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Background and Aim In the microbial contamination of food and water, identifying the trace amounts 
of contaminating bacteria has always been of researchers’ interest and concern. The most frequent ap-
proach to resolve this problem is using culture-based methods to increase and enrich bacteria samples; 
accordingly, it extends the bacterial detection process to several hours or days. One of the smart strate-
gies to solve this problem is the concentration of bacteria using physical methods. The present study 
aimed to enrich Vibrio cholerae as the most essential water-polluting germs. Accordingly, we used the 
filtration method and evaluated its function by culture method and two detection approaches of Ad-
enosine Triphosphate (ATP) and PCR assay.
Methods & Materials A certain concentration of V. Cholerae was artificially added to a specified volume of 
sterile water. Then, the bacteria were extracted from the medium and filtered using 0.450 µm separable 
filters. Finally, the performance of the pre- and post-filtration processes was compared using bacterial cell 
culture (CFU), ATP, and PCR assay with the specific primers for the ompW gene of V. cholerae.
Ethical Considerations This article is a meta-analysis with no human or animal sample.
Results The present research results indicated that the applied method presented high efficiency and 
recovery performance. In other words, samples provided no positive response before filtration in both 
methods; however, after filtration in isolated and recovered samples, the presence of bacteria was de-
tected in the ATP and PCR methods. 
Conclusion In conclusion, the employed strategy can detect V. cholerae in non-culture and in the shortest 
time in contaminated water samples.
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A B S T R A C T

Extended Abstract

1. Introduction

n the microbial contamination of water 
and food, identifying small amounts of 
contaminating bacteria has always been a 
concern of researchers [4-7]. Accordingly, 

I
it is necessary to concentrate the bacteria and increase its 
number. The most prevalent approach to solve this problem 
is to grow bacteria to elevate their number, which increases 
the time of bacterial detection to several hours or even days 
[8, 9]. An effective and smart solution to solve this prob-
lem is to concentrate bacteria by physical and non-cultured 
methods [17-19]. The present study aimed to enrich Vib-
rio cholerae (V. cholerae), as the most crucial microbial 
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contaminant in water; thus, we used physical filtration and 
evaluated this yield by culture method and the diagnostic 
methods of ATP and PCR.

2. Materials and Methods

 V. cholerae bacterium obtained from the reference labora-
tory (Bouali Hospital) was initially confirmed using specific 
tests (specific culture medium & molecular PCR methods). 
Then, a certain concentration of bacteria was artificially 
transferred in a certain volume of sterile water. Next, with 
the help of Watman’s 0.45-micron filters, which contain 
detachable preservatives, bacteria were extracted from the 
environment and concentrated on the filter. Finally, the per-
formance of the method after and before filtration using cell 
culture (determining & counting colony, CFU), ATP assay 
(using the leading Nuragen company kit & Hygina lumi-

nometer), and molecular PCR method (with specific prim-
ers of Vibrio cholerae ompW gene) were compared.

3. Results

To confirm the filtration method, V. cholerae was filtered 
3 times with different concentrations. The present research 
results indicated that the physical filtration method in con-
centrating V. cholerae bacteria presents high efficiency and 
recycling performance. The sample, before filtration, pro-
vided no positive result in the ATP and PCR assay methods; 
however, after filtration, the presence of bacteria in both 
methods was observed and proven in isolated and recycled 
samples (Figures 1 & 2). The sensitivity of the filter meth-
od was also evaluated by PCR test, i.e. estimated according 
to Figure 3 and by comparing Figures 3A and B; accord-
ingly, by revealing the PCR reaction results of concentrated 

Figure 1. Evaluating filtration method using PCR and com-
paring pre-filtered sample (row 4) and filtered sample (row 3)

Figure 2. Determining filter method sensitivity using ATP test 

Sample 1=10⁶ CFU, sample 2=10⁵CFU, sample 3=10⁴ CFU, 
sample 4=10³ CFU, sample 5=10²CFU.

Figure 3. Determining the sensitivity of the filter method using ATP test for samples

A: After; and B: Before the filtration of contaminated samples.

A B

http://jams.arakmu.ac.ir/index.php?slc_lang=en&sid=1


904

February & March 2021. Vol 23. Issue 6

and non-concentrated samples, the sensitivity of CFU 10¹ 
filter technique was estimated.

