علَلی ٍ لیش ثبوتزی، ثِعبوبریذپلی

ی گزم هٌفی ًمؼ هْوی دارد.آًشین خقَؿ ثبوتز

ّب، ثبػث ؽىغتي پیًَذ ثتب  علَلاس هَخَد در ؽَیٌذُ

ؽَد.  یه ٍ چْبر گلیىَسیذی در عبختبر علَلشی هی

ّب ًیش ّوزاُ ثب آهیلاس، در ؽىغتي پلی عبوبریذ لیپبس

 .(8)ّب ًمؼ دارد دیَارُ علَلی ٍ لیش ثبوتزی

-ّبی تدبری، فٌلّبی ویت در حبل حبضز رٍػ 

ثبؽٌذ  ّبی رایح هی ولزٍفزم ٍ خَؽبًذى اس رٍػ

درحبلیىِ اعتفبدُ اس دتزخٌت رختؾَیی ووتز هَرد 

 اعتفبدُ لزار گزفتِ اعت.

ی وبرایی چْبر رٍػ ویت  ثزای ثزرعی ٍ همبیغِ

ولزفزم، دتزخٌت رختؾَیی ٍ -ّبی تدبری، فٌل

ٍ  اعتبفیلَوَن اٍرئَطّبی  خَؽبًذى، اس ثبوتزی

دُ ؽذ. در اداهِ خْت تبییذ ًتبیح اعتفب ٍیجزیَ ولزا
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 DNAّب اس  ٍّوچٌیي وبرآسهبیی فزایٌذّبیی وِ در آى

ّبی  ؽَد، اس تغت صًَهی ثِ ػٌَاى الگَ اعتفبدُ هی

PCR,REP PCR  ٍERIC PCR .اعتفبدُ ؽذ 

 

 ريش بررسی

اعتبفیلَوَوَط در ایي هطبلؼِ اس عَػ ّبی 
هختلف  ایشٍلِ ؽذُ اس ًوًَِ ّبی ٍیجزیَ ولزاٍ  اٍرئَط

