
 

Journal of Veterinary Research  
119 

J Vet Res, Volume 78, Number 2, 2023, 119-129 

 

Evaluating the Effect of Culture Supernatant of Pseudomonas aeruginosa on 

Removing the Inhibitory Effect of Heparin in Real-Time PCR Test 
 

  

Aysan Ashrafi1, Hamid Staji2, Keyvan Keramati3 
 

1 Graduated from the Faculty of New Sciences and Technologies, Semnan University, Semnan, Iran  
2 Department of Pathobiology, Faculty of Veterinary Medicine, Semnan University, Semnan, Iran  
3 Department of Basic Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Semnan University, Semnan, Iran 

 

Received: 25 February 2023, Accepted: 3 May 2023 

 

 

Abstract 
BACKGROUND: Heparin is a sulfated glycosaminoglycan. Blood is a common source for DNA detection in all kinds of 

samples, and anticoagulants such as heparin and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) are used to prevent coagulation. 

Because heparin has a strong inhibitory effect on polymerase chain reaction (PCR), it is not used in samples that will be 

tracked by DNA. There are physical, chemical, and enzymatic methods to eliminate the inhibitory effect of heparin on PCR 

test. 

OBJECTIVES: First, to compare the intensity of the inhibitory effect of two anticoagulants, heparin, and EDTA, on the 

Real-Time PCR (qPCR), and then to investigate the impact of the heparinase enzyme present in the medium culture extract 

of Pseudomonas aeruginosa, on removing the inhibitory effect of heparin during the real-time PCR. 

METHODS: In the present study, two blood samples containing heparin and EDTA were subjected to a real-time PCR test 

to check the intensity of the inhibitory effect. Then, the medium culture extract of Pseudomonas aeruginosa was added to 

the heparinized blood sample infected with Escherichia coli bacteria in two groups with different conditions. In the first 

group, the DNA in the heparinized blood sample was extracted by the phenol-chloroform isoamyl alcohol method. Then, 

these samples were incubated with the extract of Pseudomonas aeruginosa bacteria culture medium at different hours, but in 

the second group, the samples were incubated at different hours before DNA extraction. Also, the DNA concentration in 

both groups was measured by a Nanodrop device, and finally, all samples were subjected to a real-time PCR test. 

RESULTS: The results of the research samples showed that although the heparinized blood sample contains more DNA 

concentration than the EDTA blood sample, it completely prevents genome replication. Also, incubating heparinized blood 

with Pseudomonas aeruginosa culture medium extract before DNA extraction for more than 24 hours removes the inhibitory 

effect of heparin during the real-time PCR, even at a lower cycle threshold than the EDTA-containing sample. 

CONCLUSIONS: The Pseudomonas aeruginosa culture medium extract may enable researchers to use heparinized blood 

samples for genome amplification and diagnosis without using expensive and limited commercial heparinase enzyme. 
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Figure Legends and Table Captions 

Figure 1. Comparing DNA Concentration Extracted From Blood Samples Containing Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) and Heparin in 

Serial Dilutions of 10-4 (S1) to 10-1 (S5). 

Figure 2. Escherichia coli Genome Replication Curve Based on the Cycle Threshold (CT) of Three Groups of Physiological Serum, Blood 
Containing Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA), and Heparin.  

Figure 3. Escherichia coli Genome Replication Curve Based on the Cycle Threshold (CT) in Two Heparin A (HA) and Heparin B (HB)Groups in 
Different Durations (2, 4, 6, 8, and 24 h) and the Positive Control Sample (PC). 

Figure 4. Escherichia coli Genome Replication Curve Based on Cycle Threshold (CT), HB Group in different Durations (48 and 72 h), and the 

Positive Control Sample (PC).  
Figure 5. Standard Curve, Standard Samples Along With HB Treatment Group in Different Durations (24, 48 and 72 h) in Real-Time PCR Test.  

Figure 6. Graphic Diagram of the Statistical Comparison of the Results of the Three Groups of Heparin B in Different Durations (24, 48, and 72 h) 

With the Sample Blood Containing Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA). 
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که برای جلوگیری  باشدمیها انواع نمونه موجود در DNA سولفاته است. خون یک منبع متداول برای ردیابیگلیکوزآمینوگلیکان هپارین یک  :مطالعه زمینه

هایی که قرار در نمونه PCRشود. هپارین به علت داشتن اثر مهارکنندگی شدید برروی استفاده میEDTA و  انعقادهایی چون هپارین از انعقاد آن از ضد

  ایی و آنزیمی وجود دارد.یشیمفیزیکی،  های، روشPCR جهت حذف اثر مهاری هپارین بر آزمون رود.قرار بگیرند، بکار نمی DNAردیابی  است مورد

اثر آنزیم  سپس بررسی، Real-TimePCR(qPCR) بر  EDTAمقایسه شدت اثر مهارکنندگی دو ضد انعقاد هپارین وبا هدف ابتدا مطالعه حاضر : هدف

 . صورت گرفت Real-TimePCR کنندگی هپارین طیاثر مهار رفع بر آئروژینوزا سودوموناسباکتری  کشتهپاریناز موجود در عصاره محیط

قرار گرفتند. سپس  Real-TimePCRدار جهت بررسی شدت اثر مهارکنندگی مورد آزمون EDTAو  حاضر ابتدا دو نمونه خون هپارینهمطالعه  در: کارروش

 در. شد اضافه سودوموناس آئروژینوزادو گروه با شرایط مختلف، عصاره محیط کشت باکتری  در اشیرشیاکلیدر ادامه به نمونه خون هپارینه آلوده به باکتری 

ها با عصاره گذاری این نمونهگرمخانه الکل استخراج شد. سپس کلروفرم ایزوآمیل-در نمونه خون هپارینه، توسط روش فنول موجود DNA گروه اول ابتدا

