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در  DNAاستخراج   روش با استفاده ازPCRم و ي مستقPCR دو روش سهيمقا
  كلستريديوم پرفرينجنس  مختلفيها پيتن ييتع
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  خلاصه
 اولين گـام  DNAشود و جداسازي  زا محسوب مي   شناسايي عوامل بيماري  يك روش مناسب براي     ) PCR(اي پليمراز   واكنش زنجيره      

 از كـل مراحـل       موارد يدر بعض آيد كه   گير در تحقيقات ژنتيك مولكولي به شمار مي        يك مرحله وقت   DNA استخراج    .در اين مسير است   
 هـاي مختلـف   تيـپ جهت تعيين   ) DNAستخراج  بدون ا ( مستقيم   PCR اين تحقيق، استفاده از       انجام هدف از  . استتر  طولاني PCRانجام  

، Aپ  ي ـ چهار ت  ي بر رو   استخراج شده  DNA با   PCRن  يهمچن  و  مستقيم PCRدر اين تحقيق     . باشد مي كلستريديوم پرفرينجنس باكتري  
B ،C و Dهاي از ژن يياهبخش كه مكمل پرايمر اختصاصي جفت چهار ن هدف ازي اي كه برا انجام شد،نجنسيوم پرفريديكلستر ي باكتر
 DNA بـا    PCR مـستقيم و     PCRدر هـر دو روش        .دي ـگرد اسـتفاده  بودند باكتري ني ا يوتايو   اپسيلون   ،هاي آلفا، بتا   كننده توكسين  كد

ت ي ـدر نها . دنباشيلون مين آلفا، بتا و اپس    يب مربوط به توكس   ي سنتز گرديد كه به ترت     ي جفت باز  655 و   324،  196استخراج شده، قطعات    
 كـه انجـام     دهـد يم ـ نتايج اين تحقيق نشان       .ندص داده شد  ي تشخ ين باكتر ي ا  مختلف يها پيت،  PCRدر   طول قطعات سنتز شده      براساس

PCR جاد شده در    يت باند ا  يفيك است و    ار ساده يبسطور مستقيم از كلوني     ه   بPCR  م و ي مـستق PCR    بـا DNA      بـا هـم     اسـتخراج شـده
دهد و امكـان آزمـون تعـداد         را كاهش مي   PCR و هزينه    مراحل مستقيم زمان،    PCRاستفاده از   نكه  يبا توجه به ا   ن  ي بنابرا  .دن ندار يتفاوت

   .گردديه ميتوصن روش ي، استفاده از اآوردفراهم مي يدر زمان كوتاهترزيادي نمونه را 
  

    مستقيم DNA ،PCRاستخراج ، كلستريديوم پرفرينجنس: كلمات كليدي
  

  مقدمه
اي، گـرم مثبـت،      باكتري ميلـه   رفرينجنسكلستريديوم پ     .

اسپورزا، بي حركت و بي هوازي است كه باعـث بيمـاري            
چهار گـروه    . )18 و 17،  16،  15 (شود در انسان و دام مي    

 شـامل آلفـا، بتـا،       كلستريديوم پرفـرينجنس  اصلي توكسين   
بندي اين باكتري به    باشد كه اساس طبقه   اپسيلون و يوتا مي   

هـاي   تيـپ   ).30(  است E تا   A ت پنج تيپ مختلف   رصو
هـاي مختلفـي اسـت و        مختلف اين باكتري عامل بيمـاري     

هـاي متفـاوتي را در       حتي ممكن است يك سويه بيمـاري      
 عوامل  عي سر ييشناسا ياز طرف   .هاي مختلف ايجاد  ميزبان

ن يپ ا ين ژنوت يي و تع  هاستيماريزا اساس كنترل ب    يماريب
 ـ كامـل و برنامـه كنت      يعوامل جهت بررس   از ي ـ مـورد ن   يرل

 مختلف بـاكتري    يهاپيص ت ي جهت تشخ   .)22 (باشد يم
 
 

    كارشناسي ارشد ژنتيك و اصلاح نژاد دام، دانشگاه شهيد باهنر كرمان 1

  كرمان،  شرق كشور جنوباستاديار موسسه تحقيقات واكسن و سرم سازي رازي شعبه 2

 وجود دارد كه    ي متفاوت يهاروش نجنسيوم پرفر يديكلستر
ت و  ينـه هـستند و از حـساس       يبر و پرهز  اكثراً دشوار، زمان  

