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مقدمه 

    یکی از مهمترین معضلات بهداشتی آب وجود عوامل بیماری زا در آن می باشد. شناسایی این عوامل و حذف آن ها از مسایل مهم بهــــداشتی آب به شمــــــار می آیند. در روش های تشخیصی از باکتری اشریشیاکلی به عنوان نشـــــــانگر برای بررسی آلودگی آب به مـــــــدفوع و فــــاضلاب استفاده می گردد. روش های معمول برای شناسایی عوامل بیماری زا در آب علاوه بر اینکـــه وقت گیر و پرهزینه هستند، دقیق نیز نمی باشند،(1). به همیــــن علت بـــــرای شنـــاســـــایی وجـــود عوامل بیماری زا در آب روش هــــای جدیـــــدی در دست مطالعه است. واکنـــــش زنجیـــــره ای پلیمرآزی(Polymerase Chain Reaction =PCR ) از جمله روش هایی است که می تواند جایگزین مناسبی برای آزمایشات رایج باشد. روش اخیر حســاس، دقیق، ارزان و ســــریع می باشد.  کارآیی استفاده از PCR در مطالعات مختلف به اثبات رسیده است. با استفاده از روش فوق می توان تا حتی یک بــــاکتری در 100 مبلی لیتر آب را شناسایی نمود،(2). 

برای آزمـــــایش میکـــروبی آب در حجم های بالا  به روش PCR لازم است تا عمل تغلیظ آب صورت پذیرد. لذا برای این منظور از میکــــــرو فیلترهای با منافذ ریز(در حد 42/0 میکرومتر) استفــــاده می شود. این مــــرحله  نقش مهــــمی در جــــدا سازی بـــــاکتری از آب دارد. مطالعـــــات و آزمایشــــات نشان می دهد فیلتر های متفاوت، کارائی مختلف در جـــــــداسازی بــــاکتری ها داشته که در ســــــرعت و نتـــایج آزمایش PCR نقـــــش بسیار موثری دارد،(3). در این تحقیق دو نـــــوع فیلتر هیـــــــدروفیلیک HAWP و هیــــــدروفوبیـــک   FHLPدر آب برای جداسازی باکتری E.coli استفاده شده و نقــــش آن هــــا در نتیجه واکنش PCR مورد مقــایسه قرار گرفت.
مواد و روش ها 
    اين مطالعه يك مطالعه تجربي است. باکتري مورد استفاده در اين تحقيق شامل اشريشيا کلی سويه DH5α(تهيه شده از مركز ملي تحقيقات ژنتيك و تكنولوژي زيستي) می باشد. تمام مواد شیمیایی مورد استفاده در این تحقیق از شرکت مرک(Merck) و مواد استفاده شده در واکنش زنجیره ای پلیمرآز از شرکت سیناژن تهیه گردید. در این تحقیق نظیر اغلب مطالعات انجام شده از ژن 16s rRNA به عنوان مولکول هدف برای شناسایی باکتری استفاده شده است. علت انتخاب این ژن، بالا بودن تعداد کپی این مولکول و پایداری آن در سلول می باشد.(4-5)

با استفاده از ترادف استاندارد ژن 16srRNA (شماره دسترسی :EF620925) از باکتری اشریشیاکلی، طراحی پرايمرهای رفت(Forward) و برگشت (Reverse) انجام شد. ترادف پرایمرهای مزبور به صورت زیر است:

Forward: 5" CGA GTG GCG GAC GGG TGA GT (FROM 81)

 Reverse: 5" TCG ACA TCG TTT ACG GCG TGG A (FROM 786)
پرایمرهای طراحی شده توسط شرکت فرآیند دانش آرین(نماینده شرکت MWG آلمان در ایران) ساخته  شد. ابتدا رقت های متوالی از سلول باکتری اشریشیاکلی در 100 میلی لیتر آب استریل تهیه گردید. برای تهیه رقت های باکتری از محلول شمــاره یک مک فارلند استفاده گردید. برای این منظور ابتدا سوسپانسیون نظیر محلول شماره 1 مک فارلند از باکتری تهیه شد. سپس از این سوسپانسیون رقت های متوالی تهیه گردید. رقت های 100/8 تا 1600/1 از سوسپانسیون های بالا تهیه گردید. برای تائید صحت رقت های باکتری تهیه شده از کشت یک میلی لیتر هر رقت باکتری در محیط نوترینت آگار به صورت پور پلیت(Pour Plate) استفاده شد. رقت های تهیه شده طبق جدول شماره 1 در دو سری تهیه گردید.
جدول 1.  رقت های تهیه شده از کلی فرم

