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 صيتشخجهت  MPN با روش استاندارد PCR روشمقايسه 

 آب شرب در ييايآلودگي باکتر
 

 ، محمدرضا ذوالفقاری 1و  3 فاطمه دهقان
 ، 2 ه گراونديسم ،*2 محمد ارجمندزادگان ،2

 4 ، عليرضا كسروی1 سالومه كلانتری ،1 غلامرضا احمری

 قم، ايران ،وژیگروه ميكروبيول ،قمواحد  ،يدانشگاه آزاد اسلام   3
 ، اراک، ايراناراک يدانشگاه علوم پزشك ،يكودكان، دانشكده پزشك يسل و عفون قاتيمركز تحق 2

 آب و فاضلاب استان مركزیشركت كنترل كيفيت و بهداشت دفتر  1
 علوم تحقيقات،اراک،ايرانواحد  ،يدانشگاه آزاد اسلام  گروه ميكروبيولوژی،  4

 

 (23/1/32ذيرش مقاله: پ -6/1/32دريافت مقاله: )

 

 چكيده
 طول هب روزچند  يآلودگ زانيم بو بر حس بوده بر زمان ،یبر نهيهز بر علاوه كشت روش به شرب آب يكروبيم يآلودگ صيتشخ :زمينه

و سرعت  تيحساس یدارا يملكول یها روش. ندينما يم فادهتاس يبررس مورد آب از زمان نيا در شهروندان كه است يدرحال نيا. انجامد يم

فرم،  ياز نظر كل آب يكروبيم عيسر يابيجهت ارز Multiplex PCR ق روشين تحقيدر ا .هستند یكمتر ياتيو زمان عمل ييعمل بالا

Ecoli  یها یباكتر يص احتماليتشخو VBNC و مركز تحقيقات سل و  یمركز استانو فاضلاب  آبشركت  یولوژيشگاه باكتريدر آزما

 .دياجرا گرد ياتيملدر فاز ععفوني كودكان 

و اجرا  يطراح Multiplex PCRدر واكنش  uidA و lacZ یها ون ژنيكاسيف يفرم با كمک آمپل يع كليص سريتشخ :ها مواد و روش

با استفاده از  شده و یآور جمع ين بررسيا رمخزن دنمونه  1و  شبكهنمونه  16 ،نمونه چاه 43شامل  اراکنمونه آب شرب شهر  88 .ديگرد

استاندارد و  يعنوان روش به MPN آزمايشن يقرار گرفتند. همچن Multiplex PCR آزمايشمورد  uidA و lacZ یها ون ژنيكاسيف يآمپل

خالص  یها یاستاندارد، باكتر یباكتر یروMPN  و Multiplex PCR یها شها انجام شد. رو نمونه يتمام ی، روها يافتهسه يجهت مقا

 دند. يانجام گرد( مرجعه يسو)، CRM(Certificated Reference Material زين و مثبت MPN یها هاز نمونشده 

استاندارد،  یباكتر یرو PCRجه ينت ج مشابه را نشان دادند.يها در هر دو روش نتا چاه، شبكه و مخزن، اكثر نمونه یها نمونه رد ها: يافته

 يمنف MPNجه يو نت مثبت PCR یدارانمونه  پنجبود.  PCR وشد كننده رييأز تين CRMمثبت و  MPN یها خالص شده نمونه یها كشت

 افت.يكاهش قه يكصد و پنج دقيحدود ر فاكتورها به ييبا تغ PCRات يكل عمل نگزارش شدند. زما

 .فراهم نمود يدنيرا در آب آشام ياكلياشرش فرم كل و يكل یها یهمزمان باكتر ييامكان شناسا ،Multiplex PCRروش  :گيری نتيجه
 MPN ، روش  PCRآب شرب، آلودگي باكتريايي، روش :اژگان كليدیو

ISMJ 2014;17(5): 867-878 
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 مقدمه

 در که هستند يشاخص ترين کليفرم مهم يها يباکتر

 قرار توجه مورد ها آب باکتريولوژيكيات آزمايش

آب  يعنوان شاخص آلودگ هفرم ب ين کلييتع. گيرند مي

 يكيولوژيكروبيم يها يژگي)و 1111در استاندارد شماره 

مشاهده  1که در جدول گونه  نهماو ن شده ييتب آب(

 يها فرم کلير ي، ساياکلياستفاده از اشرش شود، يم

در نشانگر  يها يعنوان باکتر ها به فرم کليو  يگرماپا

 (.1) ه شده استيتوص يدنيروزمره آب آشام لکنتر
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 هاي آشاميدني کليه آب 1
هاي  فرم اشرشياکلي يا کلي

 گرماپاي
 منفي

2 
آب تصفيه شده جهت استفاده 

 در شبكه توزيع

هاي  فرم اشرشياکلي يا کلي

 گرماپاي
 منفي

3 
آب تصفيه شده موجود در 

 سيسيتم توزيع

هاي  فرم اشرشياکلي يا کلي

 گرماپاي
 منفي

 

آب  يكروبيم يص آلودگيتشخ يمعمول برا ياه روش

ز يبر کشت نمونه آب و ن يمبتن يها شامل روش

 کمک  داز )بهيم بتاگالاکتوزيص آنزيتشخ

ortho-nitrophenyl-β-Dgalactopyranoside)  بوده

 يون طولانيدوره انكوباس مانند ياشكالات يداراکه است 

، ها ير باکتريبا سا يساعت(، امكان آلودگ 22-84)