ها  شگاهي آزما يدر بعض . ز برخوردارند ي ن ينييت پا ياختصاص
يش جهت تعيـين و تـشخيص توكـسين بـاكتري، از آزمـا            

 در موش و خوكچـه هنـدي اسـتفاده          نيتوكسسازي  خنثي
ات روده بـه    ين در محتو  ي توكس ي روش جستجو   .شوديم
ن صورت است كه ابتدا نمونـه را در مجـاورت محلـول             يا

ن حفظ شود،   ي توكس يت پادگن يكلروفرم قرار داده تا خاص    
ق ي تزر يشگاهيوانات آزما يسپس نمونه صاف شده را به ح      

 ن نكروز ي به علت وجود توكس    يچه هند در خوك  . كنند يم
 ـ ساعت در محـل تزر     48دهنده بعد از     ق منـاطق نكـروز     ي

  كه در مـوش بـه علـت وجـود           يحال شود، در يمشاهده م 
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  و 2(شـود   ي ساعت تلف م   12 تا   4ن كشنده بعد از     يتوكس
گيـر، پـر     بـسيار مـشكل، وقـت      يين روش شناسا  ي ا  ).27

ــيهزينــه و تــك ظرف ام آن روي  از طرفــي انجــ، اســتيت
 حيوانات آزمايشگاهي از نظر اخلاقي غير قابل قبول است        

 يهــازا از پــادتنيــ الايي در روش شناســا ).24  و12(
وم يديكلـستر  يهـا نيص توكـس  ي تـشخ  يكلونـال بـرا    يپل

 ـمـشكل ا   ). 11(شـود   ي استفاده م ـ  نجنسيپرفر ن روش،  ي
 ـ   يا ه ي ـد شـده عل   ي ـ تول يهـا ن پـادتن  يجاد واكنش متقاطع ب

ن ي نوع توكـس   ييتواند در شناسا  يباشد كه م  يمها  نيتوكس
 ـن الا يهمچن ـ . جـاد كنـد   ياختلال ا   شناسـايي    بـه   قـادر  زاي
د ين با ين توكس ييص و تع  ي تشخ يست و برا  ي ن 2βتوكسين  
 ـ كـشت خـاص تحر  يهاله روشيوسه   را ب  يياسپورزا ك ي

 ـ جد يهـا يتكنولوژيكي از     .كرد ص يدر تـشخ  كـه    يدي
  .)5( است   PCR دارد،   يرداستفاده كارب  ي عفون يهايماريب

 كه )13  و 4( است   DNAاستخراج  ،  PCR زيربناي تكنيك 
صرفه جهـت    خطر و مقرون به   كماغلب يك روش سريع،     
 اسـتخراج    استاندارد يهاپروتكل  .اين امر مورد نياز است    

DNA اسـت كـه     يمختلف و متعدد   احلمرانجام   ازمندين
ــرا ــ تعــداد زيب ــه كــار دشــواريادي   ).13( اســت ي نمون

 انجـام   يبرا يگير و ضرور    وقت ينديفرآ DNA استخراج
PCR وجـود دارد  امر   براي اينمختلفي هايروش و    است
 پـنج  شـامل  و مـشترك  كـار  اصـول  ،هـا تمام روش در كه

 ، جداRNAو DNA دادن  رسوب، سلول شكستنمرحله 

كـردن   جـدا  و هـا پـروتئين  رسوب، RNA و DNAكردن 
DNA از RNA سـلول بـر اسـاس      كستن  ش  ).1(باشد  ي م

 شودي انجام م  ي مختلف يهابا روش واره  ينوع و ضخامت د   
 اسـتفاده  الكل  ازRNAو  DNAدادن  رسوببراي   .)20(

 شكـستن  از حاصل سوسپانسيون به سرد الكل كه   شود مي
 و آب فاصـل  حـد  در نوكلئيـك  اسيدهاي و افزوده سلول
 نكـرد  جـدا  بـراي  گذشـته  در . )8 (دنكن مي رسوب الكل،

DNA و RNA ايـن  بـه  شـد مـي  اسـتفاده  ايشيشه ميله از 
 و بـرده  فـرو  لولـه  داخـل  آرامـي  بـه  را ميلـه  كـه  صورت