گذاری ، در ساعات مختلف گرمخانهDNAاز استخراج  ها قبلدوم، نمونه در ساعات مختلف صورت گرفت، اما درگروه آئروژینوزاسودوموناس باکتری  کشتمحیط

 Real-TimePCRها مورد آزمون گیری شد و در نهایت تمام نمونههموجود در هر دو گروه توسط دستگاه نانودرآپ انداز DNAشدند. همچنین غلظت 

 .قرارگرفتند

بیشتری را نسبت به نمونه خون  DNA که غلظتهای مورد پژوهش نشان داد که نمونه خون هپارینه با وجود ایننتایج حاصل از نمونهو تحلیل تجزیه  :یجنتا

EDTAوزاآئروژینسودوموناس  کشت باکتریتیمار خون هپارینه به همراه عصاره محیطشود. همچنین میطور کامل مانع تکثیر ژنوم شود، اما بهدار شامل می 

 CT:Cycle) آستانه حتی در چرخه، Real-TimePCRآزمون  مهاری هپارین طی ساعت، موجب رفع اثر 20به مدت زمان بیشتر از  DNAقبل از استخراج 

thershold) تر از نمونهپایین EDTAشود. می دار 

یم هپاریناز بدون نیاز به استفاده از آنزبتوانند را قادر سازد،  نیممکن است محقق سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری استفاده از عصاره محیط: نهایی گیرینتیجه

 بها و محدود، از نمونه خون هپارینه در راستای تقویت و تشخیص ژنوم استفاده کنند.تجاری گران

 EDTA، qPCRگلیکوزآمینوگلیکان سولفات، هپاریناز،  ،سودوموناس آئروژینوزا :کلیدی کلمات

 نویسندگان. ©، است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحقمجله  © تیرایکپ

 ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.
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مقدمه

در ، کنشانگرهای ژنتیها و عنوان روشی استاندارد برای تشخیص و شناسایی میکروارگانیسمطور گسترده، به( بهPCRواکنش زنجیره پلیمراز )

کمی واکنش زنجیره پلیمراز . (0-0) باشدمییک واکنش بسیار سریع، حساس و آنزیمی  PCR. (0) شوداستفاده می هاانواع مختلفی از نمونه
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(quantitative PCR یا )Real-TimePCR یکی از انواع فرایند ،PCR  به سرعت، حساسیت بالا و تکرارپذیریاست که به علت مزایایی چون ،

مولکولی از آن  های تشخیصها به ویژه آزمایشگاهشود و در بسیاری از آزمایشگاهمعمولی در نظر گرفته می PCRعنوان جایگزینی مناسب برای 

 .(6 ،5) شودورت گسترده استفاده میبه ص

ه که ممکن است در نمونه آنالیز شد باشدمیای مستعد مواد بازدارندهحساسیت و دقت بالا،  علتطور کلی واکنش زنجیره پلیمراز به  به

ا حتی ی نوکلئیک به نمونه وارد شود و بر حساسیت سنجش آن تأثیر بگذارد ووجود داشته باشد و یا در طول پردازش نمونه یا استخراج اسید

های عمل متفاوت هستند. وجود چنین شامل گروه متنوعی از مواد با خواص و مکانیسم PCRهای یج منفی کاذب شود. مهارکنندهمنجر به نتا

در  PCR به جهت کاربرد گسترده آزمون تأثیر منفی دارند، PCRشوند که بر آزمون هایی که شامل تمام موادی میبه اصطلاح مهارکننده

 .(3 ،2) شودبزرگ تلقی می های مختلف، یک معضلزمینه

 ها وساکاریدها، پروتئینهای صفراوی، پلیچون نمک گروه ناهمگنی از مواد شیمیایی، عمدتاً ترکیبات آلی PCRهای آزمون مهارکننده

ن ها، ایمونوگلوبیهایی چون هپارین، هموگلوبین، هورمونهای خون، نیز حاوی مهارکنندههای بالینی مانند نمونه. همچنین نمونهباشندمی غیره

G تعددی های زیستی م. هپارین یک گلیکوزآمینوگلیکان با وزن مولکولی بالا است و به دلیل عملکرد(8 ،7 ،3) باشندمی، لاکتوفرین و میوگلوبین

. وزن مولکولی (01 ،9) شودهای مختلف به ویژه بالینی بسیار استفاده میشود، در زمینهمی که شامل مانند ضد انعقاد، ضد ترومبوز و ضد تومور

ثر آن به عنوان ضد انعقاد گردد و یا حتی عواقب نامطلوب شدیدی چون ترومبوسیتوپنی و ؤتواند سبب کاهش عملکرد ماین پروتئین، می بالا

. در همین (00) را سبب شود  DNAفرایند تکثیر در ثرؤهای مبه علت اتصال و یا اختلال در ژنوم و یا آنزیم PCRاختلال در فرایند مولکولی 

های مختلفی چون تشخیص عفونت، تغییرات ژنتیکی و غیره به تهیه هپارین با های مولکولی، در زمینهاهمیت و کاربرد آزمونراستا به جهت 

 .(9) وزن مولکولی پایین اقدام شد

ی هیدرولیز آنزیمی به جهت رفع عواقب ناش ایی ویهای مختلف دپلیمریزاسیون فیزیکی، شیممحققین در طی تحقیقات گسترده از روش

های فیزیکی چون دما و فراصوت ده از هر سه روش، دریافتند که روشدست آمه . براساس نتایج ب(02) بالا اقدام کردنداز هپارین با وزن مولکولی 

ایی، آلودگی یایی چون اسید نیترو و پراکسید هیدروژن به علت تولید ضایعات شیمیهای شیمبه دلیل بازده کم محصول و اتلاف ماده خام و روش