و کند رشد با  يها يص باکترياندک در تشخ يتوانائ

رقابل يزنده غ" يها يص باکتريدر تشخ يعدم توانائ

ار مورد توجه يران بسيدر ا راًي( که اخVBNC) "کشت

 . (3 و 2) باشد يقرار دارند، م

 يها پاتوژن ينيبازب يبرا يمولكول يها امروزه از روش

عنوان  هب PCRشود.  ياستفاده م ييايو باکتر يروسيو

فرم  يص کليتشخ يو قابل اعتماد برا ياختصاص يروش

از  PCR. در (8) استه شده يتوص يدنيدر آب آشام

 beta-galactosidase) ون ژنيكاسيف يآمپل

gene)lacZ و از ژن فرم کليص توتال يتشخ يبرا 

(beta-DuidA glucuronidase gene )يبرا 

شود  يده ماستفا يصورت اختصاص به E. Coliص يتشخ

معمول  يها شده روش ياد بيبا توجه به معا .(8)

شگاه و يبه آزما يورود يها نمونه يکشت، حجم بالا

روش  ين بررسي، در ايدگاه اقتصادين از نظر ديهمچن

کل و  فرم کليع يص سريجهت تشخ PCR يمولكول

 در آب شرب مورد استفاده قرار گرفته است. يمدفوع

 آمپليفيكاسيوناز  1991ر سال د (Bejبژ ) نام به يمحقق

 يبراlam B  ي بتاگالاکتوزيداز( و )کدکننده lac Z ژن

در  ياکلياشرش و ها فرم اثبات وجود يا عدم وجود کلي

مورد استفاده در  PCRکرد. روش  استفاده يدنيآشامآب 

دست  ج بهيساده بوده است و نتا PCRک ين روش يا

در  يمولكول يها روش يد برتريؤم ين بررسيآمده از ا

 (.2) باشد يدر آب م ييايباکتر يآلودگ ييشناسا

 توان به ين مورد ميانجام شده در ا يها يگر بررسياز د

 (Tantawiwat) واتيتانتاوانجام شده توسط  ژوهش پ

و  ياکلياشرشوجود  يتحت عنوان بررس 2112در سال 

 وم پرفرنژنز با استفاده از روشيديکلستر

Multiplex PCR  ژنکرد. نام برده از اشاره lac Z و 

plc ز ين يدست آمده از بررس ج بهياستفاده نمود و نتا

 يروش مولكول يت بالايدقت و اختصاص نشان دهنده

 (.8) باشد يها در آب م يباکتر ييجهت شناسا

 روش کشت يابيسه و ارزيمقابررسي ن ياهدف 

(MPN) و روش PCR يها با کمک ژن lac Z و 

uidA، کل فرم کلي يها يباکتر ييدر شناسا 

و  (و انتروباکتر ياکلياشرش ،لايکلبس ،تروباکتريس)

 ياتيعمل يجهت اجرا آزمايش ين سازيروتن يهمچن

 باشد. يمآب  يشناس كروبيم يها شگاهيدر آزما
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 هامواد و روش

 يها هيه شامل سويگروه سوسه از بررسي ن يدر ا -1

در کنار جدا شده از آب آلوده  يها هياستاندارد و سو

ش يشده از شبكه با هدف افزا يآور جمع يها نمونه

 يطراح  PCRسه روشيو مقا يابيدقت، جهت ارز

 استفاده شد: شده،

 يمرهايبا کمک پرا  ATCC 25922ياکلياشرشالف( 

روش مورد  يابيارز يبرا ه وانتخاب شد ياختصاص

مورد استفاده قرار  ياکليص اشرشيمطالعه در تشخ

 (.2) گرفت

 كايآب آمر يشناس كروبيم ياساس استانداردهاب( بر 

 استانداردزه يليوفيل يها يمجموعه باکتر از، (1)

(CRM)روش مورد استفاده در  يابي، جهت ارز

ک ي. ديگردآب استفاده  يشناس كروبيم يها شگاهيآزما

ن يدر ا ،(CRM04) استفاده مورد يها  CRMنوع از

 يها يباکتر±/mL CFU دارايروش 

گر يد CRM و ياکلير از اشرشيفرم به غ يگروه کل

(CRM07 )يحاو mL111CFU/2±111يها يباکتر 

 بود. ياکليفرم و اشرش يگروه کل

ن مرحله با استفاده از دستورالعمل مندرج در يدر ا

 CRM04هر دو  يرو MPN آزمايش،  CRMکاتالوگ

ج مثبت حاصل از يانجام گرفت. سپس نتا CRM07 و

 .قرار گرفتند يكروبيز ميد آنالمور CRMهر دو 

 ياحتمال هاز مرحلمثبت حاصل  يها ب که نمونهيترت نيبد

MPN يها طيمح يرو BGB و EC  کشت داده شدند

 و EMBط يمح يها بر رو طين محيمثبت ا يها هو نمون

NA خالص کشت داده شد يدست آوردن کلن جهت به 

ت جه ماًيمستق خالص به دست آمده يها يکلن (.2و  6)

 د. ياستفاده گرد PCRروش  انجام

 يابيبا هدف ارز: از آب آلوده ها يباکتر يجداساز -ج

آلوده کننده آب که از  يها ياستفاده باکترروش مورد 

مثبت  MPN يها از نمونه ،ت دارندياهم ينظر بهداشت

 يها با روش وص شدند يو تخل يجداساز

تند. قرار گرف ييتا حد گونه مورد شناسا يشناس كروبيم

  کشت يها طيمنظور از مح نيبه ا

Nutrient agar، EMB، IMVIC، ن و اوره يل آلانيفن

 (.9و  4) گرم انجام شد يزيآم در کنار رنگ

 يها نمونه از يدر مرحله کشت تعداد يابين ارزيدر ا

شرکت آب و  آب يولوژيشگاه باکتريبه آزما يارسال

تا  1391مهر يدر فاصله زمان يمرکز استانفاضلاب 

ن يدر ا. قرار گرفت يمورد بررس 1391ماه  بهشتيارد

 نوع نمونه  سه يبر رو PCR شيآزما قيتحق

 . گرفتانجام 

ستم يساز  آب نمونه 41 :يواقع یها نمونه -الف

 36چاه، آب نمونه 81 اراک که شاملشهر  يرسان آب

مخازن آب نمونه  3و  اراکشهر شرب آب  شبكهنمونه 

 انتخاب شد. شهر 

 ياکلياشرشکه شامل  :استاندارد یها یباكتر

A TCC 25922  دو نوعو CRM بود . 

