
  

 420

Original Article 
 

Efficacy of RT-PCR for the detection of E. coli in drinking water 
 

Abtahi H1*, Ghannazadeh MJ2, Salmanian AH3, Ghaznavi Rad E4, Karimi M4 
 

1- Molecular Research Center, Arak University of Medical Sciences, Arak, I. R. Iran 
2- Department of Environmental Health, Faculty of Health, Arak University of Medical Sciences, Arak,              

I. R. Iran 
3- National Research Center for Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran University of Medical 

Sciences, Tehran, I. R. Iran 
4- Department of Microbiology and Immunology, Faculty of Medicine, Arak University of Medical Sciences, 

Arak, I. R. Iran 
 

Received March 8, 2010; Accepted November 21, 2010 
 
Abstract: 
 
Background: Escherichia coli (E. coli) is an indicator of potential human fecal 
contamination. Polymerase Chain Reaction (PCR) as an ideal detection method for detecting 
E. coli has some advantages like rapidity, high sensitivity and accuracy, easy performance, 
ability to run in high numbers and inexpensiveness. On the other hand, the disadvantage of 
PCR is possibility of its false positive results. In this study, reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR) method was used to overcome the problem, and the results were 
compared to most probable number (MPN).  
Materials and Methods: 16srRNA forward (SF) and 16srRNA reverse (SR) primers were 
designed using E. coli 16srRNA sequence. After preparing different diluted samples of E. 
coli in distilled water, the bacteria were separated by FHLP and HAWP filters and its 
16srRNA was propagated using mentioned primers. To confirm the sensitivity of the RT- 
PCR method compared to MPN one, samples obtained from 15 water sources in Arak city 
were examined.  
Results: The number of bacteria in dilutions were confirmed with culture. RT-PCR data 
showed that FHLP compared to HAWP filters have a higher capability in separating of 
bacteria in different dilutions. Also there was a higher sensitivity of RT-PCR compared to 
RT- PCR and MPN.  
Conclusion: RT-PCR can detect the bacteria in lower dilutions of bacterial suspension. 
Hydrophobic filters (e.g. FHLP) compared to hydrophilic filters (e.g. HAWP) have higher 
capability in separating bacteria. To detect all coliform bacteria RT-PCR amplifications 
achieved by cells concentrated with hydrophobic filters are recommended.  
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   مقدمه

زا از مهمتـرين معـضلات      هـاي بيمـاري   ميكروبوجود  
شناسايي و حذف اين عوامـل از       است و    اميدنيآشبهداشتي آب   

 ــ  هــاي در روش. آينـد شـمار مــي همـسايل مهــم بهداشـتي آب ب
گـر بررسـي    عنـوان نـشان   تشخيصي، از باكتري اشريشياكلي بـه     

 نظير  هاي معمول روش. گردد آلودگي آب به فاضلاب استفاده مي     
MPNنظير هاي مربوط به آنتروباكترياسه و كشت آب در محيط  
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MacConkey, Endo, eosin methylene blue   brilliant-
green-lactose-bile(      زا در آب   براي شناسايي عوامـل بيمـاري

 ـ   علاوه بر اينكه وقت    ه هـستند، از دقـت كـافي نيـز        گيـر و پرهزين
همين علت براي شناسـايي وجـود عوامـل          به ؛باشندبرخوردار نمي 

  .]1[ هاي جديدي در دسـت مطالعـه اسـت        زا در آب روش   بيماري
هايي اسـت كـه     از جمله روش  ) PCR( اي پليمرآز واكنش زنجيره 

وش ايـن ر  . تواند جايگزين مناسبي براي آزمايشات رايج باشـد       مي
 در مطالعـات     آن زكارآيي اسـتفاده ا   بوده و   ريع   و س  حساس، دقيق 

قـادر  روش فوق   بيان شده است كه     . مختلف به اثبات رسيده است    
. ]2،3[ اسـت  مبلي ليتـر آب      100حتي يك باكتري در     به شناسائي   