ــد، رشــته مــي ــهRNAو  DNA هــايچرخانن ــه  دور  ب ميل
 در و شـده  خارج آرامي به ميله چسبند، سپس مي اي شيشه
  و DNA تـا  شـود مي برده فرو بافر محتوي ديگر لوله يك

RNA رسـوب  در اتانـل  از بعـدها  اما.  شوند حل بافر در 
 بـا  هـا پـروتئين  رسـوب   .شـد  استفاده نوكلئيك اسيدهاي
 هـاي نمـك  غلـيظ  محلـول  يـا  و كلروفـرم  فنل، از استفاده
 بيـشتر از طريـق      زدائـي     پروتئين  .است انجام قابل مختلف
 جـدا  مرحلـه  نيآخـر   ).26( گيرد  مي  صورت K پروتيئناز

، RNaseآنزيم   از ادهاستف بااست كه    RNA از DNA كردن
RNAو  تجزيه هاDNA8 (شود خالص مي.(  

 انجـام   يبـرا  DNAبدون استخراج    ييها پروتكل راًياخ    
PCR نـد كـه    دهياجـازه م ـ  ها  ن روش يا  . است  شده ارائه

 در  يقـات ي تحق  . شـود  انجام نمونه ازماً  يمستق PCRواكنش  
 ،)25 (ياهيــ گيهــا  گونــهيم روي مــستقPCRاســتفاده از 

ــو ــك   يـ ــشخواركنندگان كوچـ ــاعون نـ ، )22(روس طـ
 )19  و 10( و بـاكتري     )6(خون كامل   ،  )23(ها  نروويروس

تـاكنون    .ز بـوده اسـت    ي ـآم تي ـ موفق يانجام شده كه همگ   
 و   ارائـه  ي بـاكتر  DNA اسـتخراج    ي بـرا  يادي ز يهاروش

 ي امــا تعــداد معــدود)21  و14، 7 (شــده اســتمقايــسه 
 ي باكتر يبرا DNA بدون استخراج    PCRگزارش از انجام    

ق ي ـز تـاكنون تحق   يران ن يدر ا  . )19  و 10 (باشديموجود م 
  .ن مورد وجود نداردي در ايمستند

  
  مواد و روش كار

، Aپ  ي ـ استاندارد ت  يهاهيسو : كشتط  يها و شرا  هيسو    
B  ،C   و D وم يديكلستر و   نجنسيوم پرفر يديكلستر ي باكتر
 5 ي حـاو  ط بـلاد آگـار    ي مح ـ ي رو )يكنترل منف  (كوميسپت

 كشت داده   ينه گوسفند به صورت خط    يربيخون دف درصد  
هـاي اسـتاندارد موسـسه تحقيقـات واكـسن و            سويه (شد
 كشت داده شده درون     يهاتيپل . )سازي رازي كرمان   سرم
 1متيله دسـتگاه انوكـس    يوسه   قرار داده و ب    يهوازي ب جار

ط يشـرا ) ، ساخت كشور هلنـد Mart microbiology مدل(
 سـاعت درون    24 و بـه مـدت       ر آنهـا فـراهم     د يهـواز يب

از  . ند قـرار داده شـد     C°37انكوباتور بـا درجـه حـرارت        
 PCR و DNA اســتخراج يافتــه بــراي رشــد يهــايكلــون
  .ديگردم استفاده يمستق

 
 
1- Anoxomat 
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 PCR و DNAاستخراج 

چند كلوني خـالص از بـاكتري        ،DNAجهت استخراج       
وب  درون ميكروتي كشت خون رشد كرده روي محيط آگار    

ليتر آب مقطر حل كرده و پس از مخلـوط           حاوي يك ميلي  
ــه در   ــه مــدت يــك دقيق  C°4 دور و در 13000شــدن، ب

 350 مقـدار     .سانتريفوژ شـدند تـا بـاكتري رسـوب كنـد          
 STET (100mM Tris HCl, 10mM از بـافر  تـر يكروليم

EDTA, 100mM NaCl, 5% (v/v) Triton 100X)  بـه 
ــزوده   ــاكتري اف ــاوي ب ــوب ح ــد از آنميكروتي  25  و بع

 ثانيــه 3بــه آن اضــافه و ) 10mg/ml(ليــزوزوم تــر يكروليم
  ثانيه در بشر   40ها به مدت     ميكروتيوب  . گرديد 1ورتكس