، اما (00 ،03)باشند نمیمقیاس صنعتی  وزن مولکولی پایین در جهت تهیه هپارین با ،ثر همراه با عملکرد بالاؤو زمان تخریب بالا روشی م

به دلیل شامل شدن مزایای زیادی چون شرایط واکنش متعادل،  پاریناز،های مختلفی چون هگیری از آنزیمهای هیدرولیز آنزیمی با بهرهروش

ثر به جهت تولید هپارین با وزن مولکولی پایین و رفع اثر مهاری هپارین ؤم پذیری بالا و اثرات نامطلوب محیطی کم، روشی مناسب وگزینش

ها به جهت شامل شدن باشند، اما این آنزیمصورت تجاری در بازار موجود میه های تجزیه کننده هپارین بآنزیم .(07-05 ،02) شوندتلقی می

. (08) شوند، روشی مناسب جهت دپلیمریزاسیون هپارین در نظر گرفته نمیبری بالا و دسترسی محدودگران قیمت بودن، زمان معایبی چون

به علت به صرفه و پربازده بودن این  های تجزیه کننده هپارین به صورت بیولوژیکی،مختلفی در جهت سنتز آنزیم مطالعاتدرهمین راستا 

 .(09) ت سنتز آنزیم هپاریناز در مقیاس صنعتی صورت گرفتجهها در روش

شود و در محیط کشت خود به عنوان فرآورده انتهایی آنزیم هپاریناز تولید هایی که امروزه به وفور در طبیعت یافت مییکی از باکتری

شدت اثر مهارکنندگی دو ابتدا  حاضر، . در مطالعه(21 ،06) باشدمی (Pseudomonas aeruginosa)آئروژینوزا سودوموناس نماید، باکتری می

، جهت آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری عصاره محیطبررسی شد، سپس از  Real-TimePCRبر آزمون  EDTAن و یضد انعقاد هپار

ثیر پارامترهای مدت زمان أاستفاده شد. همچنین ت Real-TimePCRخون بر آزمون در دپلیمریزه نمودن و رفع اثر مهارکننده هپارین موجود

در راستا رفع اثر ممانعت کنندگی نیز  ،با نمونه خون هپارینه آئروژینوزاسودوموناسکشت باکتری و درجه حرارت، هنگام تیمار عصاره محیط

 گرفت. قرار ارزیابیمورد  Real-TimePCRهپارین بر آزمون 

 کار مواد و روش

 اثر مهارکنندگیرفع  بر آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری عصاره محیط ثیر آنزیم هپاریناز موجود درأبرای بررسی ت مطالعه حاضردرطی 

 aeruginosa Pseudomonas ATCCو  Escherichia Coli ATCC 35218دو سویه باکتری  از ، Real-TimePCRهپارین طی آزمون

-Realبه وسیله آزمون ، (20)کلروفرم ایزوآمیل الکل -استخراج شده توسط محلول فنول DNAو تقویت  ، به ترتیب، جهت تشخیص 27853
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TimePCR کشت جهت تهیه مایع رویی از محیطاستفاده شد.  آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری و تهیه مایع رویی فاقد باکتری از محیط

کشت داده شد. سپس ن( ایرا، ibresco) Brain Heart Infusion Brothکشت ، ابتدا باکتری در محیطآئروژینوزا سودوموناسباکتری 

کشت گذاری شد. پس از رشد سویه مورد نظر در محیطگراد گرمخانهدرجه سانتی 37ساعت در دمای  20کشت حاوی باکتری به مدت محیط

آن  به دست آمده ازدقیقه شده و مایع رویی  31دور در دقیقه به مدت  00111توسط سانتریفیوژ با دور مذکور اقدام به جداسازی مایع رویی

میکرومتر  22/1( Cellulose acetate) کشت مذکور از فیلتر باکتریایی سلولز استاتجداسازی شد. سپس مایع رویی به دست آمده از محیط

 .(22) گیری شدعبور داده شد و از آن مطابق با هدف مطالعه بهره

برای  مطالعهدر این بخش از : Real-TimePCRبر آزمون  EDTAندگی دو ضد انعقاد هپارین و بررسی و مقایسه اثر مهار کن

سی نمونه خون از ورید سفالیک سگ سالم سی 5، مقدار Real-TimePCRبر آزمون  EDTAبررسی اثر مهارکنندگی دو ضد انعقاد هپارین و 

، هند( انتقال داده شد. در ادامه از سه نمونه سرم فیزیولوژی، خون MediPlus) EDTAهای حاوی ضد انعقاد هپارین و تهیه شد و به لوله

استفاده  Real-TimePCRن تقویت مولکولی آزموبر ذکر شده، دار جهت بررسی و مقایسه اثر مهارکنندگی هر دو ضد انعقاد EDTAهپارینه و 

، Pepton Water(ibresco کشت سی محیطسی 2از حجم ، و هپارینه دارEDTAخون  ،نمونه سرم فیزیولوژیسه ابتدا به  شد. به این صورت که

 CFUجهت تهیه غلظت باکتریایی ،اشیرشیاکلی میکرولیتر باکتری 311مقدار  ،Coli)  (Escherichiaاشیرشیاکلی حاوی باکتری ن(ایرا

(Colony Forming Unit)   801×5/0 ،فاقد ضد انعقاد(، خون حاوی ضد انعقاد هپارین و  افزوده شد. سپس از هر سه نمونه سرم فیزیولوژی(

EDTA  برابری(، از غلظت باکتریایی اولیه تهیه شده 01های سریالی )، رقتاشیرشیاکلیآلوده به باکتری CFU 801×5/0 تا غلظت باکتریایی  

CFU001×5/0،  در ادامه یدگردتهیه .DNA  سرم فیزیولوژی و خون  نمونه دوموجود در هرEDTAاز غلظت باکتریاییرقت سازی شده دار ، 
801×5/0CFU  تا غلظت باکتریایی CFU001×5/0  و نمونه خون هپارینه از غلظت باکتریاییCFU801×5/0 باکتریایی تا غلظت  