اي پلي مرآز روشي حساس و دقيـق بـوده كـه بـا              واكنش زنجيره 
بلكـه نـوع    ،  دگرداستفاده از آن نه تنها وجود آلودگي مشخص مي        

 DNAپايداري نسبتا بـالاي  . ]4[ توان تعيين نمود باكتري را نيز مي   
مـرآز در  اي پلـي واكنش زنجيـره گردد تا نتيجه    در محيط باعث مي   

د ندهمطالعات نشان ميبرخي  .هاي مرده نيز مثبت گردد مورد سلول 
هاي كشته شده توسـط جوشـاندن و يـا          با باكتري  PCRكه انجام   

بهي هاي زنده نتيجه مـشا     بر روي باكتري   PCR انجام    با UVاشعه  
و  اشريـشياكلي صورت گرفته بـر روي     العاتمط. را خواهد داشت  

  خلاصه
نـسبت بـه سـاير    كـارآيي   از نظر سرعت، دقت و (Polymerase chain reaction; PCR)مرآز اي پلي زنجيره واكنش: و هدفسابقه
تـوان   براي رفع اين مشكل مياست واز معايب اين روش بروز نتايج مثبت كاذب   . ارجحيت دارد ،   در آب  اشريشياكليتشخيص   يهاروش

در اين . استفاده نمود) Reverse transcriptase- polymerase chain reaction; RT-PCR( مرآز معكوساي پلي زنجيرهاز واكنش
در مقايسه بـا    آب   اشريشياكليشناسايي  ، ميزان حساسيت اين روش براي       RT-PCRتحقيق سعي گرديده تا علاوه بر تعيين كارآيي روش          

  .نيز مورد بررسي قرار گيرد MPN  (Most Probable Number)روش 
 SR(S rRNA و SF (S rRNA Forward)  اشريـشياكلي پرايمرهـاي  16srRNA بـا اسـتفاده از تـرادف ژنـي     :روش هـا   مواد و 

Reverse)  دو نـوع فيلتـر   از بـاكتري  سوسپانـسيون  و شـده    از بـاكتري در آب مقطـر تهيـه           مختلفهاي  رقت. ند طراحي شد FHLPو  
HAWP ،پسس. عبور داده شد،RT-PCR  قايـسه آن بـا روش    حلقه چاه آب شـهر اراك و م 15شناسايي آلودگي . انجام گرديدMPN  

  .             روش فوق انجام گرفتكارآييبراي بررسي 
فيلترهاي . كند  را شناساييمختلفهاي قادر است وجود باكتري در رقت RT-PCRنشان داد كه هاي مطالعه حاضر يافته :نتايج

 ،علاوهبه. ها دارنددر جدا سازي باكتريتري توانايي بالا HAWP فيلترهاي هيدروفيليك در مقايسه با FHLPهيدروفوبيك از جمله 
  .  بودRT-PCR بالاي روش كارآييانجام گرفته در اين تحقيق نشان دهنده   RT-PCR وMPN دو روش امقايسه شناسايي آلودگي آب ب

هاي بسيار رقتتوان وجود باكتري حتي در ميدارد،  MPNنسبت به روش بيشتري حساسيت كه  RT-PCRفاده از  با است:گيرينتيجه
  .ها دارندقدرت بيشتري در جذب باكتريهيدروفيليك   نسبت به فيلترهايفيلترهاي هيدروفوبيكهمچنين، . نشان دادرا پايين 

