
 مختبر وراثة أحياء مجهرية
 3 مختبر

(Candida) استخلاص انحامض اننىوي من فطر انـ 

DNA(nucleic acid) Extraction from Candida 

 

 ركٌٕ :  candidaيؼٛشخ إَٔاع جُظ   yeastجُظ يٍ أجُبط انخًبئش 

1- endosymbiosis   انزؼبٚش انغهًٙ : ٚؼُٙ إٌ ٚؼٛش ػًٍ جغى أٔ خهٛخ كبئٍ أخش يضم ٚزؼبٚش

 يغ يؼبئف انحٕٛاَبد )الإَغبٌ(. 

2- Commensalisms  .انزؼبٚش ثٍٛ كبئٍُٛ احذْى ٚغزفبد يٍ ْزا انزؼبٚش ثًُٛب الأخش لاٚزأصش : 

3- Opportunistic   ثؼغ إَٔاع انـ :candida  شاع ٔأكضش نٓب قبثهٛخ كبيُخ ػهٗ اٌ رغجت الأي

candidiasis  (thrush )انزٙ رغجت   candida albicansالإَٔاع انًشػٛخ ْٕ 

ثبلإَغبٌ ثبلأخض نذٖ انًشػٗ انًظبثٍٛ ثبنٍْٕ انًُبػٙ 

immunocompromed patients   .ٔفٙ ثبقٙ انحٕٛاَبد 

فٙ أيؼبء  candida albicansيضم رؼبٚش   gut floraرؼبٚشّٛ ثشكم ؽجٛؼٙ ثبلأيؼبء  -4

 ٕاَبد.انحٛ

 

صادد ثبنغُٕاد الأخٛشح أًْٛخ دساعخ الأجُبط انًغججخ نلإطبثبد الاَزٓبصٚخ َزٛجخ لاَزشبسْب فٙ انؼبنى      

ثبلأخض نذٖ انًٍُْٕٛ يُبػٛب, َٔزٛجخ نًؼشفخ انززبثغ انذقٛق نهقٕاػذ انُزشٔجُّٛٛ نهجٍٛ نؼذد يٍ أجُبط انـ 

candida  انًؼبدح نهفطشٚبد يٍ  يب عبػذ ػهٗ رطٕٚش ػذد يٍ انؼلاجبد. antifungal therapies  

 

Laboratory Characteristic                                                            انخصائص انمختبريت                                                                                   

كجٛشح, يذٔسح, ثٛؼبء أٔ كشًٚٛخ )حٛش أشزق   Agar plateانضسػٙ رظٓش انًغزؼًشاد فٙ انٕعؾ     

 (.whitishثًؼُٗ  albicans اعًٓب انلارُٛٙ 

 

Clinical  Characteristic                                                                  انخصائص انسريريت                                                                                               

 .  vaginal candidiasisيضم   superficial infectionsثؼؼٓب يغؤٔل ػٍ الإطبثبد انغطحٛخ  -1

انجؼغ اٜخش يغؤٔل ػٍ الإطبثبد الاَزٓبصٚخ انزٙ رٓذد حٛبح انًشٚغ ثبلأخض نذٖ يشػٗ الأٚذص  -2

aids  ٔ.ٙيشػٗ انغشؽبٌ انزٍٚ ٚغزقجهٌٕ انؼلاط انكًٛٛبئ 

 حٛش ُٚزقم انفطش ػٍ ؽشٚق أؽقى الأعُبٌ.  oral candidiasisرغجت  -3

َزٛجخ نزُبٔل الأدٔٚخ انًؼبدح   gastrointestinal tractرًُٕ يغزؼًشاد ثبنقُبح انًؼٕٚخ انًؼذٚخ  -4

 .antihyperacidity drugsنهحًٕػخ 
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Genetic characteristic                                                                       انخصائص انىراثيت

                                                                      

ٚكٌٕ صُبئٙ انًجًٕػخ   candidaأصجزذ انذساعبد انٕساصٛخ ٔدساعبد انجبٕٚنٕجٙ انجضٚئٙ اٌ َٕع انـ      

 .   heterozygousٔيزجبٍٚ انضٚجخ   diploidانكشٔٔعٕيٛخ 

 Diphenyl amine ٔ flow ثطشٚقخ  DNAكًب اصجزذ ػلاقزٓب ثبنخًبئش ػٍ ؽشٚق قٛبط يحزٕٖ انـ 

cytometry  . 