CFU001×5/0کلروفرم ایزو آمیل الکل استخراج شد و غلظت -توسط روش فنولDNA دست آمده از هر نمونه، پس از استخراج توسط ه ب

جهت مقایسه اثر مهارکننده  Real-TimePCRگیری شد. سپس آزمون نانومتر اندازه 261، کانادا( در جذب Smart Nanoدستگاه نانودرآپ )

صورت  Real-TimePCRدر حضور نمونه شاهد سرم فیزیولوژی )فاقد ضد انعقاد(، بر آزمون تقویت مولکولی  EDTAدو ضد انعقاد هپارین و 

 .(23 ،6) گرفت

بررسی  جهت: ی هپارینکنندگبر هیدرولیز و رفع اثر مهار سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری ثیر عصاره محیطأبررسی ت

 Real-TimePCRهپارین طی آزمون رفع اثر مهارکنندگی بر سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری عصاره محیط ثیر آنزیم هپاریناز موجود درأت

، نمونه خون هپارینه تهیه Real-TimePCRبر آزمون  EDTAر مهار کنندگی دو ضد انعقاد هپارین و بررسی و مقایسه اث ، ابتدا مطابق بخش

میکرولیتر  311 مقدار ،CFU801×5/0 جهت تهیه نمونه خون عفونی شده به باکتری با غلظت باکتریایی نمونه خون هپارینه شد. سپس به

، جهت تهیه نمونه خون هپارینه عفونی شده به باکتری CFU001×5/0ها تا غلظت باکتریایی رقت سازی آنو  ه شدزودافکلی اشیرشیاباکتری 

آئروژینوزا سودوموناس کشت باکتری ثیر عصاره محیطأدر ادامه جهت بررسی تصورت گرفت.  CFU001×5/0با غلظت باکتریایی  اشیرشیاکلی
 اکتریبه نمونه خون هپارینه عفونی شده به ب طی دو گروه با شرایط مختلف سودوموناس آئروژینوزا عصاره باکتریایی نیز بر رفع اثر مهاری هپارین،

نمونه میکرولیتر  511عدد میکروتیوب استریل مقدار  5(، ابتدا به HAگروه اول ) اضافه شد. در CFU 001×5/0با غلظت باکتریایی اشیرشیاکلی

الکل  کلروفرم ایزوآمیل-ها، توسط روش فنولموجود در تمام میکروتیوب DNAاضافه شد و اشیرشیاکلی شده با باکتری  خون هپارینه عفونی

موناس وسود کشت باکتریمایع رویی حاصل از محیطمیکرولیتر  511ها مقدار ، به تمام میکروتیوبDNAاستخراج شد. پس از استخراج 
گذاری گراد گرمخانهدرجه سانتی 37در دمای ، 20و 8، 6، 0، 2مطابق ساعات اختصاصی عدد میکروتیوب به صورت  5اضافه شد و هر  آئروژینوزا

 ،6) گراد انتقال داده شددرجه سانتی -71 یزرفرگذشت ساعات در نظر گرفته شده، از گرمخانه خارج و به  از میکروتیوب پس شدند. سپس هر

یی با غلظت باکتریااشیرشیاکلی دوم مطابق مقادیر ذکر شده در گروه اول، نمونه خون هپارینه عفونی شده با باکتری  ، اما در طی گروه(08

CFU  001×5/0  و اشیرشیاکلی خون حاوی هپارین آلوده به باکتری میکرولیتر  511عدد میکروتیوب استریل مقدار  5تهیه شد. سپس به هر

، 0، 2) ها مطابق ساعات در نظرگرفته شدهاضافه شد و تمام میکروتیوبآئروژینوزا سودوموناسکشت باکتری مایع رویی محیط میکرولیتر 511

ها گذاری، نمونهنظر گرفته شده جهت گرمخانه از گذشت مدت زمان در گذاری شدند. پسگراد گرمخانهدرجه سانتی 37 ، در دمای(20و 8، 6

دست آمده ه ب  DNAغلظت مطالعهگرفتند. در ادامه  الکل قرار ایزوآمیل کلروفرم-توسط روش فنول DNAاز گرمخانه خارج و مورد استخراج 

های حاصل از این گیری شد. سپس تمام نمونهنانومتر اندازه 261(، توسط دستگاه نانودرآپ در جذب HB)و  (HA) دو گروه های هراز نمونه
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گروه  2، (20) توسط روش جوشاندن( از خون اشیرشیاکلیاستخراج شده باکتری  DNA) گروه کنترل 0با در نظر گرفتن  مطالعهمرحله از 

استخراج  DNAگروه کنترل منفی ) 0( و کلروفرم-توسط روش فنول سرم فیزیولوژی ازاشیرشیاکلی استخراج شده باکتری  DNAکنترل مثبت )

ن کمیت تعییشده در بخش  (، مطابق روش و مقادیر ذکرکلروفرم-توسط روش فنول از خون حاوی ضد انعقاد هپاریناشیرشیاکلی شده باکتری 

DNA  و آزمونReal-TimePCR، مورد آزمونReal-TimePCR  (20 ،6) گرفتند قرار. 