  واكنش زنجيره اي پلي مرآز معكوس آب، اشريشيا كلي، آلودگي  :واژگان كليدي
 420-425 ، صفحات1389 زمستان، 4 پژوهشي فيض، دوره چهاردهم، شماره –فصلنامه علمي                                                              
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  بـر  PCRد كه نتيجه فرآينـد      ندهنشان مي نيز  ليستريا مونوسيتوزنز   
 اي عيوب ذكـر شـده بـر       .]5[ هاي اتوكلاو شده مثبت است    باكتري
باعـث گرديـده تـا     DNAها بر پايـه  هاي شناسايي ارگانيزم روش
 PCRهاي ديگري از جمله غني سازي اوليه قبل از آزمايش           روش

 كـارآيي اينكـه ايـن روش باعـث افـزايش     وجود ا ب .توصيه گردد 
شـود، ولـي    هاي زنـده و مـرده مـي       آزمايش و شناسايي بين نمونه    

در عين حال در صورتي  ؛باشدمستلزم افزايش مدت زمان تست مي     
تواند باعـث بـروز نتيجـه       ده بالا باشد، مي   هاي مر كه تعداد باكتري  

با توجه بـه پايـداري       .]6[ مثبت كاذب در اين آزمايشات نيز گردد      
  بـا اسـتفاده از روش      RNAتعيين وجود    ،در محيط  RNA اندك

 مناسبي براي   گرنشان تواندمي اي پلي مرآز معكوس   واكنش زنجيره 
-RTاز روش   نكته مهـم در اسـتفاده       . شمار آيد ههاي زنده ب  سلول

PCR   در آب  هـا بـاكتري كم   تعداد   شناسايي  در آن كارآييتعيين 
هاي مختلف تا با تهيه رقتاست در اين تحقيق سعي شده  .باشدمي

ــشيا كلــي در آب  ــاكتري اشري  در RT-PCRروش  كــارآيياز ب
علاوه بـر آن نقـش دو فيلتـر         . شناسايي آن مورد بررسي قرار گيرد     

در جداسـازي   ) FHLP(وفوبيك  هيدر و) HWAP(هيدروفيليك  
  . ه است مورد بررسي قرار گرفتRT-PCRباكتري و نتيجه واكنش 

  
  ها روش مواد و 

 انجـام گرفتـه   1388 در تابستان     تجربي از نوع اين مطالعه   
اشريـشياكلي سـويه     مورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق          باكتري .است

DH5α)             تهيه شده از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيـك و زيـست

تمام مواد شيميايي مورد استفاده در اين تحقيـق         . باشدمي) فناوري
ها و ساير عوامل استفاده شـده       و آنزيم ) Merck(از شركت مرك    

تهيـه  ) ايـران (مـرآز از شـركت سـيناژن        اي پلي در واكنش زنجيره  
  .گرديد
  :پرايمرهاتهيه   وطراحي

شـماره   (16s rRNAبـا اسـتفاده از  ژن   در اين مطالعه            
 از باكتري اشريشياكلي ترادف پرايمرهاي)  EF620925:دسترسي

   :زير استفاده گرديد
Forward: 5" CGA GTG GCG GAC GGG TGA 
GT (FROM 81) 
Reverse: 5" TCG ACA TCG TTT ACG GCG TGG 
A (FROM 786) 

نماينـده  ( آلمـان    MWGپرايمرهاي طراحي شده توسط شـركت       
  . شدساخته ) فرآيند دانش آرين

  :هاي آب و فيلتراسيونرقت
 100باكتري اشريشياكلي در هاي متوالي از ابتدا رقت

هاي باكتري از براي تهيه رقت. ليتر آب استريل تهيه گرديدميلي
ين منظور ابتدا دب. دشمحلول شماره يك مك فارلند استفاده 

سپس .  مك فارلند از باكتري تهيه شد1سوسپانسيون محلول شماره 
 در دو 1600/1 تا 100/8هاي متوالي ن سوسپانسيون رقتاز اي
 تعداد براي تائيد صحت. تهيه گرديد )1جدول شماره  (سري

هر رقت باكتري در محيط از ميلي ليتر  يك هارقتباكتري در 
  . استفاده شد) Pour Plate( صورت پور پليتهنوترينت آگار ب