4. Discussion and Conclusion

 According to the obtained data, the filtration method in 
concentrating V. cholerae can be introduced as reliable and 
practical in removing contaminants, concentrating, and 
isolating bacteria. The main problem of the filter-based 
concentration method is the recycling of bacteria from 
the filter. With the method used, the bacterial recycling 
efficiency reached 100% (Figure 1). The same efficiency 
was observed in previous investigations. For example, in 
1996, Hug et al. used the filter method to remove V. chol-
erae contamination from contaminated water, which also 
achieved 100% filtration separation efficiency [17]. Other 
methods of concentrating bacteria include the adsorption 
approach using magnetic nanoparticles Immunomagnetic 
Separation (IMS). Accordingly, in 2001, Hudson et al. 
could use this method to separate Listeria bacteria from 
meat samples and in <24 hours, the bacteria were isolated 
and identified by PCR [23]. 

The current research findings suggested that using a phys-
ical concentration strategy with filtration, V. cholerae can be 
detected in contaminated water samples in the shortest time 
without the need for culture.
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زمینه و هدف شناسایی مقادیر ناچیز باکتری آلاینده در آلودگی های میکروبی آب و مواد غذایی همواره از دغدغه های محققان بوده و هست. 
مرسوم ترین راهکار برای رفع این مشکل کشت باکتری برای افزایش تعداد باکتری هاست که این روش زمان تشخیص باکتری را به چندین 
ساعت یا چند روز افزایش می دهد. یکی از استراتژی های هوشمند برای رفع این مشکل، تغلیظ باکتری با روش های فیزیکی است. هدف 
از تحقیق حاضر غنی سازی باکتری ویبریو کلرا به عنوان مهم ترین میکروب آلوده کننده آب، با استفاده از روش فیلتراسیون و ارزیابی این 

عملکرد به کمک روش کشت و دو روش تشخیصی سنجش ATP و PCR است.

مواد و روش ها غلظت معینی از باکتری ویبریو کلرا در حجم مشخصی از آب استریل به صورت مصنوعی انتقال داده شد؛ سپس با کمک 
فیلترهای 0/45 قابل جداسازی، باکتری از محیط استخراج و تغیلظ شد. درنهایت عملکرد روش بعد و قبل از فیلتراسیون با استفاده از 

کشت سلولی، سنجش ATP و روش ملکولی PCR با پرایمرهای اختصاصی ژن ompW باکتری ویبریو کلرا، مقایسه شد.

ملاحظات اخلاقی با توجه به اینکه در این پژوهش آزمون های انسانی یا حیوانی انجام نشده است، دارای کد اخلاق و کد IRCT نیست.
بازیافتی بالایی را نشان می دهد. به طوری که  یافته ها نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که این روش کارایی و عملکرد 
نمونه قبل از فیلتراسیون فاقد جواب مثبت در هر دو روش مذکور بوده است، حال آنکه پس از فیلتراسیون، در نمونه های جدا 

و بازیافت شده، حضور باکتری در هر دو روش سنجش ATP و PCR رؤیت و اثبات شد.

نتیجه گیری در نتیجه با استفاده از این استراتژی می توان باکتری ویبریو کلرا را بدون نیاز به کشت، در کمترین زمان در نمونه های آب 
آلوده شناسایی کرد.

کلیدواژه ها: 
ویبریو کلرا، تغلیظ 

باکتری، فیلتراسیون، 
تشخیص
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مقدمه

و  آب  آلوده کننده  باکتری های  مهم ترین  از  یکی  ویبریوکلرا 
باعث مرگ تعداد  پاتوژن های بسیار مهمی است که سالانه  از 
زیادی از افراد در نقاط مختلف جهان می شود. مهم ترین عامل 
بروز  است که سبب  کلرا  توکسین  باکتری،  این  آلوده کنندگی 
از  یکی  دیگر  سوی  از   .]1-3[ می شود  گوارشی  حاد  بیماری 
بزرگ ترین نگرانی های سازمان بهداشت جهانی و محققان این 
حوزه شناسایی غلظت های بسیار کم این باکتری است. در کنار 
شناسایی غلظت های کم پاتوژن ها، سرعت تشخیص نیز امری 
بسیار مهم تلقی می شود؛ به همین منظور روش های متنوعی برای 
شناسایی این باکتری ابداع شده و توسعه یافته است. روش هایی 
از قبیل کشت باکتری )روش استاندارد( و تشخیص مولکولی که 
امروزه نیز کاربرد زیادی دارد ]7-4[. با این حال روش معمول و 

