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    ايران ، و ايمني شناسي ، دانشگاه علوم پزشكي اراكيگروه ميكروب شناسميكروبيولوژي،  آموزشي،  كارشناس -5
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  20/6/87   ، تاريخ پذيرش6/2/87تاريخ دريافت
  چكيده
در اين . هاي ملكولي، تخليص كروموزوم مرحله بسيار مهمي است تشخيص عوامل ميكروبي با استفاده از روش در: مقدمه

 انجام DNA مرحله دناتوراسيون بدون تخليص كروموزوم باكتري، با تخريب سلول، تكثير  تحقيق با افزايش مدت زمان
  .شود مي

 از 1600/1  و 800/1 ، 400/1 ، 200/1 ، 100/1 ، 100/2 ، 100/4،  100/8هاي رقتربي، در اين مطالعه تج :روش كار
بدون خالص سازي . ها به روش فيلتراسيون از نمونه جدا گرديد پس از آن باكتري. باكتري  در آب مقطر تهيه گرديد

 تكثير 16sRNAطراحي شده، ژن اي پلي مرآز و به كمك پرايمرهاي  كروموزوم باكتري،  با استفاده از روش زنجيره
  جهت بررسي حساسيت روش فوق MPN حلقه چاه آب شهر اراك و مقايسه آن با روش 15شناسايي آلودگي . يافت

  . انجام گرفت
اي پلي مرآز  نتيجه واكنش زنجيره. ها بود ها در اين رقت هاي تهيه شده نشان دهندة تأييد تعداد باكتري كشت رقت: نتايج
علاوه بر آن . ها را شناسايي كند نشان داد كه اين سيستم قادر است وجود باكتري در اين رقت) از فيلتراسيونپس (ها  رقت

 انجام گرفته در اين تحقيق، نشان دهنده حساسيت بالاي روش  PCR وMPNمقايسه تشخيص آلودگي آب به دو روش 
  .اخير بود

ز آن است كه با روش مذكور علاوه بر اين كه امكان بروز نتيجه نتايج به دست آمده از اين بررسي حاكي ا: نتيجه گيري
  .شود نياز به انجام مراحل سخت، پيچيده و وقت گير تخليص كروموزم نيز نمي باشد منفي كاذب كمتر مي

  ، تشخيصاي پلي مرآز، آلودگي ميكروبي آب، كلي فرم واكنش زنجيره: واژگان كليدي
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  مقدمه
ترين معضلات  هاي ميكروبي از مهم پاتوژن

شناسايي اين عوامل و . باشند بهداشتي آب و فاضلاب مي
در . آيند ميشمار ه  از مسايل مهم بهداشتي آب ب،حذف آنها
 از باكتري اشريشيا كلي به عنوان ،هاي تشخيصي اين روش

گر براي بررسي آلودگي آب به مدفوع استفاده  نشان
زا  هاي معمول براي شناسايي عوامل بيماري روش. گردد مي

كه وقت گير و پرهزينه هستند، دقيق نيز  در آب علاوه بر اين
د عوامل به همين علت براي شناسايي وجو. باشند نمي

. هاي جديدي در دست مطالعه است زا در آب روش بيماري
هايي  از جمله روش) PCR1(زي ااي پليمر واكنش زنجيره
تواند جايگزين مناسبي براي آزمايشات رايج  است كه مي

. روش اخير حساس، دقيق، ارزان و سريع مي باشد. باشد
 در مطالعات مختلف به اثبات PCRكارآيي استفاده از 

توان تا حتي يك  با استفاده از روش فوق مي. ده استرسي
  . )1( ليتر آب را شناسايي نموديلي م100باكتري در 

هاي مختلفي براي   از روشPCRبراي انجام 
. ها استفاده شده است تخليص اسيد نوكلئيك باكتري

 استفاده از :هاي استفاده شده شامل ترين روش رايج
ي با استفاده از آنزيم، گوانيديوم تيوسيونات، ليز سلول

سونيكاسيون و استفاده از سرد و گرم كردن سلول 
هاي ياد شده مراحل مختلف  در تمام روش. )3، 2(2باكتري