  
  هاي تهيه شده از كلي فرمرقت -1شماره جدول 

  1600/1  800/1  400/1  200/1  100/1  100/2  100/4  100/8  رقت
  1  1  1  1  1  2  4  8  تعداد باكتري

  1600  800  400  200  100  100  100  100  )ميلي ليتر(حجم آب
  

 5/0شركت ميلي پور با قطر  ( FHLPها از فيلتريك سري از رقت
شركت ميلي پور با قطر ( HAWPفيلتر  و سري دوم از) ميكرون

 در شرايط استريل فيلترها سپس. عبور داده شدند) يكرون م45/0
 ميكروليتر از آب حاوي 50و  ه قرار گرفت5/0در داخل ميكروتيوب 

به ) DEPC water(يك دهم درصد دي اتيل پيروكربنات 
 شدهها با شدت ورتكس ميكروتيوب . افزوده گرديدهاميكروتيوب
  . ندروتيوب رها شور به مايع داخل ميكها از سطح فيلتتا باكتري
   :RT-PCR و انجام RNAتخليص 

 و) شـركت سـيناژن    (RNX-plus از كيـت     RNAبراي تخليص   
  از آنـزيم  شـده  خـالص  RNA ازDNAحـذف آلـودگي   بـراي  

Deoxyribonuclease Iحذف آنزيم مورد براي.   استفاده گرديد 

اتيلن دي آمين تترا استيك اسـيد       از افزودن يك ميكروليتر     نظر پس   
)EDTA    65 دقيقه در دماي     10مدت  به)  ميلي مولار  25 با غلظت 

  .  قرار گرفتدرجه سانتي گراد
شرح زير استفاده   به  RNAجهت تكثير    RT-PCRغلظت عوامل   

برگـشت   ميكرومول پرايمـر     20  و RNAدو ميكروگرم از     :گرديد
قـرار  رجـه سـانتي گـراد        د 70نيم ساعت در    مدت  و به  اضافه شد 

ي مولار دزوكسي نوكلئوزيـد تـري فـسفات          ميل 10سپس  . گرفت
)dNTP(          20، ممانعت كننده از فعاليت آنزيم ريبونوكلئاز به ميزان 

-بـه انكوباسيون  پس از   .  افزوده شد  1Xبافر با غلظت نهايي     واحد  

  واحـد آنـزيم    200 درجه سانتي گراد ،      37 دقيقه در دماي     5مدت  
M-MuLV Reverse Transcriptaseـ اضافه گرديد و به  دت م
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 درجه سانتي گراد در دستگاه ترموسايكلر       42يك ساعت در دماي     
 استفاده  PCR از   آن براي تكثير    cDNA از توليد     پس .قرار گرفت 

 PCRعوامـل زيـر جهـت       هاي  تظبراي اين منظور از غل    . گرديد
يك ميلي مـولار از هـر يـك از پرايمرهـاي رفـت و                :استفاده شد 

  ميلي مـولار از هـر  200وم، مولار از يون منيزي ميلي5/2برگشت، 

 واحــد از 5/2، هــايــك از دزوكــسي نوكلئوزيــد تــري فــسفات
. 1Xبـا غلظـت    PCR  و  بافر Taq DNA Polymeraseآنزيم

 ميكروليتـر  50 با آب مقطر اسـتريل بـه      PCRحجم نهايي مخلوط    
 PCRمرحلـه اول     :پس از آن برنامه زير اسـتفاده گرديـد        و  رسيد  

.  يك از سه قسمت تشكيل شده است         چرخه كه هر    35متشكل از   
، )مدت يك دقيقه  گراد به  درجه سانتي  94(قسمت اول دناتوركردن    

 درجـه   47( الگـو    DNAقسمت دوم براي اتـصال پرايمرهـا بـه          
، قسمت سوم جهت تكثير ژن هـدف        )مدت يك دقيقه  گراد به سانتي