	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 باکتری

	100
	100
	100
	100
	200
	400
	800
	1600
	حجم آب(میلی لیتر)


     یک سری از رقت ها از فیلترFHLP  (شرکت میلی پور  با قطر 5/0 میکرون) و سری دوم از فیلتر HAWP (شرکت میلی پور با قطر 45/0 میکرون) عبور داده شدند. سپس در شرایط استریل فیلترها در داخل میکروتیوب 5/0 قرار گرفت. 50 میکرولیتر از آب حاوی یک دهم درصد دی اتیل پیروکربنات (DEPC water) اتوکلاو شده به میکروتیوب افزوده گردید. سپس میکروتیوب ها با شدت ورتکس گردید تا سلـول باکتری ها از سطح فیلتر به مایع داخل میکروتیوب رها شود. 

 غلظت عوامل PCR به شرح زیر استفاده گردید:

     يك ميــــلی مولار از پـــرايمرهای بالا ، 5/2 ميلی مولار از يون منيزيوم، 200 ميکرومولار از هر دزوکسی نوکلئوزيد تری فسفات، 5/2 واحد از آنزيم Taq DNA Polymerase  و  بافر PCR با غلظت 1X است. حجم نهایی مخلوط PCR با آب مقطر استریل به 100 میکرولیتر رسید.

    برای تخریب کامل سلول باکتری قبل از شروع برنامه مخلوط PCR  به مدت 10 دقیقه در حرارت 95 درجه سانتی گراد قرار گرفت. پس از آن برنامه زیر استفاده گردید:

    مرحله اول PCR  متشكل از سی و پنج  چرخه که هر يك از سه قسمت تشکيل شده است. قسمت اول دناتورکردن(94 درجه سانتی گراد به مدت يک دقيقه)، قسمت دوم برای اتصال پرايمرها به DNA الگو(59 درجه سانتی گراد به مدت يک دقيقه)، قسمت سوم جهت تکثير ژن هدف(72 درجه سانتی گراد به مدت يک دقيقه) است. در نهايت مرحله تکثير نهايی در 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقيقه و برای یک چرخه است. 

    براي تائيد صحت ترادف نوكلئوتيد ژن به دست آمده از روش Nested PCR استفاده گردید. برای این منظور ترادف جدیدی از پرایمر رفت طراحی گردید. انجــــــام واکنش زنجیره ای پلیمرآز با استفاده از پرایمر رفت جدید و پرایمر برگشت قبلی صورت گرفت. در نتیجه قطعه ژن بدست آمده باید در حدود bp 360 باشد.
Forward (Nested Primer): 5’ CGT TGG TAT CAA AGA GAC TCA GAA 3’ (From 418)
Reverse: 5" TCG ACA TCG TTT ACG GCG TGG A (FROM 786)
    سپس برای تکثیر قطعه جدید از برنامه قبل با این تفاوت که دمای اتصال پرایمرها به DNA الگو(annealing) 59 درجه سانتی گراد به مدت يک دقيقه برنا مه ریزی شد.
    برای بررسی نهايی  محصولات PCR ،  الکتروفورز آن بر روی ژل آگارز 1 درصد در بافر تريس بازی-اسيد بوريک- EDTA (TBE با 8 : pH ) انجام گرفت. بررسی نتيجه الکتروفورز با استفاده از رنگ آميزی آن با محلول اتيديوم برومايد و مشاهده آن با دستگاه ترانس لوميناتور UV انجام گرفت.

