
مجله سلامت و محيط زیست، فصلنامه ي علمي پژوهشي
انجمن علمي بهداشت محيط ايران 

 دوره دوازدهم، شماره دوم، تابستان 1398، صفحات 235 تا 246

پیمانه عطابخش1، محمد کارگر1،*، عباس دوستی2
1- گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی جهرم، جهرم، ایران

2- مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی، دانشکده علوم، دانشگاه آزاد اسلامی شهرکرد، شهرکرد، ایران

واژگان کليد ی: آدنوویروس‌های انسانی، الایزا، 
ژنوتایپینگ

پست الکترونیکی نویسند ه مسئول:
mkargar@jia.ac.ir

Available online: http://ijhe.tums.ac.ir

 مقاله پژوهشی
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زمین�ه و هدف: آدنوویروس‌های انس��انی، یک��ی از اصلی‌ترین پاتوژن‌های منتقل ش��ونده از آب‌های 
آلوده هس��تند که به دلیل پایداری در برابر فرایندهای تصفیه، به‌عنوان یکی از مهمترین شاخص‌های 
نوین کیفی آب‌ها معرفی ش��ده‌اند. هدف از پژوهش، ارزیابی کفایت حذف آدنوویروس‌های انس��انی در 

واحدهای مختلف تصفیه خانه آب اصفهان بود.
روش بررسی: نمونه گیری از 5 بخش شامل: آب خام، ته نشيني، گندزدایي، فيلتراسيون و آب خروجي 
 Electropositive Cartridge تصفيه خانه به مدت یک س��ال انجام شد. برای تغلیظ آب از فیلتر
Virosorb 1MDS اس��تفاده گردید. به منظور تش��خيص آنتی ژن آدنوويروس‌ها از آزمون الايزا و 
برای شناس��ایی کمی و ژنوتایپینگ به ترتیب از Real-time PCR و PCR استفاده شد. همچنین 

میانگین غلظت شاخص‌های باکتریایی و پارامترهای فیزیکوشیمیایی مورد سنجش قرار گرفت. 
یافته‌ها: از 60 نمونه آب بررسی شده، آدنوویروس‌ها به‌ترتیب در 12 نمونه )20 درصد( با روش الایزا 
و 16 نمونه )26/67 درصد( با روش مولکولی تشخیص داده شدند که بیشترین تعداد آدنوویروس‌های 
شناس��ایی ش��ده به‌ترتیب 7 نمونه )12 درصد( در ورودی تصفیه خانه، 6 نمونه )10 درصد( بعد از ته 
نشینی و 3 نمونه )5 درصد( پس از ازن زنی تشخیص داده شد. بیشترین میزان جداسازی آدنوویروس‌ 
در فصل پاییز )50 درصد( و کمترین تعداد در فصل بهار )12/5درصد( بود. همچنین میانگین شاخص 

کلی فرم‌ها در ورودی تصفیه خانه بین CFU/mL 103-102 تشخیص داده شد.
نتیجه‌گیری: نتایج نش��ان داد که راندمان حذف آدنوویروس‌ در واحدهای فیلتراس��یون و گندزدایی 
تصفیه خانه بیش��تر است و واحد فیلتراسیون تصفیه خانه به‌عنوان یک واحد موثر در حذف ویروس‌ها 

به شمار می رود. 

پایش مولکولی فرایند حذف آدنوویروس‌های انسانی
در تصفیه خانه آب اصفهان

Please cite this article as: Atabakhsh P, Kargar M, Doosti A. Molecular monitoring effectiveness of human adenovirus removal in Isfahan water treat-
ment plant. Iranian Journal of Health and Environment. 2019;12(2):235-46.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

he
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

18
 ]

 

                             1 / 12

https://ijhe.tums.ac.ir/article-1-6219-fa.html


236
دوره دوازدهم/ شماره دوم/ تابستان 1398

پایش مولکولی فرایند حذف ...

ijhe.tums.ac.ir

مقدمه 
ب��ه منظور اطمینان از س�المت و کیفیت آب ش��رب، ارزیابی 
اثربخش��ی فراینده��ای تصفی��ه آب ض��روری اس��ت. با وجود 
پیش��رفت‌های چش��مگیر انجام ش��ده در صنعت تصفیه آب و 
فاضلاب در کش��ورهای توس��عه یافته، بیماری‌های ویروس��ی 
زیادی در طول س��ال از آب گزارش شده است. این بیماری‌ها 
ش��امل گاس��تروانتریت، مننژی��ت، آنس��فالیت و عفونت‌ه��ای 
تنفسی اس��ت. ثابت ش��ده که تخلیه مداوم فاضلاب‌های خام 
)تصفی��ه نش��ده( و تصفی��ه ش��ده، مهمترین مناب��ع آلودگی 
آب‌ه��ای محیط��ی با ویروس‌های انس��انی هس��تند. از این‌رو، 
آب نقش مهم��ی در ایجاد و انتق��ال بیماری‌های عفونی دارد 
)1، 2(. ب��ا وجود پیش��رفت‌هایی که در ده��ه اخیر در تصفیه 
آب و فاضلاب انجام ش��ده، تعداد بیماری‌های گاس��تروانتریت 
حاد ناش��ی از آب آلوده در سراس��ر جهان نگران کننده اس��ت 
)3(. عموم��ا در روش های اس��تاندارد ارزیابی کیفیت میکربی 
آب ش��اخص‌های باکتریای��ی مانند: مجموع کل��