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 چکیده

های روتین روش آنها با پیچیدگی ساخخمان دیواره سلولیدلیل  به های هوازیاکخینومیستاز  DNAاستخراا   :هدف و سابقه

این از   DNAباای استتخراا  STET buffer. در این مطالعه از روش جوشتتاندن به همااه مولو  استتتمخفاوت  DNAباای استتخراا  

 .اده گادیدفاسخها باکخای

اسخراا   DNAکیفیت و کمیت  ها اسخراا  گادید. ژنوم میکاوارگانیسم ،STET buffer مولو   با اسخفاده از  :هاروش و مواد

  .مورد ارزیابی قاار گافتگارز آبا روی ژ   الکخاوفورز و از اسپکخاوفوتومخاه داسخفابا ، شده

جهت انجام  اسخراا  شده DNA مناست دهنده  کیفیت ، نشتانگارزآو الکخاوفورز با روی ژ   OD از آمدهدستتهنخایج ب :هایافته

 کارهای مولکولی بود.

 باشد.های این روش میاز مزیت ژنومی خوب DNAسایع بودن و داشخن  ی،، آسانیارزان :گیرینتیجه

   DNA ،STET buffer، اسخراا  اکخینومایست :کلمات کلیدی

 

 مقدمه

 ،گام مثبتهای از ارگانیستتم گاوهی هوازی هایاکخینومیستتت

ند. باشتتمیها که از نظا مورفولوژی مشتتابه قار  ای بودهشتتاخه

هسخند  طبیعی بسخاهای بیشخا میکاوبی در فلور از برشی آنها

هتتای تجزیتته کننتتده ختتال مواد آلی در بواستتتطتته آنزیمکتته 

                                                           
1 Di-Aminopimelic 

 استتا  ها  بااین باکخایهای خاکی حضتتور دارد. اکوستتیستتخم

و  1آمینوپایملیک اسیدحضتور دی  از نظا ستلولی دیواره آنالیز

 این، با علاوه. (11،،)شتتوند بندی میقندهای مشتترگ گاوه

ن بندی ایطبقه مایکولیک باای اسیدهای زنجیاه طو  و حضور

توانند باعث ایجاد هتا میاین بتاکخای .استتتت مفیتد ختانواده

در افااد سالم و نقگ سیسخم ی اك و کشندهناخطا هایعفونت

 ،های تنفسیعفونت توان بهکه از آن جمله می شتودمیایمنی 

و  جداستتازی اشتتاره کاد. زیا جلدی و ، جلدیمغزی، منخشتتاه

 ،3، گوردونه2نوکاردیا :های هوازی ماننداکخینومیست شتناسایی

2 Nocardia 
3 Gordonia 

 ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی   هایتازه
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 9اکخینومادورا و ،9تسوکامورلا ،،استخاپخومایس  ،1رودوکوکو 

از دلایل مهم . (11،1) دارای اهمیت استتتت هادر آزمایشتتت اه

 جهان به شیوع بالای آنها در توانها میعفونتشتناستایی این 

ای هافزایش مصاف داروهای کورتیکواسخاوئید و بیماریدر اثا 

ی های ناشنقگ سیسخم ایمنی اشاره نمود. در تشریگ عفونت

هتتای فنوتیپی از روش هتتایروشاین جن  هتتا، علاوه با از 

 اهاکخینومایستتتتجن  و گونه باای تشتتتریگ نیز مولکولی 

. اماوزه در تشتتریگ ستتایع و دقی ، (9،3)گادد استتخفاده می

زم لسخمباشد که میهای مولکولی حائز اهمیت شاسخفاده از رو

در همه  DNAاستتخراا  . استتتاز باکخای  DNAاستتخراا  

که  هاییهای مولکولی و میکاوبی خصوصا آزمایش اهآزمایش اه

به دلیل دارا بودن کنند، ها مطالعه میبا روی اکخینومتایستتتت

 .تاساز اهمیت بستیار بالایی باخوردار ، ستلولی پیچیدهدیواره 

ه ها بسایا باکخای نستبت به هااز این باکخای  DNAاستخراا 

های روتین معمو  انجام کته با روشهتا خصتتتول گام منفی

های مرخلفی باای روشکنون تا باشتتتد. اد، مخفتاوت مییگمی

ها پا این روش اغل معافی شتتده استتت که   DNAاستتخراا 

یک تکنیک نیاز به . بنابااین (6،2)هستتتخند گیا هزینته و وقت

ها ژنوم این میکاوارگانیستتم جهت جداستتازی ستتاده ستتایع و

 DNAدر این مطالعه باای اسخراا لذا  رسدضاوری به نظا می

 .اسخفاده گادیده است  STET buffer، از مولو  

 روش کار
توسط  خاكهای ایزوله اکخینومایست هوازی که از نمونه 111

و کشت در مویط هیومیک اسید  Paraffin Baitهای روش

گافت مورد بارسی قاار  بدست آمده بود، 8آگار Bویخامین 

اسخراا  ژنوم بعد از کشت خالگ باکخای با  . باای(13،12،8)