سنتی شناسایی باکتری ها استفاده از محیط های کشت آگار است 
اما این روش بسیار وقت گیر و زمان بر بوده و نیاز به تشخیص 
چند مرحله ای دارد؛ دست یابی به نتایج اولیه در این روش سه تا 
چهار روز زمان می برد. علاوه بر این ممکن است به دلیل وجود 
باکتری های زنده غیرقابل کشت، نتایج منفی کاذب نیز مشاهده 
شود ]9 ،8[. به همین دلیل روش های تشخیصی دیگری جایگزین 
تشخیص  روش های  نام  با  امروزه  که  شده  باکتری  این  کشت 

مولکولی شناخته می شوند. 

از روش های مولکولی می توان واکنش زنجیره ای پلیمراز ساده1، 
مولتی پلکس پی سی آر2، واکنش پلیمراز کمّی، تکثیر نوکلئیک 

1. PCR
2. Multiplex PCR

1. گروه علوم زیستی، دانشکده مهندسی شیمی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، شاهین شهر، ایران. 

مقاله پژوهشی

تغلیظ و تشخیص سریع باکتری ویبریو کلرا از آب با استفاده از روش های غیروابسته به کشت

، *مهدی زین الدینی1   ابوالفضل مرادی1 
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اسید بر اساس توالی، تکثیر هم دمای وابسته به حلقه3 و تکنولوژی 
میکرواری )تراشه زیستی( را نام برد ]14-10[. همچنین در این 
خصوص از سلول های هیبریدومای دستکاری شده ژنتیکی حاوی 
زیستی  حسگرهای  قالب  در  نیز  بیولومیسنانس  پروتئین های 
را  باکتری  این  و حد تشخیص  کارایی  است که  استفاده شده 
افزایش داده است ]16 ،15[. با این حال روش های اشاره شده در 
بالا دارای معایب خاصی نیز هستند. برای مثال تشخیص باکتری 
ویبریو در نمونه های آب و غذای آلوده، به دلیل وجود ذرات همراه 
آن ها باعث مهار عملکرد آنزیم مولکولی خواهد شد. از سویی دیگر 
غلظت کم باکتری در آب و غذای آلوده نیز یک محدودیت برای 
روش های ذکرشده محسوب خواهد شد، به طوری که رسیدن به 
حد تشخیصی CFU 102 - 103 کار بسیار دشواری بوده و اغلب 

روش های استفاده شده به این حد تشخیصی نمی رسند. 

برای رفع این مشکل لازم است غلظت باکتری را افزایش داده تا 
با روش های مذکور امکان شناسایی آن مهیا شود. افزایش غلظت 
باکتری اغلب وابسته به کشت است، ولی می توان از روش های 
گزارش های  تاکنون  کرد.  استفاده  نیز  کشت  به  غیروابسته 
غیروابسته  صورت  به  باکتری ها  تغلیظ  خصوص  در  متعددی 
به کشت ارائه شده است. جداسازی باکتری های ویبریو کلرا از 
پلانگتون ها به منظور تصفیه آب شرب در کشور ما نیز توسعه 
یافته است. جداسازی با کمک فیلتر ]17[، جداسازی باکتری 
و   ]18[ سیب  آب  از   Alicyclobacillus acidoterrestris
جداسازی سویه های کرونو باکتر با استفاده از روش جداسازی 
ایمنی مغناطیسی4 از جمله این تحقیقات هستند ]19[ که همگی 
بیانگر مزیت روش های تغلیظ فیزیکی است. بنابراین هدف تحقیق 
حاضر تغلیظ باکتری ویبریوکلرا O1 با استفاده از روش فیزیکی 
و سریع فیلتراسیون و بررسی عملکرد این روش تغلیظی با روش 
کشت باکتری، واکنش زنجیره ای پلی مراز و سنجش ATP است.

مواد و روش ها

سویه باکتری استفاده شده در این تحقیق

بانک  از   O1 ویبریوکلرا  تجربی،  و  پژوهشی  مطالعه  این  در 
شد  تهیه  بوعلی(  )بیمارستان  ایران  مرجع  آزمایشگاه  سلولی 
]12[. برای اطمینان از سالم بودن سویه باکتری دریافتی ابتدا در 
محیط LB تجاری )شرکت سیگما( کشت داده شد و سپس برای 
اطمینان نهایی از سویه باکتری، در محیط  TCBS  5 شرکت سیگما 
کشت داده شد. تشکیل کلنی های زرد رنگ بیانگر صحت باکتری 
ویبریو کلرا است. همچنین با انجام واکنش PCR از کلنی های زرد 
رنگ به دست آمده، با استفاده از پرایمرهای اختصاصی و مشاهده 

محصول تکثیریافته، صحت باکتری دریافت شده تأیید شد.