 13000 دقيقه در 15آب جوش قرار داده و سپس به مدت       
ــدند  ــانتريفوژ ش ــاق س ــاي ات ــراي رســوب  . دور در دم ب

 3م   از استات سـدي    تريكرولي م 40اسيدهاي نوكلئيك مقدار    
ايزوپروپانول به محلـول اضـافه و       تر  يكرولي م 420و  مولار  

  . دقيقه در دمـاي اتـاق قـرار داده شـد           5ورتكس گرديد و    
 10 بـه مـدت      C°4 و دمـاي     13000ها با دور    ميكروتيوب

دقيقه سانتريفوژ شدند و بعد از خارج كردن محلول رويـي،           
 50  رسـوب در    .شسته و خشك شـد    % 70رسوب با اتانول    

  ).26( حل شد 20mg/ml RNase حاوي TEبافر  تريلكرويم
ــنش      ــوب Multiplex PCRواك ــاي در ميكروتي  2/0ه
  . انجـام شـد    تـر يكرولي م 25  نهـايي  ، بـا حجـم    يتـر يليليم

 10X( PCR( بـافر تـر  يكرولي م5/2تركيبات واكنش شـامل   
(10mM Tris–HCl, pH= 9.0, 50mM KCl)، 1 

از هر جفت    تريرولكي م 50mM( MgCl2  ،25/1( تريكروليم
ــر يكرولي م10μM( ،5/0( پرايمرهــا ــزيم تــك پليمــرازت  آن

)5U/μl( ،5/0ــر يكرولي م ــوط ت  dNTP )10mM(، 13مخل
 DNA تـر يكرولي م 5/2 و   آب عـاري از نوكلئـاز     تر  يكروليم

 ي بـه جـا    مي مـستق  PCRدر واكـنش      .بـود استخراج شده   
DNA  ،ـ ي كوچك بـاكتر   يك كلون ي  م بـه   يطـور مـستق    ه ب

هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن         آغازگر . زوده شـد  واكنش اف 
 و Van Astenو مقالـه   )Wasinski) 2007 از مقاله تحقيق

 شــركت ســيناژن  اســتخراج و توســط)2009(همكــاران 
 . آمده است1 در جدول ن آغازگرهاي ايساخته شد كه توال

  
   اطلاعات در مورد آغازگرها: 1جدول 

  )جفت باز(طول قطعه    ژنيگاه روياج  5َ - 3 آغازگر َيتوال ژن نينوع توكس
 plc (cpa)  GCTAATGTTACTGCCGTTGA  آلفا

CCTCTGATACATCGTGTAAG 968  - 663  324  
 cpb  GCGAATATGCTGAATCATCTA  بتا

GCAGGAACATTAGTATATCTTC 1045 - 871  196  
 etx  GCGGTGATATCCATCTATTC  لونياپس

CCACTTACTTGTCCTACTAAC 862  - 267  655  
 iap  ACTACTCTCAGACAAGACAG  يوتا

CTTTCCTTCTATTACTATACG 2161 - 1739  446  
  

روغـن معـدني بـه    تـر  يكرولي م10 جهت كاهش تبخير،      
در و اضـــافه  PCRحـــاوي مخلـــوط هـــا ميكروتيـــوب
بـا برنامـه     )، ساخت آمريكـا   Bio-Radمدل  ( 2ترموسايكلر

ج، ي جهت مشاهده نتـا     .داده شد  قرار   2موجود در جدول    
  بـافر  تـر از  يكرولي م 2 با   PCRز محصولات   تر ا يكرولي م 10

 چاهـك  داخـل  به احتياط با  مخلوط كرده و6X يبارگذار

 4همچنــين .  منتقــل شــد ) درصــد5/1( الكتروفــورز ژل
 مولكـولي اسـتاندارد در چاهـك اول ژل         مـاركر تر  يكروليم

 2 ولت تنظيم گرديد و به مدت     80 ولتاژ روي     .ريخته شد 

، ژل بـه    ز اتمام الكتروفـور   پس از  . ساعت الكتروفورز شد  
) 10μg/ml( دقيقه در محلـول اتيـديوم برومايـد          20مدت  

  . رنـگ شـود  ، تكثير شدهPCRقرار داده شد تا محصولات  
 قرار داده شد و عمـل       UVترانسلوميناتور  ه  روي صفح  ژل