ساعت  72و  08های با در نظر گرفتن مدت زمان مطالعه(، 0 تصویر)HB گروه  Real-TimePCRدر راستای نتایج حاصل از آزمون 

 کشت باکتری)افزودن مایع رویی حاصل از محیط HBهای تهیه شده مطابق با روش گروه گراد، نمونهدرجه سانتی 37در دمای  گذاریگرمخانه
 HB(08  ( گسترش یافت.  هر دو نمونهDNA قبل از استخراج اشیرشیاکلی خون حاوی هپارین آلوده به باکترینمونه به  آئروژینوزاسودوموناس

 2گروه تکرار و  0گرفتن  نظر نانومتر، با در 261توسط دستگاه نانودرآپ در جذب  DNAو آنالیز غلظت  DNAپس از استخراج  ساعت(، 72و 

 گرفتند. قرار Real-TimePCRگروه کنترل مثبت و منفی، مورد آزمون 

ها پس از استخراج،  به وسیله دستگاه نانودرآپ در موجود در نمونه DNAغلظت : Real-TimePCRو آزمون  DNAتعیین کمیت 

-Realکلی آزمون جهت تشخیص و تقویت ژنوم انجام شد. به طور Real-TimePCRگیری شد. سپس آزمون نانومتر اندازه 261جذب  نسبت

TimePCR یکرولیتر مسترمیکسم 01شامل  میکرولیتر مخلوط تقویتی، 21 جهت تقویت ژنوم در حجم کل (Sina SYBR Blue, HS-

qPCR Mix, 2x SINACLON)، 0 جلو با توالی میکرولیتر آغازگر رو به '-TCGTCAGCTCGTGTYGTGA-3'5، 0  میکرولیتر آغازگر

 شد. شرایطمیکرولیتر آب انجام  0ژنومی به عنوان الگو و  DNAمیکرولیتر  CGTAAGGGCCATGATG-'5 ،0-3' به توالی معکوس

درجه  95چرخه در دمای  0 : دناتوره شدن اولیه طیانجام شد، آلمان( به شرح QIAGEN Hilden)Rotor Gene Q رارتی در ترموسایکلر ح

ثانیه، اتصال  05گراد به مدت زمان درجه سانتی 95چرخه، دناتوره شدن نهایی در دمای  01دقیقه، به دنبال آن طی  5گراد به مدت زمان سانتی

ثانیه ادامه داده شد. سپس  01گراد به مدت زمان درجه سانتی 72ثانیه و گسترش در دمای  25به مدت زمان  گراددرجه سانتی 5/60در دمای 

 . (20 ،6) ثانیه تمدید شد 8گراد به مدت زمان درجه سانتی 72دمای  چرخه در 0گسترش نهایی طی 

 نتایج

 -00/8 دار و هپارینه(، به ترتیبEDTAاستاندارد )سرم فیزیولوژی، خون  هایاستخراج شده از نمونه DNAمحدوده غلظت 

 دشهای استاندارد دیده بررسی نتایج حاصل از نمونه. در راستا بود میکروگرم بر میلی لیتر 075/70- 92/21و  77/28- 96/00، 50/08

   هایدست آمده از رقته ب DNAهمچنین مقایسه غلظت  کاهش یافت. رقت سازی ، طیهاباکتری موجود در نمونه DNAکه غلظت 
 . (0تصویر بود )دار EDTAاستخراج شده از خون هپارینه بیشتر از خون  DNAکه غلظت  بودبیانگر این تهیه شده،  01-0تا  0-01

 

 

 .(S5) 01-0( تا S1) 0-01 (Serial Dilution)های در رقت هپارین و EDTAهای خون حاوی استخراج شده از نمونه DNAمقایسه غلظت . 2تصویر 
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-70/00و  97/26-52/08،  به ترتیب 20و 8، 6، 0، 2 در ساعات HBو HAگروه  دست آمده از دوه ب DNAهمچنین غلظت 

 بود.میکروگرم بر میلی لیتر  09/79و  60/66، به ترتیب 72و 08با ساعات  HBلیتر و از گروه میگروگرم بر میلی 27/60

که  (Cycle thershold:CT) به صورت نمودار چرخه آستانه Real-TimePCRحاضر، نتایج حاصل از آزمون  مطالعهدر 

 (Standard curve) نمودار استانداردو  گرفتت آن نشر فلورسنت، به علت تکثیر ژنوم صور که در بودای از واکنش بیانگر چرخه

گرفت. در نتیجه تجزیه و تحلیل  ، مورد بررسی قراربودهای آستانه مختلف باکتری تکثیر شده، در چرخه DNAکه بیانگر غلظت 

موجود در   DNAدار و خون هپارینه(، مشاهده  شد کهEDTAحاصل از مرحله اول آزمایش )سرم فیزیولوژی، خون  CTنمودار 

تکثیر یافت، اما در نمونه خون هپارینه که غلظت  Real-TimePCRطی فرایند  EDTAنمونه سرم فیزیولوژی و خون حاوی 

DNA  بیشتری را نسبت به نمونه خونEDTAهیچ گونه تکثیر (0تصویر ) شددار شامل می ،DNA(. 2ویرتص) ای صورت نگرفت 

(، مشاهده شد HBو HAهای مرحله دوم آزمایش )نمونه Real-TimePCRنتیجه تجزیه و تحلیل نتایج حاصل از آزمون  در

استخراج  DNAبه همراه  آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری گذاری، متابولیت حاصل از محیطگرمخانه که در صورت تیمار و

گونه حذف و برکناری در جهت گراد، هیچدرجه سانتی 37دمای  در ساعت 20و 8، 6، 0، 2های شده از خون هپارینه به مدت زمان

گذاری ، اما در صورت تیمار و گرمخانهگرفتصورت ن Real-TimePCRرفع اثر مهارکننده هپارین طی آزمون تقویت مولکولی 

ساعت  20، به مدت زمان DNAقبل از استخراج  اآئروژینوزسودوموناس نمونه خون هپارینه به همراه متابولیت حاصل از باکتری 

مشاهده شد  Real-TimePCRطی آزمون  DNAگراد، حذف و برکناری اثر مهاری هپارین بر تقویت درجه سانتی 37در دمای 

 (.3 تصویر)

 

 