3. LAMP
4. Immunomagnetic Separation (IMS)
5. Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose agar

آماده سازی نمونه برای فیلتراسیون

8 میلی لیتر آب استریل به همراه 2 میلی لیتر باکتری با غلظت 
CFU 109 آلوده شد، سپس با کمک فیلترهای 0/45 میکرون 

نمونه  میلی لیتر   10 تمام  جداسازی(،  )قابل  واتمن  شرکت 
آلوده شده از فیلتر عبور داده شد. باکتری از محیط جداسازی و 
تغلیظ شد و درنهایت با استفاده از پرایمرهای اختصاصی ویبریو 
کلرا PCR، (ompW) و عملکرد آن با روش سنجش ATP مقایسه 

شد. 

جداسازی باکتری از فیلتر

با استفاده از پنس، فیلتر از نگه دارنده آن جدا شد و در پتری 
قرار داده شد.  بافر نمکی فسفات6  دیش حاوی یک میلی لیتر 
در ادامه با کمک قاشق پلاستیکی روی فیلتر به صورت رفت 
و برگشت خراش داده شد. درنهایت یک میلی لیتر PBS حاوی 
باکتری در دور rpm 9000 به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شد. 
رسوب باکتری به دست آمده در 200 میکرولیتر PBS حل شد 
باکتری  انجام تست ATP ،PCR و کشت  این مقدار برای  از  تا 

استفاده شود.

PCR طراحی پرایمر و آماده سازی نمونه برای انجام

به منظور انجام واکنش PCR پرایمرها با استفاده از نرم افزار 
به  سنتز  برای  و  طراحی   ompW ژن  برای   Gene Runner
که   )1 شماره  )جدول  شد  داده  سفارش   Bioneer شرکت 

محصولی با اندازه bp 498 را به وجود می آورد.

از هرکدام از نمونه های قبل و بعد از فیلتر و نمونه اولیه 50 
میکرولیتر جدا شد. به مدت 20 دقیقه در آب جوشانده شد و به 
دنبال آن در 7000 دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه سانتریفیوژ 
 PCR شد. از محلول رویی یک میکرولیتر به عنوان الگو در مخلوط
استفاده شد )مخلوط PCR به صورت تجمیعی "میکس" از شرکت 
فرمانتاز تهیه شد(. در این مرحله حجم نهایی برای هر واکنش 
PCR، 5 میکرولیتر در نظرگرفته شد که شامل 2/5 میکرولیتر از 
مخلوط آنزیمی )Taq DNA polymerase(، 0/25 میکرولیتر 
)2/5 میکرومولار( از هرکدام از پرایمرها و یک میکرولیتر آب 
استریل است. در برنامه سیکل های دمایی نیز واسرشته شدن 
حرارتی اولیه در دمای 95 درجه سانتی گراد به مدت 10 دقیقه 
دمای  و  واکنش  چرخه  سی  با  ادامه  در  و  چرخه  یک  شامل 
یک  مدت  به  سانتی گراد  درجه  دمای 94  در  شدن  واسرشته 
دقیقه، اتصال پرایمرها در دمای 55 درجه سانتی گراد به مدت 
یک دقیقه، گسترش و تکثیر در دمای 72 درجه سانتی گراد به 
مدت یک دقیقه و درنهایت گسترش نهایی یک چرخه در دمای 
72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه انجام شد. از ترموسایکلر 

6. Phosphate-Buffered Saline (PBS)
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اپندورف نیز برای انجام واکنش استفاده شد؛ سپس محصولات 
واکنش در ژل یک درصد آگارز بررسی شدند.

همچنین برای ارزیابی واکنش های PCR، در نمونه های کنترل 
مثبت از ژنوم استخراجی ویبریو کلرا با استفاده از کیت شرکت 

تجاری پیشگام )GeneAll( استفاده شد.