 ـ       سـپس طـول قطعـات        .دعكسبرداري از ژل انجـام گردي
 Onedscanتوليد شـده بـا اسـتفاده از برنامـه كـامپيوتري             

  . .گيري شداندازه
 
 
1- Vortex 
2- Thermocycler 
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  PCR يي پروتكل دما: 2جدول 
 كليتعداد س  مدت زمان  )گراد يسانت(دما   مرحله

  1  قهي دق5  95  هياول دناتوره شدن
  دناتوره شدن

  دنيچسب
  سنتز

94  
53  
72  

  هي ثان30
  هي ثان45
  هي ثان90

35  

  1  قهي دق5  72  ييسنتز نها
  

   جينتا
 و  ي بـاكتر  ي از كلون  م مستقي PCRروش  تحقيق  در اين       

بـراي  ت انجـام گرفـت و       ي ـ با موفق  DNAبدون استخراج   
 استخراج شـده بـه      DNA با   PCRمقايسه نتايج از واكنش     

در هـر دو روش      . عنوان شاهد و كنترل مثبت استفاده شد      
PCR    مستقيم و PCR    بـا DNA       اسـتخراج شـده، قطعـات 
- جفت بازي كه به ترتيب مربوط به ژن        655 و   196،  324

ي كدكننده توكسين آلفـا، بتـا و اپـسيلون بودنـد سـنتز              ها
  ). 1شكل  (ديگرد

  

  
  و اپسيلون بتاهاي آلفا،تكثير ژن كدكننده توكسين: 1 شكل
 . جوشاندن حاصل از روشDNA  مستقيم وPCR با

M :100 دماركر مولكولي استاندارbp، 1-4هاي چاهك :PCR 
باكتري  D و A ،B ،Cهاي ي تيپ استخراج شدهDNAبا 

استخراج  DNA با PCR :5 چاهككلستريديوم پرفرينجنس، 
 ،كنترل منفيباكتري كلستريديوم سپتيكوم به عنوان شده 

 D و A ،B ،Cهاي  مستقيم تيپPCR: 6-9هاي چاهك
 مستقيم PCR :10چاهك باكتري كلستريديوم پرفرينجنس، 

  .كنترل منفيكلستريديوم سپتيكوم به عنوان 

ــاكتر يهــاپيــتت يــدر نها     وم يديكلــستر يمختلــف ب
ا توجه به  بر اساس طول قطعات سنتز شده و ب        نجنسيپرفر

  .ص داده شديتشخ 3جدول 
  

 و كلستريديوم پرفرينجنسهاي اصلي توكسين: 3جدول 
  ).2(هاي آن تيپ

  توكسين  تيپ
  يوتا  اپسيلون  بتا  آلفا  
A +*  -  - -  
B  +  +*  +  -  
C  +  +*  -  -  
D  +  -  +* -  
E  +  -  -  +*  

 در بروز بيماري ياصل توكسين *

  
  بحث

بنـــدي  بـــراي تـــشخيص و طبقـــه بـــه طـــور كلـــي    
يك روش سريع شناسايي ژنوم ضروري      ها  ميكروارگانيسم

هــاي كلينيكــي بــراي آنــاليز مولكــولي نمونــه  .)7(اســت 
 يهـا تمزي ـ سـابق    يهـا ها نسبت به روش   انيسمگميكروار

هـاي  ي از ارگانيسمدامنه وسيع  PCRبا روش    .  دارد ياديز
 حـساسيت و    نيهمچن . توان شناسايي كرد  ي را م  مورد نظر 

شتر ي ـگـر ب  ي د يهـا ن روش نسبت به روش    يااختصاصيت  
هـاي   نـسبت بـه روش     PCR حساسيت بالاي   ).21 (است

سـازد تـا   اين امكان را فراهم ميسرولوژيكي و بيولوژيكي  
 PCR اگرچه . عفونت را در اولين مراحل آن تشخيص داد       

يك روش ساده، موثر و اقتصادي براي تكثير، تـشخيص و    
ك ي كه   DNA به استخراج    ي است ول  DNAژنوتيپ  ن  ييتع

، از نظـر تئـوري     ). 6(نيـاز دارد    ر اسـت    ي ـگ مرحله وقـت  
 انجـام   DNAتواند حتي با يك مولكـول         مي PCR واكنش
اما بـراي دسـت     .)1 ( و قطعه مورد نظر را تكثير كند       شود