یافته های پژوهش
با تکثیر ژن مورد نظر با استفاده از پرایمر های طراحی شده قطعه ای حدود bp 723 به دســت آمد. کشت رقت های تهیه شده نشان دهنده در محیط کشت نوترین آگار به روش پور پلیت تعداد باکتری ها در این تایید رقت های نمود. نتیجه بررسی Nested PCR دال بـــر تـــایید ژن به دســــت آمده(srRNA 16) می باشد. همان گونه که در شکل شماره 1 آمده، قطعه 360 باز بر اساس استفاده از پرایمر Nested Primerو پــرایمر برگشت پس از PCR دیده شد. نتـــــایج PCR نشان داد که فیلترهای FHLP،(شکل2). نسبت به فیلترهای HAWP،(شکل3). توانائی بیشتری در جذب باکتری ها دارند. نتیجه PCR همه رقت های عبـــور داده شده از فیلتر FHLP دارای باند بود، در عیـــــن حــــال نتیجه PCR رقت های بالاتر از 100/1 که از فیلتر HAWP عبور داده شده ، دارای باند است. 
 بحث و نتیجه گیری
     روش واکنش پلـی مرآز زنجیــــره ای (Polymerase Chain Reaction= PCR ) تکنیکی حساس و دقیق بوده که با استفاده از آن نه تنها آلودگی مشخص می گردد بلکه نوع باکتری را نیز می توان تعیین نمود،(5). در این روش با  تخلیص کروموزوم باکتری و تکثیر آن با پرایمر های اختصاصی جنس و گونه وجود باکتری در نمونه بررسی می گردد.(6)
    برای استفاده از روش های مولکولی از جمله PCR در تشخیص عوامل عفونی تغلیظ حجم های بالای آب است. برای این منظور معمولا از میکروفیلترها با منافذ ریز(بین 42/0 تا 5/0 میکرومتر) استفاده می گردد. تغلیظ نمونه ها با استفاده از این فیلترها باعث شناسایی باکتری ها حتی در حد یک باکتری می شود. از جمله فیلترهایی که استفاده وسیعی در این زمینه دارند، فیلترهای استات سلولز و یا پلی کربنات می باشد،(8). مطالعات مختلف نشان می دهد که استفاده ازاین فیلترها به علت اثر مهاری بر واکنش PCR، باعث بروز نتایج منفی کاذب می گردد. بنابر این انتخاب نوع فیلتر می تواند در جداسازی  باکتری  و در نهایت در نتیجه آزمایش PCR  نقش مهمی را داشته باشد. 
    به طور کلی فیلترهای ســــاخته شده توسط شرکت های مختلف را می توان به دو دسته هیروفیلیک(آبدوست)  و هیدروفوبیک(آب گریز) تقسیم نمود. لذا در این تحقیق سعی گردیده تا با انتخاب دو نوع از فیلترهای بالا توانایی آن ها را در جدا سازی و جذب باکتری و نتیجه واکنش PCR مورد مقایسه قـرار
 داد. 
    نتایج این تحقیق نشان می دهد که استفاده از فیلترهای هیدروفوبیک(نظیر FHLP) توانایی بالایی در جذب باکتری ها را دارند. همان طور که نتایج مربوط به PCR این فیلترها نشان می دهد، حتی رقت های پایین این باکتری ها در صورتی که از این فیلترها عبور داده شوند توسط روش PCR قابل شناسایی است. جداسازی باکتری توسط این فیلترها می تواند باعث افزایش  حساسیت روش PCR در تعیین و شناسایی باکتری گردد. علت ایجاد این افزایش حساسیت به واسطه از دست ندادن باکتری و در نتیجه قالب DNA می باشد. در عین حال استفاده از فیلترهای هیدروفیلیک (نظیرHAWP) با وجود این که قطر منافذ آن کمتر از فیلترهای FHLP است، قدرت کمتری را در جذب باکتری نشان می دهد. بنابر این به علت با از دست دادن باکتری و در نتیجه حذف قالب DNA، حساسیت PCR کاهش می یابد. فیلترهای HAWP  تنها قادر به جدا سازی باکتری ها در رقت های بالاتر از چهار باکتری در یکصد میلی لیتر آب است. به عبارت دیگر با استفاده از این فیلترها شناسایی بـــاکتــری ها در رقت های پایین تر از چهار باکتری توسط روش PCR قابل استفاده نمی باشد. 
    بنــــابر این با استفاده از فیلترهای هیدروفوبیـــک می توان حجــــم های نسبتا بالای آب آشامیدنی با رقـــت های پایین بـــاکتری را با استفـــــاده از روش های مولکولی از نظر وجود بــــــاکتری مورد بررسی قرار داد. این تحقیق با حمایت دانشگاه علوم پزشکی اراک و مرکز تحقیقات پزشکی و مولکولی  اراک انجام گرفته است. 