آزمون ATP و آماده سازی نمونه 

20 میکرولیتر از باکتری های جداشده از فیلتر را در لوله های 
پلاستیکی مخصوص دستگاه لومینومتر )اسنپ( ریخته و سپس 
با استفاده از کیت تشخیص ATP شرکت نوراژن پیشرو )حاوی 
 EnSURE™ چهار بافر( و دستگاه لومینومتر شرکت هایجینا مدل
میزان نشر نوری نمونه های قبل و بعد از فیلتر بررسی شد. روش 
کار به این شکل بود که 20 میکرولیتر باکتری را با 7 میکرولیتر از 
بافر شماره 1، 13 میکرولیتر بافر شماره 2، 35 میکرولیتر از بافر 
شماره 3 و 165 میکرولیتر از بافر شماره 4 به ترتیب به اسنپ 
انتقال داده شده و بعد از  اضافه شد؛ سپس اسنپ به دستگاه 
15 ثانیه میزان نشر نوری لومیسنانس حاصل آزاد شدن ATP از 

نمونه های لیزشده باکتری ثبت شد.

CFU شرایط کشت باکتری برای تعیین

استفاده شد  پلیت  پور  از روش  باکتری  تعیین غلظت  برای 
]20[. باکتری بعد از کشت در محیط LB، قبل و بعد از فیلتر در 
محیط LB Agar شرکت سیگما به مدت 24 ساعت در دمای 37 
درجه سانتی گراد کشت داده شد تا با اطمینان بیشتری بتوان 

نتایج و تفاوت بین نمونه قبل و بعد از فیلتر را نمایش داد. برای 
تأیید نهایی نتایج، تمامی آزمون ها سه بار تکرار شد. 

یافته ها

 3 باکتری  تغلیظ  و  جداسازی  بر  فیلتر  تأثیر  ارزیابی  برای 
آزمایش انجام شد که با نام آزمایش 1-3 نام گذاری شد. در واقع 
متفاوت  روز های  در  و  با شرایط  انجام شده هرکدام  آزمون های 
طور  به  باکتریایی  کشت  و   ATP ،PCR آزمون های  ولی  بودند 
جداگانه برای هر آزمون در یک زمان و یک روز انجام شده است؛ 
بنابراین نتایج آزمون  های مشابه در کنار هم و در یک شکل نشان 

داده شده است.

ارزیابی عملکرد روش فیلتر با استفاده از کشت باکتریایی 

غلظت های  با  سه بار  کار  این  فیلتراسیون  روش  تأیید  برای 
متفاوت باکتری ویبریو کلرا انجام گرفت. نتایج مربوط به عملکرد 
کشت  آزمون  از  استفاده  با  فیلتراسیون  روش  از  بعد  و  قبل 
باکتری در تصویر شماره 1 نشان داده شده است. مطابق تصویر 
 CFU در آزمایش شماره 1، غلظت باکتری قبل از فیلتر برابر با
 CFU 106×3 است اما با انجام فیلتراسیون میزان این غلظت به

107×5/3 رسیده است.

ATP ارزیابی عملکرد روش فیلتر با استفاده از آزمون

تصویر  در  آمده  به دست  نتایج  و  انجام شده  آزمایش های  طبق 
شماره 2، میزان نشر نوری در نمونه های بعد از فیلتر حدوداً چهار برابر 

تصویر 1. آزمون کشت باکتری، تفاوت غلظت باکتری در نمونه اولیه )باکتری 
کشت داده شده(، قبل و بعد فیلتر در آزمایش های 1 تا 3

تصویر 2. آزمون ATP،  مقایسه آزمون ATP نمونه اولیه،  قبل و بعد از فیلتر 
در آزمایش های 1 تا 3

جدول 1. توالی پرایمرهای استفاده شده در این تحقیق

)bp( ژن هدفترادفاندازه قطعه تکثریافته  

4985’CTGTATTTGCTCACCAAGAAGG3’
5’TTGGCATACCACACAGAAGC3’ompW
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نمونه های قبل از فیلتر به دست آمد. مطابق تصویر شماره 2 اختلاف 
نشر نوری در نمونه های قبل و بعد از فیلتر با یکدیگر مقایسه شد. 

PCR ارزیابی عملکرد روش فیلتر با استفاده از

علاوه بر آزمون های قبلی، روش PCR یکی دیگر از آزمایش های 
در نظر گرفته شده برای بررسی عملکرد و کارایی روش فیلتر در 
آنالیز  تصویر شماره 3  مطابق  بود.  کلرا  ویبریو  باکتری  تغلیظ 
محصول PCR با استفاده از ژل آگاروز و الکتروفورز بررسی شد و 

مشاهده باند bp 498 بیانگر تأیید آزمون مربوطه است. 