ير رضايت بخش بايد شرايط بهينـه بـراي       يافتن به يك تكث   
PCRــ فــراهم شــود، ز  الگــو DNAرا كيفيــت و كميــت ي
 را بـه طـور   PCRتوانـد تكثيـر قطعـات را در واكـنش           مي
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ده ي ا PCRك واكنش   يبراي   . مستقيم تحت تأثير قرار دهد    
  ).4 (شده است  الگو توصيه    DNA مولكول   107 تا   104آل  
بـاكتري چنـدين    ي  DNAهاي سابق اسـتخراج     روش اكثر

 در اصـول كـار      اكثـراً   همچنـين   .كـشد  ساعت طـول مـي    
دست آمده ه  ب DNA تنها تفاوت آنها در خلوص       ،مشتركند

 استخراج شده بر اسـاس روش       DNAمقدار   كه )1(است  
حـساسيت و   از لحـاظ      .)14(مورد استفاده متفاوت است     

، PCR در واكنش     توالي مورد نظر   قابليت تشخيص صحيح  
 يدار ي تفاوت معن ـ  DNA مختلف استخراج    يهان روش يب

روش هــا ماننــد بعــضي روش  ).9 (گــزارش شــده اســت
 ـ DNAسريع است امـا      ساده و    جوشاندن بسيار  دسـت  ه   ب

ــه    ــاييني دارد و ب ــوص پ ــن روش خل ــده از اي ، RNAآم
 روش ايـن   .پروتيئن، چربي و كربوهيدرات آلـودگي دارد 

 در  را DNAتوانـد   مـي  كـه  باشـد  مـي  مهم نظر اين از تنها
ــرار دســترس ــلDNAاســتخراج  . دهــد ق ــا روش فن  - ب
 امـا ايـن     ، نيز زياد اسـت    DNAو خلوص    دقيق كلروفرم،

است همچنين كـار كـردن بـا مـوادي     بسيار طولاني  روش  
اي مانند فنل بسيار خطرناك اسـت و يـك روش پرهزينـه           

 DNAهاي اسـتخراج    ن در اغلب روش   يهمچن  .)1 (است
 رود  امكان آلودگي بـالا مـي      ، مواد طي مراحل متعدد انتقال   

ــتخراج     .)22  و6( ــه اس ــذف مرحل ــابراين ح  و DNAبن
ــتفاده از  ــت    PCRاس ــودمند اس ــسيار س ــستقيم ب  ). 6( م

 DNA بـدون اسـتخراج      PCRهايي كه براي انجام     پروتكل
، ويـروس   )25(هـاي گيـاهي      گونـه  يارائه شده اسـت رو    

هـا  يرو بـاكت  ) 6(، خـون كامـل      )23(ها  ، نروويروس )22(
  .ت اجرا شدن را دارستيقابل) 19  و10(

تحقيقـات زيـادي در تعيـين ژنوتيـپ بـاكتري           تاكنون      
) 28  و 12،  5( انجام شـده اسـت       كلستريديوم پرفرينجنس 

ــا اســتفاده از PCRكــه در همــه آنهــا واكــنش  ي DNA ب
  واكـنش  ده ولي در ايـن مطالعـه      ياستخراج شده انجام گرد   

PCR بـدون اسـتخراج      و   ياكتر ب يماً از كلون  يمستقDNA 
-Realش  يآزما) 2006( و همكاران    Layton  .انجام گرفت 

time PCR   بـدون اسـتخراج DNA همـه  يي شناسـا ي بـرا 
 باكتريوئيـدها در مـدفوع انـسان، گـاو و اسـب             يهـا گونه

 ـ كردند و گزارش دادنـد كـه ا        يطراح ن روش غلظـت و     ي
 كنـد ي م ـييهـا شناسـا  ت مدفوع و منـشا آن را در آب        يكم
)19.(  Fode-Vaughan    و همكاران )2003 (PCR  مستقيم 

گـر  ي و د  ياكلياشرش ـرا يك روش مفيـد بـراي تـشخيص          
 ـزاي محيطي و نمونه ارز     عوامل بيماري    ).10( كردنـد    يابي

اي بـراي    مستقيم توان بـالقوه    PCRگزارش شده كه روش     
ايـن روش     .آناليز سريع تعداد زيادي نمونـه گيـاهي دارد        