ه مثبت بود  BGBيها نمونه: يساختگ یها نمونه -پ

بوده. فرم محرز شده  يها به کل آن يكروبيم يآلودگکه 

و پاساژ داده  ينگهدار  PCRميتنظ يبراها  ن نمونهيا

خالص به  يها، باکتر يباکتر يپس از جداساز شد.

 د. ياضافه گرد يمنف MPNونه آب نم

آب  (MPN) يكروبياستاندارد م آزمايشانجام  -2

آب شامل  يكروبيمآزمون  استاندارد يها روش: شرب

روش  به ياکلين اشرشييز تعيفرم و ن  ين کلييآزمون تع

آب بر اساس  ياثبات آلودگ يباشد. برا يکشت م

کل  فرم يکل يها يد وجود باکتريبا يم 1111استاندارد 

ا يتروباکتر( و يانتروباکتر و س ،لايکلبس ،ياکلي)اشرش

 (.3) اثبات گردد ياکلياشرش
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کتاب استاندارد  شرح ارائه شده در هب MPN آزمايش

از  ياحتمال ي لهمرحطور خلاصه، در  هب (.4) ديگرد اجرا

کشت لوريل  طيمحاي، از  چند لوله ريش تخميآزما

ده لوله   ،يدنيآشامآب  يبرا. شدتريپتوز برات استفاده 

 28±2بعد از . ديگردنمونه آماده  تريل ميلي 11 يحاو

از نظر ها  لوله، 32±2/1 يدمادر  ونيانكوباس ساعت

در  .قرار گرفتند يبررس دگاز مور ديتول و رشد ميكروبي

 يج منفيها نتا نمونه يساعت تمام 28که بعد از  يصورت

ج ينتاح بودن ينان از صحيجهت اطم ،را نشان دادند

ها در انكوباتور قرار داده  گر نمونهيد ساعت 28، يمنف

 84±3عدم واکنش اسيدي يا توليد گاز پس از  شوند. يم

يا  يديجاد واکنش اسيا. بود يجه منفينت انگريبساعت، 

 نمثبت بود انگريبساعت،  84±3گاز پس از  ديتول

 يواکنش احتمالهاي مثبت در  . لولهبود يش احتماليآزما

هاي آب  . نمونهشدند ييدي منتقلأت ي لهحمربه 

و  يديواکنش اسرشد ميكروبي را بدون  که يدنيآشام

ييدي منتقل أت ي هز به مرحليگاز نشان دادند، نديتوليا 

هاي تخميري آبگوشت  ييدي، از لولهأ. در مرحله تشدند

 .شداستفاده  (BGBبرليانت گرين لاکتوز بايل )

گاز و  ديتولکه  ياحتمال  ي همرحلهاي  يا بطري ها لوله

 تكان داده شدند يآرامبه  شده بودمشاهده  آنهادر  دياس

. با استفاده نديدرآها در آن به حالت شناور  تا ارگانيسم

لوپ  شتريبقطر، يک يا  متر يليم 3 لياستراز يک لوپ 

 ريتخماول به لوله   ي همرحلاز لوله تخميري  کامل

 ي همرحلز بايل در آبگوشت برليانت گرين لاکتو يحاو

 يدماييدي در أت  ي همرحلهاي  لوله .شدييدي منتقل أت

C2/1±32 زانيم. تشكيل گاز به هر شدند يگذارگرما 

ساعت  84±3 هاي دورهام و در هر زمان تا پايان در لوله

(. 4) مرحله است نياپاسخ مثبت در  انگريب، ونيانكوباس

 يک لوپ BGBز همانند ين Cط کشت يدر مورد مح

  ECيحاواول به لوله   ي همرحلز لوله تخميري ا استريل

هاي  در لوله زانيمتشكيل گاز به هر  شود. يمنتقل م

ساعت  84±3 دورهام و در هر زمان تا پايان

و وجود مرحله  نياپاسخ مثبت در  انگريب، ونيانكوباس

 .است يفرم مدفوع يکل يها يباکتر

ز ين آناليدر ا :ها نمونه یساز ون و آمادهيلتراسيف -1

 82/1 با قطر يمورد نظر از صاف يها نمونه يس يس 121

 يعبور داده شدند. برا ءکمک پمپ خلا كرون بايم

نار فلو يلامر يزن عمل ي، اياحتمال ياز آلودگ يريجلوگ

 د. يانجام گرد 2کلاس 

به دو روش  يها از کاغذ صاف كروبيجدا کردن م

 رفت:يصورت پذ

کاغذ  :روكربناتيل پيتا یشستشو با كمک د -الف

حدود در ابتدا  قرار داده و يس يس 21را در بشر  يصاف

 روکربناتيل پيات يدرصد د 1/1محلول  يس يس 2

(DEPC )با  يد. صافياتوکلاو شده به بشر اضافه گرد

و  يور ساز ز غوطهيواره بشر و نيکمک سمپلر در د

و محلول  شدداده شستشو  يد، به خوبيتلاطم شد

وژ منتقل يفيسانترستشو به لوله فالكون حاصل از ش

 1/1گر از محلول يد يس يس 2 گري. سپس بار دديگرد

اتوکلاو شده به بشر اضافه  روکربناتيل پيات يدرصد د

 يشد و به همان روش ذکر شده در مرحله قبل به خوب

شستشو داده شد و محلول حاصل از شستشو به لوله 

 يت کاغذ صافينهادر  .ديوژ منتقل گرديفيسانترفالكون 

شستشو داده  روکربناتيل پيات يداز محلول  يس يس 3با 

 منتقل شد. وژيفيسانترشد و به لوله فالكون 

 ين روش کاغذ صافيدر ا :شستشو با آب مقطر -ب

همان روش ذکر  قاً بهيل دقيبا استفاده از آب مقطر استر

 يبه خوب روکربناتيل پيات يشستشو با کمک دشده در 

 محلول ييحجم نها يس يس 13 ده شد.شستشو دا

قه يدق 11مدت  هب 18111با دورحاصل از شستشو، 

با دقت با سمپلر حذف  ييوژ شد. محلول رويفيسانتر
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اتوکلاو شده  يولوژيزيسرم ف يس يس 11و حدود  هشد