ATPتعیین حساسیت روش فیلتر با استفاده از آزمون

در این آزمایش تلاش کردیم حد تشخیصی یا همان حساسیت 
کنیم.  اندازه گیری  را   ATP آزمون  از  استفاده  با  فیلتر  روش 
غلظت نمونه اولیه برابر با CFU 107 بود که با ساخت سریال 
رقت از باکتری، به غلظت CFU 102 رسید. بعد از انجام مراحل 
فیلتراسیون و آزمون ATP نتایج مطابق تصویر شماره 4 به دست 
 103 CFU حدوداً برابر با ATP آمد. با این نتایج حساسیت تست

تخمین زده شد.

PCR تعیین حساسیت روش فیلتر با استفاده از

هدف این آزمایش تعیین حساسیت روش فیلتر با کمک واکنش 
PCR است. در تصویر شماره 5 ژل آگاروز با واکنش های انجام شده 

تصویر 3. آنالیز محصول PCR با استفاده از ژل الکتروفورزآگارز یک درصد 
مربوط به آزمایش شماره 2

چاهک شماره 1: کنترل منفی )بدون ژنوم(، چاهک شماره 2: مارکر وزرنی یک 
کیلو جفت باز، چاهک شماره 3: نمونه بعد از فیلتر، چاهک شماره 4: نمونه قبل 
از فیلتر، چاهک شماره 5: کلنی PCR )کنترل مثبت اول(، چاهک شماره 6: 

محصول با استفاده از ژنوم استخراج شده باکتری )کنترل مثبت دوم(.

ATP تصویر 4. تعیین حساسیت روش فیلتر با استفاده از آزمون

 CFU=4 104، نمونه CFU=3 105، نمونه CFU=2 601، نمونه CFU=1 نمونه 
102 CFU=5 103، نمونه

PCR تصویر 5. نتایج حاصل از

 الف: آنالیز محصول PCR با استفاده از ژل الکتروفورزآگارز یک درصد مربوط به نمونه های بعد از انجام فیلتر. چاهک شماره 1: مارکر وزنی یک کیلو جفت بازی، 
چاهک شماره 2: کنترل منفی )بدون ژنوم(، چاهک شماره 3: محصول PCR با CFU 101 از باکتری، چاهک شماره 4: محصول PCR با CFU 102 از باکتری؛ ب: 
آنالیز محصول PCR با استفاده از ژل الکتروفورز آگارز یک درصد مربوط به نمونه های فیلترنشده. چاهک شماره 1: محصول RCP با استفاده از ژنوم استخراج شده 
باکتری )کنترل مثبت(، چاهک شماره 2: محصول PCR با CFU 101 از باکتری، چاهک شماره 3: محصول RCP با UFC 201 از باکتری، چاهک شماره 4: محصول 
RCP با UFC 301 از باکتری، چاهک شماره 5: مارکر وزنی یک کیلو جفت بازی، چاهک شماره 6: محصول RCP با UFC 401 از باکتری، چاهک شماره 7: محصول 

PCR با CFU 105 از باکتری، چاهک شماره 8: محصول RCP با UFC 106 از باکتری، چاهک شماره 9: محصول PCR با CFU 107 از باکتری.
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به نمایش گذاشته شده است. با مقایسه تصویرهای 5 الف و ب که 
نتایج واکنش PCR نمونه های تغلیظ شده و بدون تغلیظ را نشان 
می دهند، حساسیت تکنیک فیلتر CFU 101 تخمین زده می شود. 