شستشو و يا افزودن مواد مختلف شيميايي باعث از دست 
رفتن اسيد نوكلئيك و در نتيجه تاثير بر روند واكنش 

حقيق سعي لذا در اين ت. شود زي ميااي پلي مر زنجيره
گرديده تا با افزودن زمان مرحله دناتوراسيون بدون استفاده 

  مستقيماً،مراحل مختلف شستشوانجام از مواد شيميايي و يا 
مرآزي   پلي اسيد نوكلئيك باكتري را وارد واكنش زنجيره

 با PCRهاي مختلف از كلي فرم و انجام  تهيه رقت. نمود
توان  باكتري را ميروش بالا نشان داد كه حتي وجود يك 

در نهايت براي تعيين .  تعيين نمود آب ميلي ليتر1600در 

                                                 
1 - Polymerase Chain Reaction. 
2 - Freeze and thaw. 

ارزش روش فوق در شناسايي حداقل تعداد باكتري در آب،  
برداري گرديد   چاه تامين كننده آب شهر اراك نمونه15از 

 مورد بررسي ، از نظر وجود باكتريMPNو به روش فوق و 
  .قرار گرفت

  
  روش كار 

باكتري مورد .  يك مطالعه تجربي استاين مطالعه
  DH5αاستفاده در اين تحقيق شامل اشريشيا كلي سويه 

 يتهيه شده از مركز ملي تحقيقات ژنتيك و تكنولوژ(
تمام مواد شيميايي مورد استفاده در اين . باشد مي) زيستي

واكنش   و مواد  استفاده شده در 3تحقيق از شركت مرك
در اين  .ركت سيناژن تهيه گرديدمرآز از ش اي پلي زنجيره

 16s rRNA از ژن ،تحقيق نظير اغلب مطالعات انجام شده
عنوان ملكول هدف براي شناسايي باكتري استفاده شده ه ب

علت انتخاب اين ژن، بالا بودن تعداد كپي اين ملكول . است
با استفاده از ترادف  .)4(باشد و پايداري آن در سلول مي

 ) EF620925:دسترسي شماره  (16srRNAاستاندارد ژن 
 و برگشت 4از باكتري اشريشيا كلي، طراحي پرايمرهاي رفت

  :ترادف پرايمر هاي مزبور به صورت زير است.  انجام شد 5
Forward: 5" CGA GTG GCG GAC GGG TGA 
GT (FROM 81) 
Reverse: 5" TCG ACA TCG TTT ACG GCG 
TGG A (FROM 786) 

توسط شركت فرآيند پرايمرهاي طراحي شده 
)  آلمان در ايران MWGنماينده شركت (دانش آرين  

هاي متوالي از سلول باكتري اشريشيا  ابتدا رقت. ساخته شد
براي تهيه .  گرديد ميلي ليتر آب استريل تهيه100كلي در 

رقتهاي باكتري از محلول شماره يك مك فارلند استفاده 
 تهيه شده از هاي باكتري براي تائيد صحت رقت. گرديد
 يك ميلي ليتر هر رقت باكتري در محيط نوترينت ،كشت
هاي تهيه شده  رقت.  استفاده شد6صورت پور پليته آگار ب

  : تهيه گرديد1طبق جدول 

                                                 
3 - MEARK. 
4 - Forward. 
5 - Reverse. 
6 - Pour Plate. 
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  هاي تهيه شده از كلي فرم رقت. 1جدول 
  100/8  100/4  100/2  100/1  200/1  400/1  800/1  1600/1  رقت

  8  4  2  1  1  1  1  1  تعداد باكتري
  100  100  100  100  200  400  800  1600  )ميلي ليتر( حجم آب 

  
هاي تهيه شده از فيلترهاي نيترو  پس ازعبور رقت

 ميكرون، در شرايط 42/0با قطر ) شركت ميلي پور(سلولوز 
 50.  قرار گرفت5/0استريل فيلترها در داخل ميكروتيوب 

ميكروليتر از آب حاوي يك دهم درصد دي اتيل 
.   اتوكلاو شده  به ميكروتيوب افزوده گرديد 1پيروكربنات