 
(. محور افقی بیانگر H) ( و هپارینE)EDTA(، خون حاوی B) براساس چرخه آستانه سه گروه سرم فیزیولوژی اشیرشیاکلیمنحنی تکثیر ژنوم باکتری  .2 تصویر

 ها و محور عمودی بیانگر تغییر فلورسانس دریافتی است.تعداد چرخه

 

 

 
 ساعت 20و 8، 6، 0، 2های با مدت زمان  Heparin B (HB)و Heparin A (HA)در دو گروه  CTبراساس  اشیرشیاکلیمنحنی تکثیر ژنوم باکتری . 3 تصویر

 ها و محور عمودی بیانگر تغییر فلورسانس دریافتی است.(. محور افقی بیانگر تعداد چرخهPC)و نمونه کنترل مثبت 
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های خون ساعت( مشاهده شد که تیمار نمونه 72و 08) HBدو گروه  های مرحله دوم آزمایش،تحلیل نمونه در نتیجه تجزیه و

ثیر بسزایی را در جهت أساعت، ت 72و 08های به مدت زمان آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری حاوی هپارین به همراه عصاره محیط

 (. 0 تصویر) شدسبب   Real-TimePCRنهایت تکثیر ژنوم طی آزمون حذف اثر مهاری هپارین و در

-Real  طی آزمون اختصاصی CT، در تعداد باکتری تکثیر شده در هر نمونهنهایت، در جهت ارزیابی و مقایسه  همچنین در

TimePCR،  سرم فیزیولوژی و استاندار ،دو گروهبرای استاندارد منحنی نمودار( دEDTA و درمان )HB 72و 08، 20 هایبا مدت زمان 

یم شد. در )مرحله اول آزمایش(، ترساشیرشیاکلی با مقیاس تعداد باکتری تکثیر شده در نمونه استاندار سرم فیزیولوژی آلوده به باکتری 

 سبب رفع اثر مهارکنندگی هپارین و در پی آن تکثیر ژنوم باکتری سودوموناس آئروژینوزانتیجه آن مشاهده شد که عصاره باکتریایی 

 (. 5تصویر تر از دو نمونه استاندارد دیگر شد )های آستانه پایینچرخهدر  اشیرشیاکلی

توسط  Real-TimePCRحاصل از آزمون  CTنتایج  مطالعه حاضردر : SPSSتوسط نرم افزار  Real-TimePCR آنالیز نتایج

، 20مختلف ) ساعات در HBمقایسه آماری نتایج حاصل از گروه  گرفت. ( مورد آنالیز قرار>15/1P) Pvalueبا مقیاس  SPSSنرم افزار 

( P=111038/1داری )ی، نشان داد که تفاوت معنCFU 001×5/0با غلظت باکتریایی  EDTA( با یکدیگر و با نمونه خون حاوی 72و 08

ساعت وجود دارد. همچنین در طی مقایسه آماری نتایج  08و  20گذاری، های گرمخانهبا مدت زمان HBبین نتایج حاصل از دو گروه 

( =1276/1P( و )=111153/1Pداری به ترتیب )یساعت، تفاوت معن 72و  08 ساعت و 72و  20های با مدت زمان HBحاصل از گروه 

نیز صورت گرفت  EDTA( با نمونه 72و 08، 20مختلف ) ساعات در HBحاصل از گروه  CTمشاهده شد. همچنین مقایسه آماری نتایج 

ساعت، به ترتیب ذیل تفاوت  72و  08، 20های با مدت زمان HBو نمونه گروه  EDTAو مشاهده شد که بین نمونه خون حاوی 

. در پایان تجزیه و تحلیل نتایج حاصل از هر دو روش جهت شت( وجود دا=111365/1P( و )=11025/1P)(، =11110/1Pداری )یمعن

ساعت  20، مشخص نمود که مدت زمان حداقل Real-TimePCRحذف اثر مهارکنندگی هپارین طی تکثیر ژنوم توسط آزمون 

و  شدهارکننده هپارین م سبب رفع اثر سودوموناس آئروژینوزاباکتری  تولیمتاب ، به همراهDNAها قبل از استخراج گذاری نمونهگرمخانه

 08با ساعات  HBگیرد. همچنین مقایسه آماری نتایج گروه تر، صورت میپایین CTهرچه این مدت زمان بیشتر باشد، تکثیر بیشتر در 

ر یبر رفع اثر مهاری هپارین طی تکث سودوموناس آئروژینوزاکشت ثیر قابل ملاحظه عصاره محیطأدار بیانگر تEDTAبا نمونه خون  72و 

های تر از نمونهپایین CTرا در  DNAشد، بلکه تکثیر ثیر نه تنها سبب رفع اثر مهاری هپارین طی تکثیر ژنوم أکه این ت بودژنوم 

EDTA (.6 تصویرشد )سبب دار  

 

 
(. محور افقی بیانگر تعداد PC)و نمونه کنترل مثبت  ساعت 72و  08های با مدت زمان HB، گروه CT براساس اشیرشیاکلیمنحنی تکثیر ژنوم باکتری  .0 تصویر

 ها و محور عمودی بیانگ تغییر فلوسانس دریافتی  است.چرخه
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محور افقی  Real-TimePCR.آزمون  طی 72و 08، 20 هایبا مدت زمان HBبه همراه گروه درمان  ارددستانهای انمونه ،نمودار منحنی استاندارد. 5 تصویر

 و محور عمودی بیانگر مقادیر چرخه آستانه است.غلظت ژنوم باکتری بیانگر 

 

 
. محور افقی بیانگر نام EDTAخون حاوی  با نمونه 72و  08، 20در ساعات  Heparin Bنمودار گرافیکی مقایسه آماری نتایج حاصل از سه گروه  .6 تصویر

 بیانگر مقادیر چرخه آستانه است. های مورد آزمایش و محور عمودینمونه

 

 بحث

و در چند دهه اخیر به یکی از مهم ترین ابزارهای  باشدمی ( نقطه عطفی در تاریخ علوم زیستی و پزشکیPCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

های مختلف به و پژوهش اتآزمایش. محققین در طی (2 ،0) یک تست بسیار سریع و حساس است PCRبررسی مولکولی تبدیل شده است. 