شکل 1 . نتیجه Nested PCR :

ردیف 1: محصول Nested PCR– ردیف 2 : مارکر BP 100 – ردیف 3 : محصول PCR ژن 16s rRNA


شکل 2. نتیجه PCR رقت های باکتری فیلتر شده با FHLP   – 

ردیف 1: مارکر BP 100 – ردیف 2 : رقت 160 0/1 –ردیف 3 : 800/1 – ردیف 4 : 400/1ردیف 5 : 200/1 – ردیف 6 : رقت 100/1 – ردیف 7 : رقت 100/2 –ردیف 8 : رقت 100/4 – ردیف 9 : رقت 100/8


شکل 3. نتیجه PCR رقت های باکتری فیلتر شده باHAWP   – 

ردیف 1: مارکر BP 100 – ردیف 2 : رقت 160 0/1 –ردیف 3 : 800/1 – ردیف 4 : 400/1ردیف 5 : 200/1 – ردیف 6 : رقت 100/1 – ردیف 7 : رقت 100/2 –ردیف 8 : رقت 100/4 – ردیف 9 : رقت 100/8
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Effects of Micro-filter in Detection of Coliform
 in Tap Water by PCR
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Abstract
Introduction: For detection of E.coli in top water by PCR, the samples must be concentrated by filter. In this study, we investigated two kinds of micro filters in PCR results. 

Materials & Methods: After preparing dilution of E.coli (8/100, 4/100, 2/100, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800 and 1/1600) in D.W, the  bacteria were separated by FHLP and HAWP   filters and 16s rRNA was propagated by the above- mentioned primers.
Findings: The rate of bacteria in dilutions was confirmed by culture. The PCR data showed that FHLP, better than HAWP filter, would be able to separate the bacteria in such dilutions after filtration. 

Discussion & Conclusion: The results of this study showed that hydrophobic filter (FHLP) has a higher ability than that of hydrophilic filter (HAWP) in separating bacteria. So, successful PCR amplifications were achieved by cells concentrated with hydrophobic filters for detection of all the coliform bacteria, while false negative results decreased considerably.
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چکیده


مقدمه: استفاده از روش های معمول تشخیص عوامل میکروبی آب اغلب با حساسیت کم و مستلزم صرف وقت زیادی می باشند. از مزایای روش های مولکولی از جمله PCR بالا بودن حساسیت، دقت، سرعت و هزینه نسبتا پایین آن است. برای انجام آزمایش PCR جهت تشخیص آلودگی آب به E.coli لازم است از روش تغلیظ نمونه ها با میکرو فیلتر استفاده شود. در این تحقیق سعی شده با بررسی دو نوع میکرو فیلتر  نقش آن ها را در کارآیی PCR تعیین شود.


 مواد و روش ها : رقت های 100/  8 ، 100/4 ، 100/2 ، 100/1 ، 200/1 ، 400/1 ، 800/1 ، 1600/1 ، از باکتری  در آب مقطر تهیه و به روش فیلتراسیون با دو نوع فیلتر  FHLP و HAWP  باکتری از نمونه جدا  گردید. سپس تکثیر ژن 16sRNA با استفاده از روش PCR و به کمک پرایمرهای طراحی شده انجام گرفت. 


      یافته های پژوهش: کشت رقت های تهیه شده نشان دهنده تأیید تعداد باکتری ها در این رقت ها بود. نتیجه PCR رقت ها پس از فیلتراسیون نشان داد که فیلترهایFHLP توانایی بالاتری نسبت به فیلترهای HAWP در جــدا سازی باکتری ها دارند. چنانچه در رقت های پایین باکتری نتیجه PCR مثبت بود.


      بحث و نتیجه گیری: نتایج به دست آمده از این بررسی حاکی از آن است که فیلترهای هیدروفوبیک (نظیر FHLP) قدرت بیشتری از فیلترهای هیدروفیلیک در جذب باکتری ها دارند. لذا استفاده از فیلترهای هیدروفیلیک در تشخیص باکتری با استفاده از روش های حساسی نظیر PCR  اغلب باعث بروز نتایج منفی کاذب می شود. 
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