پـس از خاتمـه     . اسـت ) مدت يك دقيقـه   گراد به  درجه سانتي  72(
 دقيقـه و    5مـدت   گراد به  درجه سانتي  72تكثير نهايي در    ها،  چرخه

، PCRمحـصولات    براي بررسي نهايي   .براي يك چرخه انجام شد    
 -در بافر تريس بـازي       درصد   1الكتروفورز آن بر روي ژل آگارز       

بررسـي  . انجام گرفت ) pH = 8 با   EDTA) TBE -اسيد بوريك 
با محلـول اتيـديوم     نتيجه الكتروفورز با استفاده از رنگ آميزي آن         

   . انجام گرفتUVلوميناتور  مشاهده آن با دستگاه ترانس برومايد و
  :MPN و RT-PCRهاي آب چاه با بررسي نمونه
در شناسايي حداقل تعداد باكتري  RT-PCR  كارآيي براي تعيين

 هريك در آب و اهميت نوع فيلترهاي هيدروفوبيك در نتايج آن، از
ليتر آب در  ميلي250 كننده آب شهر اراك  حلقه چاه تامين15 از

  MPN از روش.آوري گرديدظروف استريل طبق استاندارد جمع
 شد واستفاده  RT-PCRخواني با روش تنها براي بررسي هم

 روشهر دو هاي تهيه شده با استفاده از فرم در نمونهوجود كلي
صد ميلي ليتر آب با  يكRT-PCR  روشدر. بررسي گرديد

وجود اشريشياكلي در  صاف شده و سپس FHLPاده از فيلتر استف
 و اي انجام گرفتروش سه لولههب MPN آزمايش .آن بررسي شد

 .شدتعيين كلي اشريشيابر اساس توليد يا عدم توليد گاز تعداد 
ها از نقطه نظر آلودگي ميكروبي و هاي حاصل از سنجش نمونهداده

 جدول مربوط منعكس لكولي جمع آوري و در قالبوآزمون م
  . گرديد

  

  نتايج 
هاي تهيه شده در محيط كشت نوترين آگار به         كشت رقت 

  RT-PCRنتيجـه   .نمـود تاييد  راها روش پور پليت تعداد باكتري
 قـادر اسـت تـا       روشها پس از فيلتراسيون نشان داد كه اين         رقت

پـس از فيلتراسـيون      ميلي ليتر آب     1600حجم    باكتري در  1وجود  
 RT-PCRدر  . شناسـايي كنـد   را   )FHLP(يلتر هيدروفوبيك   با ف 

همچنـين،   ).2  و1هاي شكل(  ديده شدbp 723ها قطعه برابر  رقت
در جـدول     MPN و RT-PCRنتايج مربوط به مقايسه دو روش       

  . آمده است2شماره 
  

هاي باكتري فيلتر شده با  رقتRT-PCR نتيجه -1  شمارهشكل

FHLP – ماركر : 1 رديفBP 100 – 1600/1رقت : 2 رديف –

 : 6 رديف – 200/1: 5رديف  400/1: 4 رديف – 800/1: 3رديف 
 – 100/4رقت : 8رديف – 100/2رقت : 7رديف – 100/1رقت 

  100/8رقت : 9رديف 

 هاي باكتري فيلتر شده با رقتRT-PCR نتيجه -2 شماره شكل
AWP–  ماركر : 1رديفBP 100 – 1600/1رقت : 2 رديف –

 رديف – 200/1: 5رديف - 400/1: 4 رديف – 800/1: 3رديف 
 – 100/4رقت : 8رديف – 100/2رقت : 7 رديف 100/1رقت : 6

  100/8رقت : 9رديف 
  

  شهر اراك   شرب  چاه تامين كننده آب 15 هاينمونه MPN و RT-PCR دو روشنتايج مقايسه  -2  شمارهجدول
  چاه هشمار  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10  11  12  13  14  15
+  +  +  +  +  +  +  +  +  +  -  +  +  +  -  RT-PCR 