بحث

روش های تغلیظ باکتری برای حذف مواد زاید و مهارکننده 
تست های تشخیصی و همچنین رفع مشکل تشخیص پاتوژن ها در 
نمونه های رقیق استفاده می شود. همان طور که بیان شد روش های 
تغلیظ و شناسایی مبتنی بر کشت بسیار زمان بر هستند. در این 
تحقیق از بین تمامی روش های تغلیظ موجود، از روش فیلتراسیون 
برای تغلیظ باکتری ویبریو کلرا استفاده شد. با توجه به نتایج به 
دست آمده در این تحقیق می توان روش فیلتر در تغلیظ باکتری 
ویبریو کلرا را روشی قابل اعتماد و کاربردی در حذف آلاینده ها، 
تغلیظ و جداسازی باکتری معرفی کرد. تأثیر فیلتر بر تغلیظ را 
به راحتی می توان با توجه به تصویر شماره 1 متوجه شد. مطابق 
تصویر شماره 1، در آزمایش شماره 1 غلظت باکتری قبل از فیلتر 
برابر با CFU 106×3 است اما با انجام فیلتراسیون میزان این غلظت 
بیشتر شده و به CFU 107×5/3 رسیده است که خود تأییدی بر 
کارایی تکنیک فیلتر و تأثیر آن بر تغلیظ باکتری است. همچنین 
بر اساس نتایج به دست آمده مطابق با تصویر شماره 2 میزان نشر 
نوری در نمونه های بعد از فیلتر حدوداً چهار برابر نمونه های قبل 
از فیلتر است که به راحتی اختلاف نشر نوری در نمونه های قبل و 

بعد از فیلتر تشخیص داده می شود. 

در تصویر شماره 3 نیز آنالیز محصول واکنش PCR با استفاده 
از ژل الکتروفورز، مرتبط با آزمایش شماره 2 نشان داده شده 
است. بر این اساس در چاهک شماره 4 که مربوط به نمونه قبل 
از فیلتر است، هیچ باندی مشاهده نشد اما بعد از فیلتر و انجام 
PCR درچاهک شماره 3 باند bp 498 به خوبی قابل مشاهده 
است. علاوه بر اینکه داده های کشت کارایی روش فیلتر را تأیید 
می کنند، نتایج حاصل از PCR نیز مکمل نتایج کشت باکتری 
است. تعیین حساسیت PCR هم تأیید دیگری بر این ادعاست. 
 101 CFU همان طور که در تصویر شماره 5 مشهود است، مقادیر
 PCR تا 102 در قبل از فیلتراسیون نمونه آلوده به باکتری توسط
غیرقابل تشخیص است، حال آنکه پس از فیلتراسیون و بازیافت 

باکتری ها از روی فیلتر به راحتی شناسایی می شوند. 

لازم به ذکر است که مشکل اصلی روش تغلیظ با فیلتر بازیافت 
باکتری ها از فیلتر است؛ با روشی که استفاده شد، بازده بازیافت 
باکتری ها به 100 درصد رسید )تصویر شماره 1(. در گزارش ها و 
تحقیقات قبلی نیز همین کارایی به دست آمده است. برای مثال 
در تحقیقی هوگ و همکارانش بر روی حذف آلودگی باکتری 
ویبریوکلرا از آب های آلوده از روش فیلتر استفاده کردند که این 
گروه نیز به بازده جداسازی 100 درصد با فیلتر دست یافتند 
]17[. در پژوهش دیگری که بورخ بر روی باکتری یرسینیا انجام 

داد، توانست باکتری را پس از فیلتر و انجام PCR در مدت زمان 
6 تا 8 ساعت شناسایی کند ]21[. میساوا و همکارانش نیز برای 
شناسایی سویه های باکتری کامپیلوباکتر از نمونه مدفوع انسان، 
از روش فیلتراسیون به همراه روش کشت جهت تغلیظ باکتری 
استفاده کردند. در این تحقیق با اینکه در اثر استفاده از دو روش 
غنی سازی، حساسیت تشخیص افزایش یافته بود اما همچنان به 
روش کشت های جامد بستگی داشت و به همین دلیل در تشخیص 
نمونه ها به دو روز زمان نیاز بود ]22[. از دیگر روش های تغلیظ 
باکتری می توان به روش جذب سطحی با استفاده از نانوذرات 
مغناطیسی7 اشاره کرد که هادسون و همکارانش توانسته اند برای 
از آن استفاده  از نمونه های گوشت  باکتری لیستریا  جداسازی 
کنند و در کمتر از 24 ساعت باکتری مذکور را جداسازی و با 
روش PCR شناسایی کنند ]23[. ژائو نیز از نانوذرات مغناطیسی 
برای جداسازی بیومس آلودگی میکروبی استفاده کرد، در این 
تحقیق همزمان از فیلترهای گلاس فایبر نیز استفاده شد تا کارایی 
جداسازی باکتری از نمونه های آلوده بالا رود. نتایج به دست آمده 
بیانگر کارایی بالای روش از هر دو جنبه حد تشخیصی و بازیافت 
باکتری است ]24[. ژانگ و همکارانش از یک روش اتوماتیکی 
با کارایی بالا برای تغلیظ و بازیافت باکتری ایشریشیا کولی با 
استفاده از روش فیلتر به کمک غشاهای سرامیک استفاده کردند 
و توانستند در زمان کمتر از یک ساعت به 90 درصد بازیافت 

باکتری دست یابد ]25[. 