د. پس از تلاطم، با همان روش يبه رسوب اضافه گرد

 از رسوب شسته  DEPCبيترت نيوژ شد. بديفيسانتر

 2/1وپ يكروتيبه م ييتر رسوب نهايكروليم 311شد. 

 2مدت  هدور ب 18111در  وژيفيمنتقل و پس از سانتر

عنوان  هب ييتر رسوب نهايكروليم 21حدود  تاًيقه نهايدق

منتقل  گريد 2/1وپ يكروتيک ميبه  ييايتوده باکتر

 قرار گرفت. RCPمرحله بعد تحت آزمون و در د يگرد

 يا سهيصورت مقا هها ب از نمونه يتعداد ين بررسيدر ا

)استفاده از آب مقطر  آن روکربنات و بدونيل پيات يبا د

 ش قرار گرفتند.يمورد آزما ل(ياستر

 يها ، در ابتدا روش PCRآزمايشمنظور انجام  به

 زيخالص شده و ن يها ياز باکتر DNA يجداساز

شده آب مورد استفاده قرار گرفت.  لتريف يها نمونه

 يساز و ساده آزمايشدر انجام  عيهدف تسرسپس با 

م توده يمستق RCPاز روش  ن،يروت يروش در اجرا

دست  هب يروش توده سلولن يا در شد. استفاده يسلول

مورد  ظيو تغل ونيلتراسيآب پس از ف يها آمده از نمونه

،  PCRييکه حجم نها بيترت نياستفاده قرار گرفت. بد

 PCRکل اجزا  رتيكروليم 21شامل  تريكروليم 22

 در نظر گرفته شد.  يكروبيتوده م تريكروليم 2همراه  به

 ياز کلن زيخالص ن يها يباکتر يرو PCRانجام  يبرا

PCR  خالص  يها يکه کلن بيترت ني. بدديگرداستفاده

آب  تريل يليم 221 جدا شده در ابتدا در يها يباکتر

مشابه نمونه آب  قاًيحل شده و سپس دق ليمقطر استر

عمل  1/8در بخش روش ذکر شده  بنابر ،يرب شهرش

 .دياجرا گرد  PCRدر پايان شده و 
 

 PCRانجام  -4
 

 انتخاب ژن

 lacZمشخص شد که ژن  يبانک ژندر  Blastبا انجام 

داز در تمام يعنوان ژن کدکننده بتا گالاکتوز هب

 نسبتاً يوالت ياد شده وجود داشته و داراي يها يباکتر

ن ي، وجود ايدينوکلئوت Blast با انجام باشد. يم يمشابه

، ياکلياشرش مانندفرم مورد نظر  يکل يها يژن در باکتر

 اثبات شد. لا و انتروباکتريتروباکتر، کلبسيس

که  (8) مشخص شد يو منابع علم يبانک ژن يبا بررس

در  ياکلياثبات وجود اشرش يبرا uidAتوان از ژن  يم

تفاده نمود. اس يصورت اختصاص آب به يها نمونه

 يها ژن  Reverseو  Forwardيمرهايپرابنابراين 

uidA  وlacZ (8) يها يص وجود باکتريتشخ يبرا 

 .اد شده در آب انتخاب شدندي

شكل ) 8/1ويرايش   MEGAافزار گونه که در نرم همان

مشخص شده  يمرهايشود، با کمک پرا يمشاهده م( 1

 428ه ک قطعي، lacZاز ژن  1266تا  392ه ياز ناح

 رد. يگ يقرار م يانتخاب و مورد شناسائ يجفت باز

 

      
 lacZاز ژن  1266تا  392 هيناح( پرايمرهاي فوروارد و ريورس در 1شكل 

 

 Multiplex PCR مراحل 

  و lac Zدو ژن  يمراز برا يپل يا رهيواکنش زنج

uid A صورت مجزا و همزمان  هب 

(Multiplex PCRاجرا و نتا )در  .ديسه گرديمقاآن ج ي

 و lac Z يها ژن صيتشخها با  مطالعه شناسايي نمونه نيا

 uid A با کمک PCRصورت همزمان ) و بهMultiplex 
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PCR،)  پرايمرهاي مندرج  زگرفت. اقرار  يبررسمورد

 ژن از زوج باز 426 قطعات ريتكثجهت  2در جدول 

lacz از ژن زوج باز 182 و  uid A  شد. استفاده

وي ژل الكتروفورز تشخيص داده شده و محصول ر

 نتايج با روش کشت مورد مقايسه قرار گرفت. نهايتا

 

 PCRو برنامه طراحي شده اصلاحي جهت كاهش زمان  MultiplexPCR( توالي پرايمرهای مورد استفاده در 2جدول 

برنامه 

Multiplex 

PCR 

برنامه اصلاح 

 شده
PCR ژن هدف برنامه Primer set Primer set 

 دقيقه 98-1

 دقيقه 22-1

22-21 s 

Cycles:23 

s 98-81 

s 22-81 

s 31-22 

Cycles:23 

 دقيقه 1-98

 دقيقه 1-22

 دقيقه 1-22

Cycles:22 

lacZ 
LZL:ATGAAAGCTGGCTACAGGAAGGCC 
LZR:CACCATGCCGTGGGTTTCAATATT 

 