ها با شدت ورتكس گرديد تا سلول  سپس ميكروتيوب
  . ها از سطح فيلتر به مايع داخل ميكروتيوب رها شود باكتري

  : استفاده گرديدبه اين شرح PCRغلظت عوامل    
 ميلي مولار از يون 5/2 از پرايمرهاي بالا، ريك ميلي مولا

ميلي مولار از هر دزوكسي نوكلئوزيد تري  200منيزيوم، 
  و Taq DNA Polymerase واحد از آنزيم 5/2فسفات، 

 با آب PCR حجم نهايي مخلوط 1X با غلظت PCRبافر 
براي تخريب كامل  . ميكروليتر رسيد100مقطر استريل به 

  به مدت PCR مخلوط ،سلول باكتري قبل از شروع برنامه
پس . گراد قرار گرفت ه سانتي درج95 دقيقه در حرارت 10

   : گرديدجرابرنامه ااين از آن 
  متشكل از سي و پنج  چرخه PCRمرحله اول 

قسمت اول . كه هر يك از سه قسمت تشكيل شده است
، )گراد به مدت يك دقيقه  درجه سانتي94(دناتوركردن 

 درجه 59( الگو DNAقسمت دوم براي اتصال پرايمرها به 
، قسمت سوم جهت تكثير ژن ) يك دقيقهگراد به مدت سانتي

 پايان در .)گراد به مدت يك دقيقه  درجه سانتي72(هدف 
 دقيقه 5گراد به مدت   درجه سانتي72مرحله تكثير نهايي در 
  . نجام مي شودو براي يك چرخه ا

براي تائيد صحت ترادف نوكلئوتيد ژن بدست 
براي اين .  استفاده گرديدNested PCRآمده از روش 

  :منظور از ترادف زير استفاده گرديد

                                                 
1 - DEPC water. 

Nested Primer: 5’ CGT TGG TAT CAA AGA 
GAC TCA GAA 3’ (From 418)     

  :برنامه استفاده گرديداين سپس از 
  متشكل از سي چرخه كه هر PCRمرحله اول 

قسمت اول . يك از سه قسمت تشكيل شده است
، )هگراد به مدت يك دقيق  درجه سانتي94(دناتوركردن 

 درجه 59( الگو DNAقسمت دوم براي اتصال پرايمرها به 
، قسمت سوم تكثير ژن هدف )گراد به مدت يك دقيقه سانتي

 مرحله پاياندر ). گراد به مدت يك دقيقه  درجه سانتي72(
 دقيقه و براي 5گراد به مدت   درجه سانتي72تكثير نهايي در 

  . انجام مي شوديك چرخه 
الكتروفورز ،  PCRصولات نهايي مح بررسي براي

 اسيد - در بافر تريس بازي درصد 1آن بر روي ژل آگار 
بررسي . انجام گرفت ) pH : 8 با EDTA) TBE -بوريك

نتيجه الكتروفورز با استفاده از رنگ آميزي آن با محلول 
لوميناتور  مشاهده آن با دستگاه ترانس اتيديوم برومايد و

UVانجام گرفت .  
 15از  اييد حساسيت روش فوقچنين جهت ت هم 

. گيري انجام شد حلقه چاه تامين كننده آب شهر اراك نمونه
 ميلي ليتر آب در ظروف استريل طبق 250 ،از هر چاه

هاي  وجود كلي فرم در نمونه. آوري گرديد استاندارد جمع
 و اي پلي مرآز واكنش زنجيرهتهيه شده با استفاده از روش 

MPN) Most Probable number  ( اين . بررسي گرديد
كه بر اساس توليد  اي انجام گرفت روش سه لولهه آزمايش ب

ترين تعداد كلي فرم تعيين  يا عدم توليد گاز محتمل
  .گردد مي

 از نقطه نظر ،ها هاي حاصل از سنجش نمونه داده
روش آمار توصيفي ه آلودگي ميكروبي و آزمون ملكولي ب