 شود، حساس و مستعد مواد بازدارنده بودن آنترین معایبی که این تکنیک شامل میمعایب این روش مولکولی پی بردند که یکی از پر مخاطره

اذب ک است سبب نتایج منفی گذارد و حتی ممکنیاست که حضور این مواد بازدارنده در طی آزمون مولکولی بر عملکرد و دقت این آزمون اثر م

ای ههای مولکولی، در راستای جلوگیری از لخته شدن نمونهپلاسما و همچنین آزمون های روتین، استخراج. در طی بسیاری از آزمایش(3) شود

کی های پزشکی و دامپزشها و کلینیکترین ضد انعقادهایی که در آزمایشگاهشود. مهمخون، بعد از اخذ خون از ضدانعقادهای مختلفی استفاده می

 .(25) باشندهپارین و سیترات می، EDTAگیرند، ضد انعقادهای مورد استفاده قرار می

  Real-TimePCRبر آزمون تقویت مولکولی EDTAحاضر، اثر مهارکنندگی دو ضد انعقاد هپارین و  مطالعهاول از  در مرحله

پس از استخراج توسط روش  ،بیشتر DNAتوجه به شامل شدن غلظت  هپارین بانمونه حاوی نتیجه آن دریافت شد که  بررسی شد و در

 شود.بر آزمون تقویت مولکولی سبب می اثر مهارکنندگی بیشتری را ،EDTA نمونه حاوی کلروفرم ایزوآمیل الکل، نسبت به-فنول

 گردد. می DNAهمچنین مشاهده شد که در طی رقت سازی افزایش غلظت هپارین سبب کاهش غلظت 
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Baca  شدت اثر مهاری هر سه ماده ضدانعقاد هپارین، سیترات و2113و همکاران در سال ، EDTA یند را برروی فراPCR  بررسی

 .(25) شودسبب می  PCRاثر مهارکنندگی بیشتری را بر فرایند EDTAکردند و دریافتند که هپارین نسبت به دو ضد انعقاد سیترات و 

و هپارین بر استخراج و  EDTAصورت گرفت، اثر مهارکنندگی  0999و همکاران در سال Yokota که توسط  ایمطالعهدر همچنین 

حاضر دریافت  مطالعه، مشابه نتایج به دست آمده از مطالعهبررسی شد. در نتیجه این  PCRها، طی آزمایش موجود در نمونه DNAتکثیر 

شود. همچنین سبب می PCRطی آزمون  DNAشد که ضد انعقاد هپارین اثر مهارکنندگی شدیدتری را بر روی استخراج و تکثیر 

 . (23) یابد، کاهش میPCRر شده توسط فرایند استخراج شده و تکثی DNAمشاهده شد که با افزایش میزان غلظت هپارین، میزان 

مختلف و همچنین اهمیت و کاربرد گسترده  مطالعاتطی  (PCR) با توجه به اثبات اثر مهاری هپارین بر فرایند تقویت مولکولی

ثر ثر در زمینه رفع اؤتن روشی مفن زیادی به پژوهش در جهت یایحوزه پژشکی و بالینی، محقق این مولکول به عنوان ماده ضد انعقاد در

ایی و ین سه روش فیزیکی، شیمیات مختلفی که صورت گرفت، محققمطالعپرداختند. در طی  PCRمهارکنندگی هپارین بر فرایند 

ارائه کردند. روش آنزیمی به علت شامل شدن مزایای گسترده، روشی مناسب و  PCRآنزیمی را جهت رفع اثر مهاری هپارین بر فرایند 

صورت گرفت، مشاهده شد  0990و همکاران در سال  Satsangiای که توسط در مطالعهشود. زمینه حذف اثر مهاری تلقی می پربازده در

ها به صورت تجاری ثر است، اما استفاده از این آنزیمؤم PCRکه آنزیم هپاریناز بر حذف و برکناری اثر مهارکننده هپارین طی آزمون 

ن یمحققحاضر،  مطالعهمشابه ، در همین راستا (08)شود به هنگام تهیه و دسترسی محدود را شامل می معایبی چون هزینه و زمان بالا

فلاوباکتریوم  گیری از باکتریچون بهره کننده هپارین از عوامل بیولوژیکیتجزیه هایدر زمینه سنتز بیوآنزیم مطالعهبه 
 .(26) تر پرداختندتر و پربازدهبه جهت تجزیه و هیدرولیز هپارین در مقیاس بزرگ  ،( (Flavbacterium heparinumهپارینوم

به جهت شامل شدن آنزیم هپاریناز، طی دو گروه با دو شرایط  سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری عصاره محیط حاضر مطالعهدر 

نتیجه آن مشاهده شد  به نمونه خون هپارینه اضافه شد و در ایزوآمیل الکل، کلروفرم-توسط روش فنول DNAستخراج قبل و بعد از ا

به مدت زمان  DNAبه همراه خون هپارینه قبل از استخراج  سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری که در صورت تیمار عصاره محیط

 20رد. همچنین تیمار نمونه خون هپارینه به مدت زمان بیشتر از گییت ژنوم صورت میساعت، رفع اثر مهاری هپارین بر تقو 20حداقل 

ممکن است روش  اینبر همین اساس، شود. می سببدار EDTAتر را حتی نسبت به نمونه پایین CTساعت، تکثیر باکتریایی بیشتر در 

بها و محدود و استفاده از ضدانعقاد دیگر، از نمونه خون هپاریناز تجاری گرانن را قادر سازد، بتوانند بدون نیاز به استفاده از آنزیم یمحقق