Coliform 

bacteria 

s 31-89 

s 31-22 

s 31-22 

Cycles:23 

s 98-82 

s 82-62 

s 82-22 

Cycles:31 

uidA UAL:TGGTAATTACCGACGAAAACGGC 
UAR:ACGCGTGGTTACAGTCTTGCG Ecoli 

 گراد مي باشد. درجه سانتي 22دقيقه در  2گراد و سيكل پايان  درجه سانتي 98دقيقه در  11سيكل آغازين شامل 

 

ميكروليتر شامل  22 ينهائ مدر حج آمپليفيكاسيون شواکن

 ،ق شدهيرق يا باکتري يص شده وتخلDNA ميكروليتر  2

واحد  dNTPs ،2/1ميكروليتر  1كروليتر بافر، يم 2/2

شد. ميكروليتر از هر دو نوع پرايمر اضافه  2و  taq ميآنز

 يب بوده است: دمايترت نيبه ا  PCRانجام واکنش لمراح

و  قهيدق 9مدت  به گراد يسانتدرجه  98ه ياول يواسرشتگ

 PCRدر واکنش  ريتكث يبرا يكل حرارتيس 23در ادامه 

درجه  22، قهيدق 1مدت  به گراد يسانتدرجه  98صورت  به

 گراد يسانتدرجه  22و  قهيدق 1مدت  به گراد يسانت

 .(2)جدول  شد يطراحه يثان 21مدت  به

 

 ها يافته
 ييايژنوم باكتر

ن يدر اها ذکر شد،  روشو که در بخش مواد گونه   همان

ش ي، افزاRCPام کاهش مراحل انج جهت بررسي

، مرحله کارکنان يکاهش خطا پيرو آنسرعت عمل و 

م يمستق RCPحذف شده و از روش  DNA يجداساز

با ژنوم  يجهت جداساز( colony PCR) يتوده سلول

 DNA يجداساز يها سه روشيمقا .شدت استفاده يموفق

نمونه  يها يون کل باکتريلتراسيز روش فيت و نيبا ک

 يها ن نمونهيروت آزمايشام مشخص نمود که در هنگ

ت، ضمن يبا استفاده از ک DNA يآب، روش جداساز

تواند باعث ارائه  يم ياضاف يها نهياعمال مراحل و هز

 گردد. VBNC يص احتماليز عدم تشخيکاذب و ن يمنف

 

PCR 
 استاندارد یها هيسو

 ياکلياشرش يباکتر يرو PCRالف( انجام 

ATCC 25922- 426، باندbp كتروفورز ارائه را در ال

 باشد. يم بررسيح يصح ينمود که نشانگر طراح

جهت  CRM 04 يرو  PCRانجام CRMs (ب

را نشان داد که نشانگر  426bpباند  lacZژن  يجستجو

 ي( و طراحياکلياشرش يباکتر يبه استثنافرم ) يوجود کل

دست  به 182bpن باند يبر ا علاوه .باشد يق ميح تحقيصح

ز ين uidAوجود ژن  يجهت بررس  PCRانجام زآمده ا

 است.  12CRMدر  ياکلياشرش ينشانگر وجود باکتر
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 18CRM و 112CRM يكروبيز مين آناليهمچن

را  ياکليفرم و اشرش يخانواده کل يها جنساز  يها يباکتر

 PCRها جهت انجام  ارائه نمود که از کشت خالص آن

ها  ين باکتريتمام ا يرو PCRعمل آمد. انجام  هاستفاده ب

را نشان  182bpو  426bp ي، باندهاجداگانهصورت  هب

بودن روش ارائه شده در  يداد که اثبات کننده کاربرد

  (.2 شكلباشد ) يشرب مآب  يص آلودگيتشخ

 هاي خالص: اشرشياکلي باند روي باکتري RCPدست آمده از انجام  ه: باندهاي ب2شكل

426bp  182وbp ،426انتروباکتر باند bp 426بسيلا باندو کل bpتوليد کرده است. 
 

 تافير ييتغ يا گونه هبا کاهش زمان ب ونيكاسيفيبرنامه آمپل

ساعت و  کيبه  قهيدق 12ساعت و  2از  ريکه زمان تكث

ن روش در يحاصل از ا يافت. باندهايکاهش  مين

به استفاده از  يازيگونه ن چيباشند که ه يم يا اندازه

با  بنابراينفورز نبوده و الكترو يد برايل آميآکر يپل

ش ولتاژ هنگام استفاده از ژل آگارز، زمان الكتروفورز يافزا

 افت.يز کاهش ين
 

مورد مطالعه از  یها یص باكتريو تشخ یجداساز -2

 آب شرب

 کلي فرم ياعضا ،آب يعامل آلودگ يها يباکتر صيتلخ

ه و يزوله تهيصورت ا مثبت به  MPNيها از نمونه، کل

 ييايگونه باکتر 8ص يمنجر به تشخ ييناساش يها آزمايش

ج يد. نتايانتروباکتر گرد و هيلا پنموني، کلبسياکلياشرش

ها در  ين باکتريا ييشناسا يبرا ييايميوشيب يها آزمايش

 (.9) باشد يقابل مشاهده م 3جدول 

ن يا يروuidA  و lacZ يها ژن يبرا PCRانجام 

را اثبات  182bpو، bp 426 يها، رخداد باندها نمونه

مورد  بررسيد روش يؤن مسئله مي. ا(3نمود )جدول 

 استفاده بود.
 