-  -  -  -  +  -  +  +  -  -  +  -  +  -  -  MPN  
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   بحث
قـادر   RT-PCRنـشان داد كـه       هاي مطالعه حاضر  يافته

 تعيـين   را ميلـي ليتـر آب       1600است حتي يك باكتري در حجـم        
شـود كـه    هايي ديده مي  افزايش اين كارآيي تنها در نمونه     و  نمايد  

نتـايج   .ه باشـند  صاف گرديـد  ) FHLP(روفوبيك  توسط فيلتر هيد  
RT-PCR دهد كه روش    هاي آب نيز نشان مي     چاهRT-PCR  در

ودن كارآيي در تشخيص باكتري در اغلب موارد نـسبت          بعين بالا   
هـاي  استفاده از تكنيك  اگرچه  .  نيز ارجحيت دارد   MPNبه روش   

هـا نـسبت بـه      ملكولي در تشخيص عوامل عفوني از بسياري جنبه       
 دهـي   ها از نظر سرعت جواب    هاي كشت و تشخيص باكتري    روش

هاي موجود خي تكنيكبر ولي و دقت در تشخيص ارجحيت دارند،
-ه دليل اين امر ب؛باشند داراي نتايج مثبت كاذب ميPCRاز جمله  

 هاي مرده اسـت   واسطه رديابي و تكثير ژن باكتري حتي در باكتري        
هـايي از جملـه     هاي زنده از تكنيك   لذا براي شناسايي باكتري    ،]4[

RT-PCR تـا ميـزان     در اين تحقيق سعي شـد      .توان بهره برد   مي 
هـاي معمـول شناسـايي      كارآيي اين روش نسبت به يكي از روش       

عـلاوه بـر دقـت و       . مقايسه گردد ) MPN(لودگي ميكروبي آب    آ
 در تشخيص آلودگي آب كـاهش مـدت         RT-PCRكارآيي بالاي   

-طوريه ب ؛ از اهميت بالايي برخوردار است     زمان شناسايي باكتري  

 سـاعت بـراي تعيـين       24 حداقل به    MPNكه در آزمايش معمول     
 6 اين زمان به     RT-PCRكه در روش     در حالي  ،آلودگي نياز است  

هايي كـه بـر پايـه       طور كلي تكنيك  هب. يابد ساعت كاهش مي   7 تا
هاي ولد وجود سل  نتوانا موقعي مي  هتن دنباشاسيدهاي نوكلئيك مي  

د كه ملكول هدف پايداري كمـي پـس از مـرگ            نزنده را ثابت كن   
طـور  به در داخل سلول زنده      mRNAملكول  . سلولي داشته باشد  

 نيمه عمـر    DNA بر عكس    بوده و افزايش   در حال تكثير و      مرتب
 ـ آكه پس از مرگ سلولي مقـدار        طوريه ب ،بسيار كوتاهي دارد   ه ن ب

 كارآييواسطه  ه اين كاهش ب   علت. يابدسرعت در سلول كاهش مي    
هاي هيدروليز كننده   نسبت به آنزيم  بالاي پيوندهاي فسفو دي استر      

 ـاين تع بنـابر .  است DNA نسبت به    RNAدر ملكول     وجـود ين  ي
هـاي زنـده    نشانه خوبي براي اثبات وجود سلول      mRNA ملكول
-RTبا اسـتفاده از روش        و همكاران  Sheridan در مطالعه    .است

PCR  هـاي زنـده     است كه اين ملكول تنهـا در سـلول          ثابت شده
نكتـه مهـم در      .]7 [شـود ويبريو كلرا و لژيونلا پنموفيلا ديده مـي       

ها اين روش  كارآييبررسي   RT-PCRهايي نظير   استفاده از روش  
 نـد انشان داده و همكاران    Liu .در تعيين عوامل آلودگي آب است     