ػٍ   DNAكًب اَّ اصجذ اٌ انفطش صُبئٙ انًجًٕػّ انكشٔيٕعٕيٛخ ػٍ ؽشٚق انطجٛؼخ انحشكٛخ نجضٚئّ 

 انكهٙ انًًغٕخ.  DNAؽشٚق إػبدح الاسرجبؽ نهـ 

 

 انفرق بين انفطرياث وانبكتريا وراثيا:

 

Bacteria Fungi 

كبئُبد ثذائٛخ انُٕاح لارحزٕ٘ ػهٗ  -1

غلاف َٕٔ٘ انًبدح انُٕٔٚخ يجؼضشح 

 ثبنغبٚزٕثلاصو.

ٚكٌٕ خٛؾ يفشد ٚزأنف يٍ   DNAانـ  -2

الأحًبع انُٕٔٚخ فقؾ يزظم ثبنغشبء 

 انغبٚزٕثلاصيٙ.

 DNAَغجخ انكٕاٍَٛ ٔانغبٚزٕعٍٛ فٙ  -3

 22-33 . % 

رشكٛت ٔثُبء انجشٔرٍٛ ٚزى أصُبء انزكبصش  -4

ٔحٛذ يغ ثؼغ  RNAٔٚشزشك 

انجشٔرُٛبد, ايب انشاٚجٕعٕيبد 

انًشزشكخ فٙ انزشكٛت )انجُبء( ْٙ 

 يٕصػخ فٙ انغبٚزٕثلاصو.  70sَٕع 

كبئُبد حقٛقٛخ انُٕاح رحٕ٘ ػهٗ غلاف  -1

يٕجٕد فٙ انُٕاح  DNAَٕٔ٘ ٔانـ 

 ٔانًبٚزٕكَٕذسٚب.

 ٕٚجذ أكضش يٍ خٛؾ طغٛش يٍ انـ -2

DNA   َٕ٘ٔ ٍٛٚزشكت يٍ ثشٔر

 اػبفّ نلاحًبع انُٕٔٚخ.

 DNAَغجخ انكٕاٍَٛ ٔانغبٚزٕعٍٛ فٙ  -3

 %.44رقزشة يٍ  

غبٚزٕثلاصو ٚحذس ثُبء انجشٔرٍٛ فٙ ان -4

إَٔاع يٍ  3ثزٕجّٛ يٍ انُٕاح ٔرشزشك 

ٔانشاٚجٕعٕيبد يٕصػّ فٙ  RNAانـ 

انجذاس انخهٕ٘ ٔانشجكخ الاَذٔثلاصيٛخ 

ثًُٛب انًبٚزٕكَٕذسٚب   80sيٍ َٕع 

70s  . 

 

 sedimentation coefficient (s) يلاحظخ: يؼبيم انزشعٛت 

70s =2.4x10ٔصٌ جضٚئٙ  
6

  

80s=4.5x10
6
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 تحضير انمحانيم 

1M=1000mM 

 انًٕلاس٘ 

 انٕصٌ انجضٚئٙ نهًبدح = ٔصٌ انًبدح فٙ نزش 1كم 

M=W./M.Wt.x1000/v. 

   121.4ػهًب اٌ انٕصٌ انجضٚئٙ نهًبدح ٚغبٔ٘   Tris-baseيٍ   0.1Mحؼش  :مثال

 ثزطجٛق انقبٌَٕ  /ج

M=W./M.Wt.x1000/v. 

Phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1) 

 يبٚكشٔنٛزش  354ارا كبٌ حجى انؼُّٛ انًشاد اػبفزٓب 

 

750/50=15  

25x15=375 x no. Of samples = 

24x15=360 x no. of samples= 

1x 15=15 x no. of samples = 

Chloroform: isoamylalcohol 

 (24:1) 

750/25=30 

24x30=(720) x no. of samples= 

1x 30=(30) x no. of samples = 
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Materials and Method 

 Chemicals and Instruments                                                  الأجهزة وانمىاد انكيميائيت 

 

Instruments  

Metter balance 

Hotplate 

pH-Meter 

Autoclave  

Centrifuge  

Micropipettes 

Vortex 

Tibs 

Eppendrofe tubes 

Glass beads 

Refrigerator  

  

Chemicals 

EDTA(1mM)      pH=8 

Tris-HCL (10mM) 

SDS 1% 

NaCL (100mM) 

Trition X-100 2% 

Phenol  

Chloroform 

2-propanol 

Ethanol 70% 
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Working Solution 

1-lysis buffer  

(10mM Tris, 1mM EDTA, 1% SDS, 100mM NaCL, 2%Triton X-100) 

 

2-TE buffer 

(10mM Tris, 1mM EDTA) 

 

 :Protocolطريقت انعمم 

يٍ يحهٕل  300µLَٔؼٛف  Eppendrofٔرٕػغ فٙ اَجٕثخ   loopَُقم جضء يٍ انًضسػخ ثبنهٕة -1

lysis buffer  . 

 glassيٍ  isoamyl alcohol-chloroform (1:1)  ٔ300mgيٍ يحهٕل  300µLَؼٛف  -2

beads  قطشْب(0.5mm. ) 

 نزحطٛى انخلاٚب ثشكم كبيم. 5minنًذح   vortex ـًَضط انؼُٛخ ثبعزخذاو إن -3

 . min 5نًذح   rpm 10.000ثغشػخ   centrifugeـرطشد انؼُٛخ يشكضٚب ثبعزخذاو إن -4

 .    chloroformجذٚذح صى رغزخهض يغ كًٛخ يغبٔٚخ يٍ   eppendrofُٚقم انششح انٗ أَجٕثخ  -5

 . min 5نًذح   rpm 10.000ثغشػخ   centrifugeـرطشد انؼُٛخ يشكضٚب ثبعزخذاو ان  -6

 %70أٔ  propanol-2 جذٚذح ٔرشعت أنؼُّٛ ثبعزخذاو   eppendrofُٚقم انششح إنٗ أَجٕثخ  -3

ethanol. 

 .  ٚؼًم ؽشد يشكض٘ نهؼُٛخ -2

 .  min 15َزخهض يٍ انشاشح ٔرزشك انؼُّٛ رجف ثبنٕٓاء فٙ دسجخ حشاسح انغشفّ نًذح -9

C-20ٔرحفع ثذسجخ حشاسح   TEيٍ يحهٕل انحفع 100µLرحفع انؼُٛخ ة  -14
◦

 نحٍٛ الاعزخذاو. 

 

 (Bio-safety)  انمحاذير 

 اسرذاء انظذسٚخ ٔانكفٕف أصُبء انؼًم. -1

أصُبء انؼًم كًب ٚجت   hoodيغ اعزخذاو  phenol  ٔchloroform اعزخذاو انكًبيخ ػُذ اعزخذاو  -2

 .Carcinogenic materialانحزس يٍ يلايغخ انجهذ يغ ْزِ انًٕاد لأَٓب يٕاد يغشؽُّ 

 انزؼبيم يغ انفطش ثحزس لأَّ يٍ انًغججبد انًشػٛخ . -3

 رؼقٛى يكبٌ انؼًم ٔانزخهض يٍ انُفبٚبد الاعزخلاص . -4

  phenol.َزٛجخ نزظبػذ أثخشح   phenolيٍ انزهف ثبنـ  micropipetteانحفبظ ػهٗ  -5

 