ثبلیٌی وِ ثِ رٍػ وؾت ٍ ثیَؽیویبیی تبییذ ؽذُ ثَدًذ، 

 هَرد ثزرعی لزار گزفتٌذ.
  ژوًمی با استفادٌ از پًدر رختشًیی تاژ DNAاستخراج 

اثتذا خْت ثزرعی وبرایی ًبم تدبری هَرد اؽبرُ، 

آًشین، در آة اعتزیل ثِ  5ّبیی اس پَدر تبص  غلظت

هٌظَر اعتخزاج ؽذ. ثِهیلی گزم در لیتز تْیِ  40هیشاى 

DNA  هیلی لیتز  1صًَهی ثب اعتفبدُ اس ایي پَدرثِ تزتیت

ّبی  اس هحیط وؾت ؽجبًِ حبٍی ثبوتزی

 2را ثِ  ٍیجزیَ ولزاٍ  اعتبفیلَوَوَط اٍرئَط

 700هیىزٍتیَة هٌتمل، عپظ ثِ ّز دٍ هیىزٍتیَة 

هیىزٍ لیتز اس غلظت پَدر هَرد ًظز اضبفِ ٍ هحلَل 

یه دلیمِ ٍرتىظ وزدین. پظ اس فَق را ثِ هذت 

ثِ هذت عِ  11000عبًتزیفیَص وزدى ایي هحلَل ثب دٍر 

ّبی رٍیی وِ حبٍی هحتَیبت درٍى  دلیمِ، هحلَل

علَلی ثَد ثِ چْبر هیىزٍتیَة خذیذ هٌتمل ٍ طجك 

 .  (9)پزٍتىل هیز ًضاد ٍ ّوىبراى اًدبم ؽذ
-ژوًمی با استفادٌ از ريش فىل DNAاستخراج 

  کلريفرم 

 در ایي رٍػ اس هحلَل  DNAثزای اعتخزاج 

DXPTM  عیٌبصى وِ حبٍی پزٍتئیٌبسK ٍعذین د ٍ 

ثبؽذ، ثِ رٍػ سیز اعتفبدُ ؽذ. در  دعیل عَلفبت هی

 هیىزٍلیتز8چٌذ ولٌی ثبوتزی را ثِ یه هیىزٍتیَة 

اضبفِ عپظ وبهلاً آى را ٍرتىظ  DXPTMهحلَل 

درخِ  60دلیمِ در دهبی  30وزدین ٍ اثتذا ثِ هذت 

عبًتی گزاد  ثزای درخ4ِلزار دادین؛ عپظ  گزاد عبًتی

دلیمِ عزد وزدین. در هزحلِ ثؼذ ثِ ّز  5هذت 

ولزفزم اضبفِ ٍ -فٌل  هیىزٍلیتز 100 هیىزٍتیَة

 12000دلیمِ در دٍر  20ٍرتىظ وزدین؛ ثِ هذت 

عبًتزیفَصوزدین.فبس آثی را ثِ یه هیىزٍتیَة خذیذ 

ایشٍ اهیل الىل اضبفِ، -فزمهٌتمل ٍّن حدن آى را ولزٍ

 12000دلیمِ در دٍر  5پظ اس ٍرتىظ ثِ هذت 

عبًتزیفَص وزدین. هدذداً فبس ثبلایی را ثِ یه 

 هیىزٍتیَة خذیذ هٌتمل ٍ 

  
 3اعتبت حدن آى عذین 

 %96هَلار )هَخَد ثز رٍی یخ( ٍ عِ حدن اتبًَل 

دلیمِ ثز رٍی  30اضبفِ ٍ هخلَط یبد ؽذُ را ثِ هذت 

 15داری وزدین. پظ اس عبًتزیفَص ثِ هذت یخ ًگِ 

اتبًَل   هیىزٍلیتز500 ًؾیي، ثِ ت12000ِدلیمِ در دٍر 

هزتجِ ٍارًٍِ وزدین.  5اضبفِ وزدُ ٍآى را  70%

 12000دلیمِ در دٍر  5هیىزٍتیَة را ثِ هذت 

ًؾیي آى را در خلأ عبًتزیفَص، عپظ دوبًتِ وزدین ٍ تِ

 65دلیمِ در دهبی  5 دلیمِ لزار دادین )یب 30ثِ هذت 

آة دٍ ثبر  هیىزٍلیتز30 درخِ خؾه وزدین(. همذار

 -20تمطیز ٍ اتَولاٍ ؽذُ را ثِ ًوًَِ اضبفِ ٍ در دهبی 

 .(1)ًگْذاری وزدینگزاد درخِ عبًتی
رم مىفی بر اساس کيت َای گ باکتری DNAاستخراج 

 شرکت سيىاژن

ثب اعتفبدُ اس ویت تدبری،  DNAثزای اعتخزاج 

ثز اعبط پزٍتىل ؽزوت عیٌبصى هَخَد در داخل 

 ویت اعتخزاج اًدبم گزفت.
 استخراج بٍ ريش جًشاوذن

ثِ رٍػ خَؽبًذى در   DNAثزای اعتخزاج  

داخل هیىزٍ لیتز آة همطز  400 ،اٍلیي هزحلِ

ّبی ته  یه لَح اس ولٌی؛ هیىزٍتیَة ریختین
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ٍ یه عَعپبًغیَى  هَخَد در هحیط وؾت ثزداؽت