  . منعكس گرديدآوري و در قالب جدول مربوط  جمع
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  نتايج 
با تكثير ژن مورد نظر با استفاده از پرايمرهاي 

كشت . دست آمده  بbp 723اي حدود  طراحي شده قطعه
هاي تهيه شده در محيط كشت نوترين آگار به روش  رقت

نتيجه .  نمود تائيدها در اين رقترا ها  پور پليت تعداد باكتري
PCR اد كه اين سيستم ها پس از فيلتراسيون نشان د   رقت

 ميلي ليتر آب 1600حجم   باكتري در1قادر است تا وجود 
  .  آمده است1 در شكل PCRنتيجه . را شناسايي كند

ه  دال بر تاييد ژن بNested PCRنتيجه بررسي 
گونه كه در شكل  همان. باشد مي) 16s rRNA( دست آمده 

 Nested  باز براساس استفاده از پرايمر360 آمده، قطعه 2

Primer و پرايمر برگشت پس از PCRديده شد .  
برداري  ، نمونهPCR براي بررسي كارآيي روش

 ميلي ليتر از نمونه آب به 100.  حلقه چاه انجام گرديد15از 
 از نظر MPN ميلي ليتر آب به روش 100 و  PCRروش 

نتيجه اين . وجود اشريشيا كلي مورد آزمايش قرار گرفت
  .  آمده است2دول مرحله از آزمايش در ج

  
  

  
  
  

  
  

  
  
  
  
  
  

   رقتهاي تهيه شده از اشريشيا كلي  PCR نتيجه . 1شكل 
 3رديـف    – 1600/1رقت   : 2 رديف   – BP 100ماركر  : 1رديف  

 : 6 رديـــف – 200/1 : 5رديـــف  -400/1 : 4 رديـــف – 800/1: 
 – 100/4رقت   : 8رديف  – 100/2رقت   : 7 رديف   – 100/1رقت  

  100/8رقت  : 9رديف 
  
  
  
  
  
  

 Nestedمحصول : 1رديف  : Nested PCR نتيجه . 2شكل 

PCR– ماركر  : 2 رديفBP 100 – محصول  : 3 رديفPCR 
  16s rRNAژن 

   چاه تامين كننده آب شهر اراك15 آب MPN و PCRنتايج تست . 2جدول 
شماره 
  چاه

1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15  

PCR  -  +  +  +  -  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  
MPN -  -  +  -  +  -  -  +  +  -  +  -  -  -  -  

PCR  :واكنش پلي مراز زنجيره اي 

MPN :محتملترين تعداد كلي فرم 

  
  بحث 

 تكنيكي ،اي  روش واكنش پلي مرآز زنجيره
حساس و دقيق بوده كه با استفاده از آن نه تنها آلودگي 

توان تعيين  گردد بلكه نوع باكتري را نيز مي مشخص مي

 در اين روش با  تخليص كروموزوم باكتري و تكثير .)5(نمود
 در  موجودآن با پرايمرهاي اختصاصي جنس و گونه باكتري

براي تخليص كروموزوم باكتري . )6(گردد نمونه بررسي مي
ه اما در اغلب موارد ب. شود هاي مختلفي استفاده مي از روش
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علت تعداد كم باكتري در آب و احتمال از دست دادن 
 ثبت باعث ،وم باكتري در مراحل مختلف تخليصكروموز

براي افزايش كارآيي . گردد  ميPCRنتيجه منفي كاذب در
هاي   روش،ها جهت شناسايي حداقل باكتري اين روش

توان به  ها مي از جمله اين روش. مختلفي پيشنهاد شده است
  :موارد زير اشاره نمود

ترهاي تغليظ نمونه مورد آزمايش با استفاده از فيل -1
 باكتري با سرد و گرم DNAميكروبيولوژي وآزاد سازي 

  نمودن آن  
هاي حامل   با استفاده از پروبPCRشناسايي محصول  -2

 )7(مولد راديواكتيو و يا غير راديو اكتيو

، PCR )2 ساعته باكتري قبل از انجام مرحله 8 تا 6كشت  -3
3، 8(. 