 در راستای تقویت و تشخیص ژنوم استفاده کنند.حاوی ضدانعقاد هپارین 

موجود  HepP (Heparin protein)انجام شد، مشاهده شد که پروتئین  2108و همکاران در سال  Dzvovaکه توسط  مطالعه در

یک فاکتور حدت  HepPگذاری شده توسط آنزیم هپاریناز کد کند و، آنزیم هپاریناز را کد میسودوموناس آئروژینوزااکتری در بیوفیلم ب

، برهمکنش 2121درسال  و همکاران Kaya ایمطالعههمچنین در . (06) ( استPseudomonas aeruginosa 14) PA14بالقوه برای 

را، در راستا افزایش بیوفیلم باکتریایی، با افزایش  ای خونهای تک هستهبا سلول آئروژینوزاسودوموناس کشت باکتری بیوفیلم محیط

حاضر از عصاره  مطالعه. بر همین اساس در (21) های ضد التهابی ترشح شده در میزبان اثبات کردندزا و سایتوکینتعداد باکتری بیوفیلم

 گیری شد.بهره سودموناس آئروژینوزاکشت باکتری محیط

-Realبر آزمون  EDTA، ابتدا اثر مهارکنندگی دو ماده ضد انعقاد هپارین و 2122همکاران در سال  وAlinezhad دیگر  ایمطالعهدر 

TimePCR  سه روش دما،تأثیر را مقایسه کردند. سپسH2O2  غلبه بر اثر  یراستادر را ، اسید آسکوربیک و تیمارهای اسید نیتروژن

نتیجه  ند. دربررسی کرد DNAطی دو شرایط قبل و بعد از استخراج  Real-TimePCR آزمونتوسط  DNA تکثیر ی هپارین، برکنندگمهار

شود، اما با این دار شامل میEDTAبیشتری را نسبت به نمونه خون  DNAنمونه خون هپارینه غلظت حاضر،  مطالعهمشابه آن دریافتند که 

های انجام شده جهت برکناری اثر مهاری هپارین رین روش در میان روششود. همچنین بهتمی DNAحال هپارین به طور کامل مانع تکثیر 

گراد به مدت درجه سانتی 85ساعت قبل از استخراج، تیمار حرارتی در دمای  2گراد به مدت درجه سانتی 85به ترتیب تیمار حرارتی در دمای 

( و =3PH)با ساعت قبل از استخراج، استفاده از اسید نیتروز  2دت گراد به مدرجه سانتی 65ساعت بعد از استخراج، تیمار حرارتی در دمای  2

باشد. همچنین در راستای مقایسه مقادیر چرخه ساعت بعد از استخراج می 2گراد به مدت درجه سانتی 65در نهایت تیمار حرارتی در دمای 

 گیری از روش تیمار حرارتی مطابق روش ذکر شدهه بهرهمشخص شد ک ،دارEDTAنمونه خون با آستانه نمونه خون هپارینه، پس از هر تیمار 
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حاضر نیز مشابه نتایج به دست آمده  مطالعهدر . (6) شودتر را سبب میپایین CT، تکثیر ژنوم بیشتر در در جهت رفع اثر مهارکنندگی هپارین

به مدت  DNAبه همراه خون هپارینه قبل از استخراج  سودوموناس آئروژینوزاکشت باکتری صورت تیمار عصاره محیطدر مذکور،  مطالعهاز 

 .گرفتساعت، رفع اثر مهاری هپارین بر تقویت ژنوم صورت  20زمان حداقل 

  DNA ، به بررسی و مقایسه روش فنول کلروفرم و کیت تجاری جهت استخراج2106و همکاران در سال  Janbای دیگر در مطالعه

سبب  DNAنمونه مدفوع اسب پرداختند و دریافتند که روش فنول کلروفرم نسبت به روش استفاده از کیت تجاری، جهت استخراج از 

حاضر از روش فنول کلروفرم ایزوآمیل  مطالعهبرهمین اساس در   .(27) دشبه میزان بیشتر با مدت زمان و هزینه کمتر  DNAاستخراج 

 ها استفاده شد.نمونه DNAالکل جهت استخراج 

اثر مهارکننده  EDTAحاضر، نشان داد که ضد انعقاد هپارین نسبت به  مطالعهدست آمده از ه بررسی نتایج ب: گیری نهایینتیجه

 گذاری عصاره محیط کشت باکتری. همچنین تیمار و گرمخانهگردیدو مانع تقویت ژنوم  شدب سب Real-TimePCRبیشتری را بر آزمون 
درجه  37ساعت در دمای  20، به مدت زمان حداقل DNAقبل از استخراج  ،حاوی هپارین ، به همراه خونسودوموناس آئروژینوزا

 20و مدت زمان بیشتر از  شدرا سبب  Real-TimePCRوی آزمون تقویت مولکولی ر گراد، تجزیه و رفع اثر مهارکننده هپارین برسانتی

در همین  .یدگردسبب  EDTAتر را، حتی نسبت به نمونه حاوی ضدانعقاد پایین CT ساعت گرمخانه گذاری، تکثیر باکتریایی بیشتر در

ز بها و محدود و استفاده اده از آنزیم هپاریناز تجاری گرانن را قادر سازد، بتوانند بدون نیاز به استفایراستا این روش ممکن است محقق

 در راستای تقویت و تشخیص ژنوم استفاده کنند.ضدانعقاد دیگر، از نمونه خون حاوی ضدانعقاد هپارین 

 سپاسگزاری

 .دارندشکی اعلام مینویسندگان مقاله تشکر و قدردانی خود را از معاونت محترم پژوهش و فناوری دانشگاه سمنان، دانشکده دامپز

 تعارض منافع

 .تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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