عپظ ٍرتىظ  ،ًغجتبً غلیع اس ثبوتزی تْیِ وزدین

در اداهِ در دٍر  .تب عَعپبًغیَى یىٌَاخت ؽَد ینوزد

درخِ عبًتزیَفَص  20در دهبی دلیمِ  5ثِ هذت  8000

هیلی هَلار داخل  NAOH 50هیىزٍ لیتز  100 وزدین؛

دًجبل آى ثِ ؛هیىزٍتیَة ریختِ ٍ ٍرتىظ اًدبم ؽذ

درخِ لزار  100هبری دلیمِ در ثي 30ّب را َةهیىزٍتی

تب دهبی آى پبییي ثیبیذ.  وٌینهیعپظ خبرج  ،دّین هی

ٍ  ینلار ریختهیلی هَ TIRIS 20هیىزٍ لیتز  50

در  12000در دٍر  ،ٍرتىظ وزدین. در هزحلِ آخز

 DNAهحلَل رٍیی حبٍی  ٍدرخِ عبًتزیَفَص  4دهبی 

 را ثِ داخل هیىزٍتیَة خذیذ هٌتمل وزدین. اعتخزاخی
 استخراج فرایىذ بررسی

 اعتخزاج DNAخلَؿ  ٍ غلظت تؼییي هٌظَر ثِ

 A260/A 280 خذة  هیشاى ًغجت ٍ DNAؽذُ، هیشاى 

 اًذاسُ ًبًَدراح دعتگبُ تَعط ؽذُ ّبی اعتخزاجًوًَِ

 یىپبرچگی ارسیبثی خْت چٌیي ّن .تؼییي ؽذ ٍ گیزی

 صل رٍی ثز ّب ًوًَِ اعتخزاخی DNAعلاهت  ٍ

 آسهبیؾبت در .لزار گزفتٌذ ثزرعی هَرد ٪8/0آگبر

 دٍ ثزرعی ّوشهبى اعبط ثز ػولىزد ثْتزیي ،هؼیبر

 ؽذُ )ثز حغت هیشاى اعتخزاج DNAغلظت  ؽبخـ

لیتز( ٍ فبوتَر خلَؿ  هیلی یه در DNAىزٍگزم یه

DNA طجك ؽبخـ خذة(A260/A 280 در ًظز )

حبٍی  ًوًَِ خذة هیشاى ًغجت گزفتِ ؽذ. ّزچِ

DNA  دارای ؽذُ اعتخزاج ثیؾتز ثبؽذ ًوًَِ 8/1اس 

خلَؿ  اس درًتیدٍِ  ثَدُ ّوزاُ پزٍتئیي همذار ووتزی

(9)ثبؽذ هی ثزخَردار ثیؾتزی
. 

 BOX PCRي  PCR,REP PCRَای  بررسی ريش

د هَاد ثبسدارًذُ ّبی فَق ثزای تؼییي ٍخَ ٍاوٌؼ

ٍاوٌؼ  طی اًدبم ٍاوٌؼ اًدبم ؽذ. ٍ هذاخلِ وٌٌذُ

PCR  ثز رٍی  ،اعتبفیلَ وَوَط اٍرئَطدر ثبوتزی

 ثِ. ؽذاًدبم  هیىزٍ لیتز 25در حدن ًْبیی  mec A صى

)عبخت  Master mixهیىزٍلیتز  11 ؽبهل ًوًَِ ّز

اس ، هیىزٍلیتز آة همطز اعتزیل 10 ٍؽزوت عیٌبصى(

 1ًیش یه لاًذا اضبفِ ؽذ )در خذٍل  F  ٍRّز پزایوز 

در اًتْب  .پزایوز ّبی هَرد اعتفبدُ ًؾبى دادُ ؽذُ اعت(

 PCRالگَ اضبفِ ؽذ. فزایٌذ  DNA ّن دٍ هیىزٍلیتز اس

 اًدبم ؽذ. 2در دعتگبُ تزهَعبیىلز هطبثك خذٍل 

 
 

 mecA ٍ برای ژنپرایمرَای استفادٌ شذٌ در ایه مطالع :1جذيل 

 

 

 

 

 

 

 هٌجغ                                                             Sequence (size)                          صى ّذف        پزایوز