 حداقل تشخيصهاي فوق در حد  حساسيت روش
حتي اين روش ها .  ميلي ليتر آب است100 باكتري در5  تا1

 100 باكتري در 1در برخي موارد قادر به شناسايي تعداد 
 PCR انجام يك آزمايش شرط . ميلي ليتر آب را هم ندارند

. باشد موفق قرارگرفتن تمام عوامل آن در اين واكنش مي
يكي از دلايل . باشد  ميDNAترين اين عوامل قالب  مهم
آزمايشات بالا در نتيجه از دست دادن شدن في كاذب من

DNAدر اين تحقيق بجاي .  كروموزومي باكتري است
هاي معمول تخليص كروموزم باكتري و يا  استفاده از روش

دست آمده پس از ه هاي ب هاي ذكر شده، باكتري ديگر روش
اي   وارد واكنش پلي مرآز زنجيرهمرحله فيلتراسيون مستقيماً

بنابر اين بدون از دست دادن كروموزوم باكتري . گرديد
لذا . يابد اي پليمرآز ادامه مي مراحل بعدي واكنش زنجيره

 تخريب شده و PCRكه باكتري در ابتداي واكنش  براي اين
مرحله   ( PCRكروموزوم آن آزاد گردد، زمان مرحله اول 

  .  دقيقه افزايش داده شد10تا ) دناتوراسيون
 تا وجود يك PCRاسيت در اين تحقيق حس

.  ليتر آب افزايش پيدا كرد2باكتري در حجم حدود 
حساسيت تشخيص آلودگي آب با استفاده روش فوق در 

خصوص ه  را بMPNهاي معمول نظير  مقايسه با روش

 آمده است در 2چنانچه در جدول . توان ملاحظه نمود مي
 تنها توانسته MPN چاه آب مورد مطالعه، روش 15بين 
در عين حال در .  چاه آب را نشان دهد5 آلودگي است

 چاه 15 از PCRهاي فوق با روش  بررسي آلودگي آب چاه
با اين بنابر اين  . نمونه آلودگي  نشان داده شد13آب در
 ، با توجه به حذف PCR علاوه بر افزايش حساسيت روش

توان به سادگي   ميDNAمراحل سخت و پيچيده تخليص 
 اشريشيا كلي ه تعيين آلودگي آب باز روش ملكولي در

توان براي شناسايي ساير  نتايج اين تحقيق را مي. استفاده نمود
هاي كند رشد و  عوامل آلودگي آب از جمله باكتري

   . كار برده ها نيز ب ويروس
اين تحقيق در مركز تحقيقات پزشكي و مولكولي 

  .دانشگاه علوم پزشكي اراك انجام گرفته است
  

  ينتيجه گير
نتايج به دست آمده از اين بررسي حاكي از آن  

است كه با روش مذكور علاوه بر اين كه امكان بروز نتيجه 
شود نياز به انجام مراحل سخت،  منفي كاذب كمتر مي

  .پيچيده و وقت گير تخليص كروموزم نيز نمي باشد
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Abstract 

 
Background: In molecular diagnosis of microbial agent, purification of chromosome is very 

important step. In this study, after cell destruction, DNA replication was done by increasing the 
denaturation time, without DNA purification. 

Methods and Materials: In this experimental study eight different dilution of E.coli (8/100, 
4/100, 2/100, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 and 1/1600) solution were madce in D.W, Bacteria were 
separated by filtration. Polymerase chain reaction method was used to propagate 162 rRNA gene by 
design primers without DNA Purification. In order to confirme sensitivity of PCR, contamination of 
15 different sources of Arak well water wafer was compared by MPN method. For confirmed 
sensitivity of PCR, 15 sources of water in Arak were examined and compared with MPN method. 

Results: Present of bacteria in diution sou tion were confirmed by culture. Polymerale Chain 
reaction (PCR) data were shown this method is able to recognize bacteria in above dilutions after 
filtration. This study showed high sensitivity of PCR method in compare to MPN method. 

Conclusion: Results were shown without stages of extraction of DNA, PCR were done 
without losing chromosome. Therefore false negative results were decrease and avoided from difficult 
phases.  
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