صورت اتومات  ه   تجهيزات زياد به راحتي ب     تواند بدون مي
همچنـين ايـن روش خطـر     ). 25(در آمده و اجرايي شود   

و يـك روش    ) 22(كند  ها را محدود مي   آلودگي بين نمونه  
هزينـه   مـستقيم،    PCR اسـتفاده از روش       .حساسي اسـت  

 و خطـر آلـودگي نمونـه نيـز          كنديرا كمتر م   PCRاجراي  
ــي ــاهش م ــد  ك ــاران Nishimura ). 6(ياب ) 2009( و همك

ــه   ــد ك ــزارش كردن ــصاصيت و RT-PCRگ ــستقيم اخت  م
هـا را دارد و     حساسيت كافي بـراي شناسـايي نروويـروس       

توانـد حـذف     مـي  RNAسـازي   مرحله استخراج و خالص   
شود، همچنين گزارش كردنـد كـه اسـتفاده از ايـن روش             

ها در نمونه مدفوع آسان اسـت       براي شناسايي نروويروس  
دهـد،  شمندي در مورد انتشار ويروس مـي      و اطلاعات ارز  

هـا نيـز    تواند براي ديگـر ويـروس     علاوه اين روش مي   ه  ب
 داده شده اسـت    اين تحقيق نشان     در  ).23(كاربردي باشد   

 استخراج شـده و روش      DNAاستفاده از   با   PCR جينتاكه  
 و كيفيت باندهاي ايجاد شده در هـر        كسان است يمستقيم،  

 روش هيــتوج ). 1شــكل (ســت  امــشابهدو روش تقريبــاً 
PCR حـرارت دنـاتوره شـدن       ن گونه است كـه    ي ا  مستقيم 

 و همچنين دنـاتوره     Cº95 دقيقه در دماي     5اوليه به مدت    
، براي ليـز شـدن و شكـستن تعـداد           Cº94شدن مكرر در    

كنـد و مقـدار زيـادي اسـيد         زيادي سلول كاملاً كفايت مي    
 الگـو   DNAشود كه در واكنش به عنوان       نوكلئيك آزاد مي  
 مـستقيم بـه     PCRدر اين مطالعـه،      . شوداز آن استفاده مي   

عنــوان روشــي آســان، ســريع و كــم هزينــه در شناســايي 
  بـه  كلستريديوم پرفـرينجنس  هاي مختلف باكتري    ژنوتيپ

هـاي بـاكتري     مستقيم از كلـوني    PCRبا انجام    و   كار رفت 
مرحلـه اساسـي بـراي       DNAنشان داده شد كه اسـتخراج       
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ق ي ـ حاصـل از تحق    يهـا افتـه ي نيـست كـه بـا        PCRانجام  
Grevelding ــاران ــز)1996( و همك  از  . مطابقــت دارد ني

هـاي مختلـف ايـن      هاي متفـاوتي توكـسين    آنجايي كه ژن  
كنند، استفاده همزمان از چند پرايمـر، در        باكتري را كد مي   
كند و بـا    هاي مختلف تداخلي ايجاد نمي    شناسايي توكسين 

ي مختلــف كــه بــراي هــر توكــسين اســتفاده از پرايمرهــا
هاي مختلف اين باكتري تشخيص داده    اختصاصي بود تيپ  

  نيز)2009( و همكاران Van Astenچنانكه در مقاله   .شد
PCRوي تك ژن  Multiplex PCR، 100 %  با هم مطابقـت

از  زيــــ ن)2004( و همكــــاران Baums  ).28(داشــــتند 
Multiplex PCRها ين توكس كد كننده جهت تشخيص ژن

يك ابزار  Multiplex PCR كه استفاده كردند و نشان دادند
 نجنسيكلستريديوم پرفـر  مفيد و مطمئن در تعيين ژنوتيپ       

 همـه مـشكلات     PCRهمچنين گزارش دادنـد كـه        . است
كند هاي قبل در ژنوتيپ باكتري را به خوبي حل مي         روش

هـا را تـشخيص     تواند همه سويه   و تنها در يك واكنش مي     
اصـول و     .)5 (دحتي اگر باكتري تجزيـه شـده باش ـ        دهد،

 و 29، 28 ،16، 5(گر مطالعـات   يق با د  ين تحق يروش كار ا  
 ـتنهـا تفـاوت در ا       دارد ياديمطابقت ز ) 30 ن اسـت كـه     ي