 شرب های جدا شده از آب های بيوشيميايي جهت شناسايي باكتری آزمايشنتايج  (1جدول 

Test 
bacteria SH2 TSI motility Urea Citrate VP MR Indol 

PCR 

Product 

(bp) 

 اشرشياکلي
- A/AG + - - - + + 

426 

182 

 کلبسيلا پنمونيه
- A/AG - + + + - - 

426 
 

 A/AG + - + + - - 426 - انتروباکتر

 

 آب یها نمونه یرو يج بررسينتا -1

ن يها اشاره شد در ا که در مواد و روشگونه  همان

 جينوع نمونه آب استفاده شده است. نتا 3از  يبررس

ها در جدول  تمام نمونه يرو PCRز يو ن  MPNانجام

 ان داده شده اند.نش 8

 

 راراک د رتوزيع، منابع و مخازن شههای شبكه  روی نمونه  PCRو MPN آزمايشات ميكروبي نتايج (4جدول 

 3133ماه  ارديبهشتتا  3138مهرفاصله زماني 

 آزمايش
 (=24N) نمونه های كنترل (=N)چاه  (=16N)شبكه توزيع  (=1N)مخازن 

 مثبت نفيم مثبت منفي مثبت منفي مثبت منفي

MPN 3 1 36 1 39 2 12 12 

PCR 3 1 31 2 39 2 12 12 
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شود از تعداد کل  مشاهده مي 8که در جدول  گونه همان

شگاه يبه آزما يارسالآب ع يشبكه توزهاي  نمونه

نمونه  2 ،ياستان مرکز بآب و فاضلا يولوژيباکتر

که  يحالاند در  بوده PCR جه مثبت درينت يدارا

 گزارش شده است.  يفمن  MPNجينتا

 MPNو   PCRآزمايشدر هر  شبكههاي  نمونه ريسا

 يمنف آزمايشهر دو  جينتايكساني بوده و  جينتا يدارا

باشد:  مي شرحن يابه  جينتاه چاهاي  مورد نمونه ربودند. د

 آزمايشنمونه مثبت در هر دو  2نمونه،  81تعداد  زا

MPN  وPCR ي چاهها نمونهج ينتا يمابقباشند و  مي، 

منفي گزارش شده است  MPNو   PCRروشهر دو  در

 گريكدي با آزمايشدهنده تطابق نتايج هر دو  که نشان

 PCRو   MPNآزمايشن در هر دو ي. همچنباشد مي

 بوده است.  يمنفمخازن آب  هاي نمونه همه نتايج

 

 بحث
 ها فرم يکل ييمتداول شناسا يها ، روشبررسي کنونيدر 

و دقت  تيو حساس سهيمقا يولكولم ديجد يبا متدها

 راست. دشده  يابيارز ياتيها در کاربرد عمل روش نيا

کاهش حجم  يبرا يروش مولكول کيمطالعه،  نيا

، آب کشور يولوژيباکتر شگاهيدر آزما نيروت اتيعمل

دقت عملكرد و  شيافزا ،ها نمونه زيآنال يها نهيکاهش هز

در آب موجود  VBNC يها يباکتر يده احتمال پوشش

 يگذار . هدفديگرد اجرا ياتيصورت عمل هارائه و ب

 هياول يدر غربالگر PCRاستفاده روش  يطرح بر مبنا

ا توجه به ب باشد. يشده در روز م رشيپذ يها نمونه

 يروزانه منف يها از نمونه يي، درصد بالابيشتر نكهيا

 يها ، حذف نمونهPCRبا  هياول يباشند، غربالگر يم

مثبت، باعث  يها نمونه يرو ها شيآزماو تمرکز  يمنف

کارشناس در  يريکشت و درگ طيکاهش مصرف مح

 ها خواهد شد. طيساخت و حذف مح

 lac Z ژن آمپليفيكاسيوناز  2119در سال  مترنّ

اثبات وجود يا عدم  يبراي بتاگالاکتوزيداز(  )کدکننده

در  يکرد. و استفاده يدنيآشامدر آب  ها وجود کلي فرم

نمونه  4 يرا تنها بر رو  PCRآزمايشها  ين بررسيا

 41از پيش رو که در مطالعه  يآب انجام داد در حال

ع و ينمونه آب شرب شامل منابع، مخازن و شبكه توز

استفاده  CRMsخالص شده و  يها ين باکتريهمچن

مورد استفاده  PCRگر در نوع يشده است. تفاوت د

تنها از ژن ساده و  PCRاز  مترنّ يباشد، در بررس يم

lac Z يها يباکتر ييعنوان ژن هدف جهت شناسا به 

از کنوني  يکه در بررس يفرم استفاده شد در حال يکل

 uidAو lac Z يها و ژن Multiplex PCR روش

ن يفرم و همچن يکل يها يباکتر ييجهت شناسا

دست آمده نشان  به نتايج استفاده شده است. ياکلياشرش

 ي هشخيص مولكولي مادکه به ت PCRدادند تكنيک 

 هاي ويژگي داراي ،پردازد آب مي ها در ژنتيكي ارگانيسم

 به نسبت را آن مزيت که است يفرد به منحصر

 .(2) دهد مي نشان آزمايشگاهي متداول هاي روش

ضمن  2111در سال ( RosinaGironeرونز )ينا گيروز

 آب هاي ژنمولكولي پاتوص يتشخ يها روش يبررس

نقش (، 6)( مولكولي هاي تكنيکب يا و معايمزا)

، biofilmها در آب جهت تشكيل  باکتري خطرناک

 VBNCهاي  يباکتروجود  نيهمچنو  يماريجاد بيا

 نام برده از ژن .مورد مطالعه قرار داده است

srRNA16ها استفاده نمود، در  فرم يکل ييجهت شناسا

شود که  يمشخص م يژن يها بانک يکه با بررس يحال

 يها يصد را در مورد باکتر در ت صدياختصاصن ژن يا

 همانند ياختصاص يها ست از ژنيبا يفرم ندارد و م يکل

lac Z ( 6 و 2استفاده شود.)  