1                  mecA geneF      AAA CTA CGG TAA CAT TGA TCG CAA C-3'-5'         This study 

2                 mecA geneR      CTT GTA CCC AAT TTT GAT CCA TTT G-3'-5'            This study 
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 mecAدر دستگاٌ ترمًسایكلربرای ژن  PCRفرایىذ  :2جذيل 
Primary denaturation                  95 

 c                          
5      min                              1 cycle 

 

Denaturation                               95 
 c                         

45        s 

Annealing                                   57.5
ºc                     

45        s                                35 cycles 

Extension                                    72 
ºc                        

1       min 

 

Final  Extension                          72 
ºc                       

10     min                              1 cycle     

 

 ثز رٍی صى ،ٍیجزیَ ولزادر ثبوتزی  PCRٍاوٌؼ 

 ctxA ثِ اًدبم گزفت. هیىزٍ لیتز  25حدن ًْبیی  در

)عبخت  Master mixهیىزٍ لیتز  12ًوًَِ ؽبهل  ّز

هیىزٍ لیتز آة همطز اعتزیل، اس ّز  9 ٍ ؽزوت عیٌبصى(

 3ًیش یه لاًذا اضبفِ ؽذ )در خذٍل  F  ٍRپزایوز 

 اًدبم ؽذ. 4پزایوز ّبی هَرد اط هطبثك خذٍل 

 
 

 ctxA پرایمرَای استفادٌ شذٌ در ایه مطالعٍ برای ژن :3جذيل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ctxAدر دستگاٌ ترمًسایكلر برای ژن  PCRفرایىذ  :4جذيل 

Primary denaturation                  94 
 c                          

5      min                              1 cycle 

 

Denaturation                               94 
 c                         

45        s 

Annealing                                  60
ºc                           

45        s                                35 cycles 

Extension                                    72 
ºc                        

1       min 

 

Final  Extension                          72 
ºc                       

10     min                              1 cycle                 

   

 

عیىل دهبیی ٍ ، REP  ٍERICّبی  در رٍػ

. ؽذاًدبم  ٍیجزیَولزادر  ctxAهیشاى هَاد ّوبًٌذ صى 

 :R اس پزایوز ثب تَالی: REP PCRدر ٍاوٌؼ 

(5IIIICGICATCIGGC-3') , pr -F:( 

5'ICGICTTATCIGGCCTA-3') اعتفبدُ ؽذ. در

-'pr-R: (5 ّبی: ًیش اس تَالی ERIC PCRٍاوٌؼ 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') pr -F: 

(5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCC-3') 

 اعتفبدُ ؽذ.

 

 َا یافتٍ
صًَهی ثب  DNAپظ اس اًدبم فزایٌذ اعتخزاج 

 اعتخزاج DNAّبی هختلف خلَؿ ٍ غلظت  رٍػ

                                                   هٌجغ                                     Sequence (size)                       صى ّذف               .پزایوز

1                 ctxA geneF       5'TTGTTAGGCACGATGATGGA-3'                            This study               

2                 ctxA geneR    5'CAAGCACCCCAAAATGAACT-3'                              This study               
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ثب اعتفبدُ اس دعتگبُ ًبًَ دراح هَرد ارسیبثی لزار  ،ؽذُ

 هؾخـ ؽذُ اعت. 5گزفت وِ ًتبیح در خذٍل 

 
 استخراجی DNAوتایج فاکتًر خلًص ي غلظت : 5جذيل 

 (ng/mlًبم رٍػ                        فبوتَر خلَؿ                 غلظت)

 430                             1/2ویت تدبری                            

 401                               95/1ولزٍفزم                       -فٌل

 380                              94/1خَؽبًذى                             

 250                              1/1پَدر رختؾَیی                       

 