مویط در را  کلنی از لوپیک روی مویط نوتاینت آگار، 

Tryptic Soy Broth درجه سانخی 39و در دمای  تلقیح نموده-

از طی دوره انکوبه گادید. بعد  روز 9-8گااد به مدت 

به  rpm 11111در دور  حاوی باکخای، مویط مایع انکوباسیون

. بعد از دور ریرخن مولو  رویی، شددقیقه سانخایفیوژ  ،مدت 

به رسوب حاصل اضافه و در اسخایل دیونیزه  آب کاولیخاام 211

داً مجددقیقه سانخایفیوژ گادید. در ادامه  ،به مدت  11111 دور

کاولیخا از مولو  ام 211مایع رویی را دور ریرخه و مقدار 

STET buffer  آمده است(  1)روش تهیه آن در جدو  شماره

                                                           
4 Rhodococcus 
5 Streptomyces 
6 Tsukamurella 

تا یک سوسپانسیون کاملا  نمودهو ورتک   کاده را به آن اضافه

 دقیقه در 31به مدت  نمونهیکنواخت حاصل گادد. در ادامه 

. سوسپانیون حاصل انده شدجوش گااددرجه سانخی 111دمای 

و مولو   کادهسانخایفیوژ  11111دقیقه در دور  11را به مدت 

اتانل ساد  ،باابا حجم آن 3رویی به میکاوتیوب دی ا منخقل و 

گااد به درجه سانخی -21 و در دمایگادید اضافه  درجه 69

دقیقه  11. در ادامه آن را به مدت داده شددقیقه قاار  91مدت 

سانخایفیوژ نموده و مولو  رویی را دور ریرخه  11111در دور 

در . شد دادهقاار  دمای آزمایش اهدر  ،و تا خشک شدن الکل

ضافه ا به ها میکاوتیوباسخایل کاولیخا آب دیونیزه یم 1، ادامه

اسخراا  شده، مقدار  DNAجهت مشاهده کمیت گادید. سپ  

در  شد ودرصد الکخاوفورز  1گارز آدر ژ  میکاولیخا از آن،  ،

یت یید کیفأباای ت .آمیزی گادیدمولو  اتیدیوم باوماید رنگ

DNA میکاولیخا  ،16را با  نمونهکاولیخااز یم ،، اسخراا  شده

با دسخ اه آن OD (Optimal density )آب مقطا مرلوط کاده و 

نانومخاطب  فامو   281و 291در طو  مو   اسپکخاوفوتومخا

ناشی از پاوتئین  OD. طو  مو  او  مورد بارسی قاار گافتزیا 

ناشی  ODدهد. را نشان می DNAناشی از  ODو طو  مو  دوم 

باشد. و ها می DNAاز پاوتئین نشان از وجود ناخالصی در 

تا باشد نشان از نزدیک 8/1به  OD291OD/281چقدر میزان

 .(2) استDNA خلول بیشخا 

OD= 
260

280
= 1.8 ~ 2 

 مولکولی درهای یاستخراا  شتده تا انجام بارس DNAستپ  

 گادید.  گااد ذخیاهدرجه سانخی -21دمای

 STET bufferطاز تهیه مولو   -1جدو  

 مواد لازم مقدار

5 cc Triton X100 ( %5 (v/v)) 

1.57 g Tris- Hcl (10mM) 

0.036 g EDTA (1 Mm) 

0.58g NaCl (0.1 M) 

100ml DW 

STET buffer pH=8 

 بحث 
های آنزیماتیک )مانند گیا بودن روشبا و وقتبا توجه به هزینه

، معافی یک DNA( به منظور اسخراا  Kلیزوزیم و پاوتئیناز 

 .رسدروش ساده، ارزان، سایع و حسا  ضاوری به نظا می

از  DNAاسخراا   ،منابع معخبا علمیدر شده  ات منخشاگزارش

7 Actinomadura 
8 Humic Acid-Vitamin B Agar 
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هایی مانند کلسخایدیوم پافانجن ، لیسخایا منوسیخوژنز باکخای

گزارش  STET bufferاسخفاده از مولو   با و لاکخو باسیلو 

در مطالعه انجام شده توسط همچنین . (19،11،) استگادیده 

اسخراا  شده از جن  نوکاردیا  DNAفخاحی بافقی و همکاران، 

ای ه تکثیا قطعه ژنهای مولکولی )توسط این روش باای آزمون

16S rRNA  وhsp65در  .(2) ( از کیفیت بالایی باخوردار بود

 TEو همکاران با روش جوشاندن و  Andrewای دی ا مطالعه

buffer  مشابه(buffer STET  باای اسخراا ،)DNA 

 .(9) گادیداسخفاده  PCR- RFLPها جهت انجام اکخینومایست

ا ههای خانواده اکخینومایستدر مطالعه کنونی باای سایا باکخای

کیفیت و  گوردونهو  رودوکوکو از جمله اسخاپخومایس ، 

گارز مناس  به نظا آاسخراا  شده با روی ژ   DNAکمیت 

ساده، ارزان و سایع  مورد بارسیرسد که همچنین روش می

  .باشدمی DNAباای اسخراا  

 گیرینتیجه
گارز آ، روی ژ  های اسخراا  شده DNA، باندهای 1تصویا در 

 های اسخراا  شده دارایژنوم .مشترگ شتده استدرصتد  1

OD  نمودند أئیدرا ت که کیفیت مناس بودند  2تا  8/1بین. 

 

 
 1های اکخینومایست شماره ایزوله  DNA  اسخراا  -1تصویا 

 نوکاردیا آسخاوئید (: C+) کنخا  مثبت،تا 

 سپاسگزاری

آزمایش اه از نویسندگان مایلند ماات  قدردانی خود را 

شناسی پزشکی دانشکده بهداشت گاوه میکاوباکخینومایست 

 های تکنیکی اباازبه جهت حمایتدانش اه علوم پزشکی تهاان 

 .دارند
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