 يداراها  فرم يکل ييشناساو  کشت يها روش

تداخل  ،يون طولانيدوره انكوباس مانند ييها تيمحدود
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ت لازم و يدقت و حساس نبود ،ها سميكروارگانيمر يسا

 (.4-11) است  VBNCيها يف باکتريضع يياساشن

ع يسر ييشناسا يبرا يمولكول يها استفاده از روش

شنهاد شده يع پيبا دقت و سر يعنوان روش ها به فرم يکل

 (.11)است 

و حساس  عيسر ،قيدق يابزار يمولكول يها کيتكن

شاخص محسوب  يزا يماريب يها يمطالعه باکتر يبرا

آب  قيدق زيتوانند جهت آنال يابزارها م نيا شوند. يم

 يدنيها در آب آشام حذف پاتوژن ييو کارا يدنيآشام

 PCR (.12) رنديآب مورد استفاده قرار گ هيو تصف

 lacZفرم را با استفاده از ژن  يکل يها يتواند باکتر يم

را با استفاده  ياکلياشرش يداز( و باکتري)ژن بتاگالاکوز

کند  ييداز( شناسايگلوکورون ي)ژن بتاد uid Aاز ژن 

 عنوان مولكول هدف به lacz ژن ق ازين تحقيدر ا (.8)

 تيبا موفق فرم هاي گروه کلي يباکترشناسايي  يبرا

 426bp نژ. مشاهده قطعه قرار گرفتاستفاده  مورد

 د. ين گردييفرم کل در نمونه تع يشاخص وجود کل

در  ياختصاصطور  که به uidA ن، ژنيبر ا علاوه

ها( وجود دارد  فرم ين کلي)ب ياکلياشرش يباکتر

 يباکتر ييشناسا يبراعنوان مولكول هدف  به

استفاده شده است که با استفاده از  ياکلياشرش

 128bp حدود يژن شده، قطعه  يطراحپرايمرهاي 

نام اثبات صحت عملكرد دو ژن  يآمد. برادست  به

( مورد CRMه استاندارد سپس )ي، در ابتدا سوبرده

د ييأر گرفته و رخداد باندها در الكتروفورز تقرا يبررس

استفاده شد  مرجععنوان استاندارد  به MPNد. از يگرد

 يج به حداقل برسد. براير نتايتا هر گونه خطا در تفس

شده  يجداساز ييها يج، باکتريشتر نتايد هرچه بييأت

شدند و  ييشناساتا حد گونه  MPN آزمايشدر 

با  يمولكول يابيارزها،  يباکترن يا يروبر سپس 

 رفت.يت صورت پذيموفق

ص يروش )تشخ حساسيت ،PCR سيستم مزاياي از

 بودن اختصاصي ،هدف در حداقل غلظت( يها يباکتر

انجام  سرعت هدف، هاي ميكروارگانيسم براي روش

 ها آن آناليز اتمام تا ها نمونه آوري جمع زمان از آزمايش

باکتري  ندچ شناسايي توانايي و ساعت( 8 از )کمتر

 و عمومي شاخص هاي گونه شامل همزمان طور به

د باش مي (هدف اختصاصي هاي پاتوژن از يتعداد

 يزنده ول يها يد باکتريت به معضل نوپديبا عنا (.12)

ها در بهداشت  و نقش آن (VBNCرقابل کشت )يغ

ن نكته را مشخص نمود که يج طرح اي، نتايعموم

ص يقادر به تشخ ارائه شده يروش مولكول احتمالاً

سوي از  (.13)باشند  يز مين VBNC يها يباکتر

، با توجه به يه اقتصاديدگاه توجيگر، از ديد

 ينه تمام شده بر مبنايصورت گرفته هز يها يبررس

 رباشد. د يم PCRاز روش شتر يبکشت  يها روش

نه يط کشت حذف شده و هزيساخت محPCR روش 

ن صرف شده ابد. زماي يکاهش م ياستهلاک دستگاه

ز به ين کارکنان يخطا پيرو آنتوسط کارشناس و 

مورد بحث قادر است هر  PCR شرسد. رو يحداقل م

فرم کل،  يکل يي)شناسا MPN آزمايشسه مرحله 

را در حداقل زمان ( ياکليز اشرشيو ن يفرم مدفوع يکل

توان از روش  يم پس ،ت بالا پوشش دهديو با حساس

PCR  آب  يها ه نمونهيلاو يجهت غربالگرحداقل

 رش شده در روز استفاده نمود.يپذ

چند ساعت مثبت اعلام  يط PCRکه  ييها نمونه

ن يا رشوند. د يکشت و شمارش م کند، وارد مرحله يم

 يات، زمان اجرايطرح، با هدف کاهش زمان عمل

PCR  چهل و  ک ساعت ويقه به يدق 12ساعت و  2از

روش در ن يحاصل از ا يافت. باندهايکاهش  جپن

به استفاده از  يازيگونه ن چيباشند که ه يم يا اندازه

با  بنابراينالكتروفورز نبوده و  يد برايل آميآکر يپل
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ش ولتاژ هنگام استفاده از ژل آگارز، زمان يافزا