ى داد وِ در رٍػ ویت تدبری ًغجت ثِ ًتبیح ًؾب

ثب تَخِ ثِ فبوتَر خلَؿ ٍ غلظت  ،ثزدُعِ رٍػ ًبم

DNA،  دارای ثْتزیي ػولىزد در خذاعبسی ٍ تخلیـ

DNA ّبی فٌل ثبؽذ ٍ عپظ ثِ تزتیت رٍػ هی-

ولزٍفزم، خَؽبًذى ٍ پَدر رختؾَیی تبص دارای ثْتزیي 

 ثبؽذ. ػولىزد هی
 َای پایيه دستی وتایج ريش

DNA ّب ثِ غیز  ّبی اعتخزاج ؽذُ در ّوِ رٍػ

دارای ػولىزد هٌبعت در  ،اس رٍػ پَدر رختؾَیی

اٍ رئَط  اعتبفیلَوَوَطّن در ثبوتزی  ،PCRرٍػ 

ثَدًذ وِ رٍػ خَؽبًذى ثب تَخِ  ،ٍیجزیَولزاٍ ّن در 

تزی ثزای  ثِ فزف ٍلت ٍ ّشیٌِ ووتز رٍػ هٌبعت

 ثبؽذ. هی PCRاًدبم 

اعتخزاج ؽذُ در  REP PCR، DNAدر رٍػ 

رٍػ ویت تدبری در ّزدٍ ثبوتزی گزم هثجت ٍ گزم 

هٌفی دارای ویفیت هٌبعت ٍ تؼذاد ثبًذّبی ثیؾتز در 

ّبی  ّن چٌیي رٍػ ؛ثبؽذ همبیغِ ثب عِ رٍػ دیگز هی

ولزٍفزم ٍ رٍػ خَؽبًذى در ثبوتزی گزم هٌفی -فٌل

ٍلی در ثبوتزی گزم  ؛دارای تؼذاد ثبًذ لبثل لجَلی ثَدًذ

ثجت تؼذاد ٍ ویفیت ثبًذّب ثغیبر ووتز اس حذ اًتظبر ه

ّبی اعتخزاج  DNAتٌْب  ،ERIC PCRثَد. در رٍػ 

اًدبم  ثزایؽذُ اس رٍػ ویت تدبری ّیچ هوبًؼتی 

PCR  ًؾبى ًذاد ٍلی در عبیزDNA  ُّبی اعتخزاج ؽذ

 ّیچ ثبًذی هؾبّذُ ًؾذ.

 

 بحث ي وتيجٍ گيری

بًٌذ هطبلؼِ ویخبفبثز ٍ ّوىبراًؼ، ًتبیح ایي ه

هطبلؼِ ًؾبى داد وِ رٍػ خَؽبًذى ثب تَخِ ثِ ػولىزد 

تَخِ  یذ ثبثب ،REP PCRٍ حتی  PCRهٌبعت در رٍػ 

ای  DNAثِ فزف سهبى ٍ ّشیٌِ پبییي ٍ ثذعت آٍردى 

. (10)ثب غلظت ٍ خلَؿ هٌبعت هَرد تَخِ لزار گیزد

ٍ ًبفزی وِ گشارػ ثزخلاف هطبلؼِ رضب هیز ًضاد 

ای ثب  DNAوزدًذ رٍػ دتزخٌت ّبی رختؾَیی 

وٌذ ٍ ّیچ اختلالی در  خلَؿ ٍ غلظت ثبلا فزاّن هی

(11،9)وٌذ فزایٌذ ّبی پبییي دعتی ایدبد ًوی
ًتبیح ایي  .