  . استDNA استخراج هدف روش حاضر حذف مرحله
هـا   براي ارگانيسم  مي مستق PCR گزارش شده كه روش       

چنين ديواره سلولي از جنس     با ديواره سلولي طبيعي و هم     
رود بـراي   تين و كوتيكول نيز كارايي دارد و انتظـار مـي          يك

 ). 13(هاي يوكاريوتي نيز قابل اجـرا باشـد         خيلي از سلول  
Bu    را براي تعيـين ژنوتيـپ سـريع        روش  ن  ياو همكاران

 زماني كـه امكانـات     ). 6(بسيار اميد بخش ارزيابي كردند      
 و يـا اگـر   ترس نباشـد  در دس ـDNAلازم جهت استخراج   

 مستقيم  PCRمقدار نمونه خيلي كم باشد استفاده از روش         
بنابراين با توجه  . تواند بسياري از مشكلات را حل كندمي

گيـر اسـت و در      يك مرحله وقت   DNAبه اينكه استخراج    
زا بـا    صورت حذف اين مرحله، تشخيص عوامـل بيمـاري        

ان اسـتفاده از    تـو گيرد، مـي  سرعت بسيار بالاتري انجام مي    
PCR     ها پيـشنهاد    مستقيم را براي شناسايي ميكروارگانيسم
 را كـاهش داده و    PCRاين روش زحمـت و هزينـه         . كرد

در   .آوردامكان آزمون تعداد زيادي نمونه را نيز فراهم مي        
كـه  شـود   اشاره مي  مستقيم   PCR از محاسن    يبعضر به   يز
 مواجـه    بـا آن   ي معمـول  PCR كه روش    يتواند مشكلات يم

  : را حل كنداست 
 معمـولاً بـا روش      PCRكلئيك براي كاربرد    واسيد ن  -1    

ــا بعــضاً يــك روش جــايگزين ديگــري   فنــل كلروفــرم ي
) 4(كـشد     ساعت طول مـي    3شود كه حداقل    مياستخراج  
 مستقيم كارهاي   PCRكه با حذف اين مرحله در        در حالي 

در مـواد مـورد اسـتفاده        -2  .شـوند مولكولي تـسريع مـي    
ــده واكــنش  DNAاســتخراج   PCR ممكــن اســت بازدارن

براي مثال فنل اگر به طور كامل از محيط واكـنش             . باشند
  .)21( باشد  PCRتواند مانعي براي واكنشخارج نشود مي

 ـ DNAاز مواد بازدارنـده ديگـر كـه در اسـتخراج             كـار  ه   ب
 اشـاره  EDTA و K، پروتئينـاز  SDSتـوان بـه     رود مـي   مي

هاي باستاني يـا     براي نمونه  DNAاستخراج   -3  ).3(نمود  
DNAيـك   انـد   ي كه در اثر مرور زمـان ضـعيف شـده          يها 

آيد كه ممكـن اسـت بـه از          مرحله خطرناك به حساب مي    
هـاي   در اغلب روش   -4 ). 4( منجر شود    DNAبين رفتن   
 امكـان   ،طي مراحـل متعـدد انتقـال مـواد         DNAاستخراج  

يم اين مشكلات حل     مستق PCR كه در    رودآلودگي بالا مي  
زماني كـه امكانـات و مـواد كمـي در          -5  ).6(شده است   

دسترس است و اگر مقدار نمونه خيلي كم باشد استفاده از         
 -6  .تواند بسياري از مشكلات را حـل كنـد        اين روش مي  
  .ن روش استي ايگر برتريتر از د هزينه پايين

 DNA البته استفاده مستقيم از خون براي تكثير قطعات           
 مشكل است زيرا بعـضي مـواد در خـون           PCRدر واكنش   

 DNAممكن است مانع ليز شدن سلول شوند و يـا بـراي             
 EDTAعلاوه موادي مانند    ه  پليمراز مزاحمت ايجاد كنند ب    
 PCRامــا  ). 6( شــوند DNAممكــن اســت مــانع تكثيــر 
تر از خون است    ها بسيار ساده  مستقيم براي ميكروارگانيسم  

تـوان بـا يـك      گانيسم موجود در نمونه را مي     زيرا ميكروار 
هاي رشد كـرده روي     كشت ساده خالص نمود و از كلوني      

  . استفاده نمودPCRمحيط جهت 
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