بر بودن  يبر انرژ علاوه افت.يز کاهش يالكتروفورز ن

موارد  يبرخدر  ،يشگاهين کشت آزمايروت يها روش

زا در آب  يماريب يها يبودن تعداد باکتر علت کم به

احتمال ط کشت( يص توسط محي)کمتر از حد تشخ

 ياکليص اشرشيا عدم تشخيو  MPNشدن  يمنف

حد  يمولكول يها در روش (.18) محتمل است

ها  يط کشت است و باکتريکمتر از مح اريص بسيتشخ

نكه ياشوند. ضمن  يم ييز شناسايدر تعداد اندک ن

 ،VBNC ييروش موجود جهت شناسا تنها اصولاً

مطالعه ن يدر ا (.16و  12) باشد يم يمولكول يها روش

  کاذب يمنف يمالتاح يها با هدف کاهش پاسخ

MPNياحتمال يو شناسائ VBNC ، ون يلتراسيفاز

استفاده  WHO (1)ها با روش ارائه شده توسط  نمونه

 . عمل آمده است به

ج يست، نتاذکر شده ا 8که در جدول گونه  همان

PCR وMPN  يها نمونه آب شبكه 2 در مورد 

توان  يج متفاوت را مين نتايا ستند.يكسان نيع يتوز

ج مثبت ينتا ه نمود که احتمالاًين صورت توجيبه ا

باشد.  يم VBNC يها يمربوط به وجود باکتر

 يها يدهد که باکتر يمطالعات انجام گرفته نشان م

 يطيط محيشراموجود در آب، در  فرم کليگروه 

شوند که  VBNCل به فرم يتوانند تبد يخاص م

  باشند يص ميرقابل تشخيط کشت غيتوسط مح

 (.6 و 2)

 ،uidAو  lacZ يها ق با استفاده ژنيتحق نيا در

 يکل برا فرم کلي يها يهمزمان باکتر ييشناسا

انجام شده است.  يدنيآشامدر آب  ياکلياشرش

ک يز ژل اگاروز با استفاده از الكتروفور ييشناسا

  يها يهمه باکتر يبرا  lacZژن يراب 426bpباند 

ک يو  uidAژن  يبرا 182bpک باند يو  فرم کلي

 يها همه گونه يبرا laczژن  يبرا 426bp باند

E. coli نمودجاد يا. 

روش سريع تشخيص همزمان  بررسيدر اين 

فرم کل و اشرشياکلي در آب آشاميدني با کمک  کلي

PCR قرار  شيآزمامورد  نيروتدر کار و  يطراح

ها با روش  همزمان آن سهيمقاو  جينتاگرفت. اعتبار 

هاي استاندارد،  متد روي نمونه ياجرامعمول کشت، 

مثبت و  MPNهاي  هاي جدا شده از نمونه باکتري

CRM و مخزن  شبكهاي مختلف چاه، ه در نمونه

و تأييد قرار گرفت. با توجه به حجم  يابيارزمورد 

هاي آب و فاضلاب  شگاهيآزمابه  يورودونه نم

ممكن به حداقل  آزمايش ياجرازمان  ديگردتلاش 

صورت  به بررسي کنونيد يتلاش گرد .ابديکاهش 

محدوديت هاي که  يجامع اجرا گردد به نحو

ها،  گران از جمله تعداد و تنوع نمونهيدي ابررسي ه

ن ژه استفاده همزمايو به يکار مولكول يدقت در اجرا

متنوع و مناسب  ياز دو ژن و استفاده از استانداردها

کار  ياست اجرا يهيرا در برداشته باشد. بد

ر مطرح يناپذ  اجتناب يصورت ضرورت به يمولكول

ن يها از ا شگاهيآزما يها يد کاستيبا يو ماست 

 بررسين يگردد. در ابرطرف ج يدگاه به تدريد

د يگرد يساز تا حد امكان ساده يمولكول يها روش

که توسط کارشناسان، با حداقل  ييا به گونه

 قابل اجرا باشد.  ياطلاعات مولكول

ارائه شده با  Multiplex PCRروش  بيترت نيبد

جامعه،  يعمومبر سلامت  ژهيت ويحساستوجه به 

تواند  اوليه مي يغربالگر آزمايشعنوان  به دست کم

در هاي مثبت شده  نمونه گرفته ومورد استفاده قرار 

 آزمونمورد تصادفي صورت  واند بهت مي آزمايش ابن

MPN  رديگقرار . 
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  یريگ جهينت
کمتر را جهت  يبر نهيع و با هزيسر يق روشين تحقيا

روش  شنهاد نمود.يآب شرب پ يكروبيم يابيارز

از  گوناگونيبا تعداد  ياتيصورت عمل به يشنهاديپ

با  ييا سهيصورت مقا شبكه، مخزن و چاه به يها نمونه

MPN متنوع  يها هين از سويبر ا د. علاوهياجرا گرد

ج يد نتاييأز جهت تيشده از آب ن ياستاندارد و جداساز

ارائه  يج کارآمد بودن روش مولكولياستفاده شد. نتا

 شده را اثبات نمود.
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Abstract 

Background: Detection of bacterial contamination in drinking water by culture method is a time and cost 

consuming method and spends a few days depending on contamination degree. However, the people use the 

tap water during that time. Molecular methods are rapid and sensitive. In this study a rapid Multiplex PCR 

method was used for rapid analysis both coliform bacteria and E.coli, and probable detection of VBNC 

bacteria in drinking water, the experiments were performed in bacteriological lab of water and Wastewater 

Corporation in  Markazi province. 

Material and Methods:Amplification of a fragment from each of lacZ and uidA genes in a Multiplex PCR 

was used for detection of coliforms. Eight samples was taken from Arak drinking water system including 36 

samples of wells, 41 samples of water distribution network and 3 samples from water storages were 

examined by amplification of lacZ and uidA genes in a Multiplex PCR. Equivalently, the MPN test was 

applied as a standard method for all samples for comparison of results. Standard bacteria, pure bacteria 

isolated from positive MPN and CRM were examined by PCR and MPN method.  
Results: The result of most samples water network, water storages, and water well were same in both MPN 

and PCR method .The results of standard bacteria and pure cultures of bacteria isolated from positive MPN 

and CRM confirmed the PCR method. Five samples were positive in PCR but negative in MPN method. 

Duration time of PCR was decreased about 105 min by changing the PCR program and electrophoreses 

factors.  

Conclusion: The Multiplex PCR can detect coliform bacteria and E.coli synchronous in drinking water. 
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