ّبی اعتخزاج  DNAثِ طَر هیبًگیي  :هطبلؼِ ًؾبى داد

ػلاٍُ ثز ایٌىِ دارای  ،ؽذُ ثِ رٍػ دتزخٌت رختؾَیی

ًتبیح هَرد ، ثَد ّبی پبییي دعتی پبییي در رٍػ خلَؿ

تَاًذ ثِ دلیل ًَع ٍ ًغجت  حبفل ًؾذ وِ هی ّن اًتظبر

هتفبٍت هَاد پبیِ تؾىیل دٌّذُ ایي پَدرّب ٍ ًَع 

 .(12)ّب ثبؽذ ّبی هَخَد در آى آًشین

ّوچٌیي ّوبًٌذ هطبلؼِ چٌگ ٍ ّوىبراًؼ وِ 

، (1)وزدًذولزٍفزم را رٍػ هٌبعجی ارسیبثی -رٍػ فٌل

ًتبیح ایي هطبلؼِ ّن هٌبعت ثَدى ایي رٍػ را ًؾبى 

اهب ثب تَخِ ثِ ایٌىِ اؽجبع وزدى فٌل خَد ّن  ؛داد

دٌّذ  ٍ ثیؾتز افزاد ثِ آى حغبعیت ًؾبى هی اعتدؽَار 

ٍثب تَخِ ثِ ًتبیح یىغبًی وِ رٍػ خَؽبًذى ٍ رٍػ 

اس  ؽَدپیؾٌْبد هی ثٌبثزایي ،ثبؽٌذ ولزٍفزم دارا هی-فٌل

 .ؽَداعتفبدُ  اعت،خطز ٍػ خَؽبًذى وِ ونر

ویت ّبی تدبری وِ  ،ًتبیح ایي هطبلؼِ ًؾبى داد

دارای ثْتزیي  ،ؽًَذ ثب دلت ٍ هطبلؼِ ثغیبر تْیِ هی
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ػولىزد اس لحبظ فزایٌذ اعتخزاج ٍ ّوچٌیي ثز هجٌبی 

DNA ی دارا، 1/2ثبؽٌذ ٍثب فبوتَر خلَؿ  صًَهیه هی

ّبی هَرد  ثْتزیي خلَؿ ٍ غلظت در هیبى رٍػ

 ،. ثؼذ اس رٍػ ویت تدبریّغتٌذآسهبیؼ ایي تحمیك 

ولزٍفزم ثب فبوتَر خلَؿ -فٌل ّبیرٍػ :تزتیتثِ

 1/1ٍ دتزخٌت رختؾَیی  94/1، خَؽبًذى 95/1

رٍػ ویت تدبری در  لبثل تَخِ اعت وِثبؽذ.  هی

ایدبد  ؾىلیّبی پبییي دعتی ّیچ ه ی فؼبلیت ّوِ

.وٌذ ًوی
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Abstract 

Background and Aim: DNA extraction is the first step in the genetic engineering research 

and obtains a suitable protocol for the preparation of a purified DNA which is essential. In 

this context, many manual and kit methods were provided. The aim of this study is to achieve 

a faster and low cost method for DNA extraction of Gram-positive bacteria and gram-negative 

bacteria. We compared four DNA extraction methods, Kit extraction, phenol chloroform, 

using detergent laundry brand tag and boiling. 

Materials and Methods: In this study, bacterial suspensions of Staphylococcus aureus and 

Vibrio cholerae were produced similar to McFarland 0.5 turbidity. Bacterial DNA was 

extracted using four different methods and three times for each. Using spectrophotometer and 

gel electrophoresis were measured concentrations and quality of DNA extraction product 

accordingly. In order to evaluate the efficiency of DNA extraction method, PCR, ERIC PCR 

and REP-PCR were performed on some of housekeeping genes downstream regions. 

Results: The concentration of the extracted DNA and results of PCR, ERIC-PCR and REP-

PCR were different between gram-positive and gram-negative bacteria significantly (P< 

0.05). ERIC PCR and REP-PCR efficiency of the boiling and chloroform extraction methods 

was disrupted only in ERIC PCR. No deficiency was observed in Sinagen kit method.   

Conclusions: The findings of this study show that despite the availability and lower cost of 

manual methods, these methods can be substitute for kit method. 

Key words: PCR, REP-PCR, ERIC PCR, Bacterial DNA extraction 
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