پانسيون بـا    قابليت شناسايي باكتري در سوس     RT-PCRكه روش   
1CFU/ml  تحقيـق  نتـايج    اين در حالي اسـت كـه      . ]8[  را ندارد

بـه  قـادر   علاوه بـر اينكـه       RT-PCR روش   دهدنشان مي حاضر  
 است، توانايي تشخيص  ميلي ليتر آب100 در يك باكتريشناسايي 

را نيـز  )  ميلـي ليتـر آب  1600تا  ( هاي بالاتر يك باكتري در حجم   
مطالعه بـا ديگـر مطالعـات را بايـد در           تفاوت اخير بين اين      .دارد

 .ها بيان نمـود   استفاده از فيلترهاي هيدروفوبيك براي تغليظ باكتري      
ــشان داده شــدهو همكــاران  Bej مطالعــهدر  فيلترهــاي  اســت ن

در را هيدروفوبيك نسبت به فيلترهاي هيدروفوبيك توانايي بـالايي         
-RTوط به    نتايج مرب  در بررسي حاضر  . ]9[ ها دارند جذب باكتري 

PCR هاي پـايين بـاكتري     حتي رقت  ددانشان   هيدروفوبيك    فيلتر 
قابـل  ملكـولي   روش  ايـن   از اين فيلترهـا توسـط       عبور داده شده    
واسطه از دست نـدادن     هب كارآييعلت اين افزايش    . شناسايي است 

در . باشـد  مي اسيدهاي نوكلئيك باكتري  حضور  باكتري و در نتيجه     
 فيلترهـاي هيـدروفيليك     طـر منافـذ   بـا وجـود اينكـه ق      عين حال   

ايـن فيلترهـا    اسـت،  FHLPكمتـر از فيلترهـاي      ) HAWPنظير(
 ـدهقدرت كمتري را در جـذب بـاكتري نـشان مـي            فيلترهـاي  . دن

HAWP      هاي بـالاتر از    ها در رقت    تنها قادر به جداسازي باكتري
عبارت ديگـر بـا     ه ب هستند؛صد ميلي ليتر آب     چهار باكتري در يك   

تـر از   هاي پايين رقت ها در  اين فيلترها شناسايي باكتري    استفاده از 
 ؛باشـد  قابـل اسـتفاده نمـي      RT-PCRچهار باكتري توسط روش     

هاي تصفيه و ضد عفوني در سيستم PCRبنابراين استفاده از روش 
-نتيجه آزمايش واكنش زنجيره    DNAعلت پايداري ملكول    هآب ب 

ن اساس بـراي بررسـي   بر اي.  مثبت كاذب خواهد بود  مرآز  اي پلي 
هـاي ملكـولي    هاي تصفيه آب استفاده از روش     آلودگي در سيستم  

تواند اثر مواد ضد عفوني كننده بر روي شاخص آ           نمي PCRنظير  
توان از ديگـر    براي رفع اين مشكل مي    . لودگي آب را  نشان د هد      

كه پايداري نـسبتا كمـي دارد        RNAهاي سلول از جمله     لكولوم
 در محـيط لازم اسـت از        RNA براي تعيين وجود      و استفاده نمود 

  . استفاده شودواكنش زنجيره اي پلي مرآز معكوسروش 
  

  نتيجه گيري
RTPCR         روشي با كارآيي بالا در تعيين آلودگي باكتري

ايـن  كارآيي  تواند  استفاده از فيلترهاي هيدروفوبيك مي     وده و بآب  
  . را افزايش دهدروش 

  
  تشكر و قدرداني

نت محترم آموزش و تحقيقات  دانـشگاه        با تشكر از معاو   
علوم پزشكي اراك كه امكانات لازم جهت انجـام ايـن تحقيـق را              

  .فراهم نمودند
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