تمام روش هایی که بیان شد با هدف تغلیظ باکتری و فاصله گرفتن 
از محیط های کشت انجام شده است که می تواند بازدهی کار را تا 
حد بسیار زیادی بالا برد. در تحقیق حاضر ما با استفاده از روش 
فیلتراسیون و ارزیابی عملکرد آن با استفاده از سه روش شناسایی 
کشت باکتری، سنجش ATP و PCR توانسته ایم باکتری ویبریو کلرا 
را در مدت کمتر از سه ساعت شناسایی کنیم. همچنین حساسیت 
روش با استفاده از PCR در حدود CFU 10 ارزیابی شد، حال آنکه 
با استفاده از روش سنجش ATP به حدود CFU 103 دست یافتیم 
که در مقایسه با فعالیت دیگر محققان مطلوب ارزیابی می شود. تورنر 
باکتری  برای شناسایی چند   ATP از روش سنجش و همکارانش 
آلوده کننده آب و مواد غذایی نظیر ایشریشیا کولی و استافیلوکوکوس 
اورئوس استفاده کردند و به حد تشخیصی حدود CFU 102دست 
یافتند ]26[. با بررسی روش های جدیدتر مثل روش های شناسایی 
بر مبنای آنتی بادی و کیت هایی که بر این اساس فعالیت می کنند، 
می توان حساسیت کار را افزایش داد ]27[ اما مسئله بسیار مهم ابداع 
و یافتن یک روش ساده است که بتوان با کمک آن با کمترین هزینه 
و ساده ترین روش حتی بدون وجود دانش در رشته زیست شناسی، 

اقدام به تغلیظ و تشخیص سریع پاتوژن ها کرد.

نتیجه گیری

در کل می توان نتیجه گیری کرد که کشت باکتری به منظور 

7. Immunomagnetic Separation (IMS)
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تشخیص و تغلیظ، با استفاده از روش فیلتر، حذف شدنی است، 
مخصوصاً زمانی که هدف باکتری ویبریوکلرا باشد؛ زیرا با استفاده 
از روشی که در این تحقیق استفاده شد، دُز عفونت زایی باکتری 
باکتری های حساس تر  برای  اما  است  شناسایی  قابل  به راحتی 
می توان از روش های جایگزین استفاده کرد ]28[. درنتیجه هدف 
از این تحقیق را می توان در دو جنبه خلاصه کرد: 1. تغلیظ باکتری 
ساده،  روشی  از  استفاده  باکتری، 2.  تشخیص  زمان  کاهش  و 
سریع و کم هزینه با حساسیت تشخیصی مناسب برای باکتری 
ویبریوکلرا. البته در این روش نوع فیلتر و همچنین روش های 
جداسازی باکتری از فیلتر می تواند تعیین کننده حساسیت نتایج 
بوده و همین نکته از مشکلات و محدودیت های کار نیز به حساب 
می آید. هرچند با انتخاب جنس فیلتر مناسب می توان تا حد 

بسیار بالایی این مشکل را برطرف کرد.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

انسانی و حیوانی  از نوع فراتحلیل است و نمونه  این مقاله 
نداشته است.

حامي مالي

این مقاله از پایان نامه کارشناسی ارشد نویسنده اول در گروه 
علوم زیستی، دانشکده مهندسی شیمی، دانشگاه صنعتی مالک 
این مطالعه  اشتر، شاهین شهر، استخراج شده است. همچنین 
توسط انستیتوی تحقیقات علوم و فناوری بیولوژیکی دانشگاه 

صنعتی مالک اشتر حمایت مالی شده است.

مشارکت نویسندگان

و  اصلی  پیش نویس   - نگارش   ، مفهوم سازی، روش شناسی 
ویرایش: مهدی زین الدینی؛ تحقیق: ابوالفضل مرادی.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان این مقاله تعارض منافع ندارد.

ابوالفضل مرادی و مهدی زین الدینی. تغلیظ و تشخیص سریع باکتری ویبریو کلرا از آب با استفاده از روش های غیروابسته به کشت
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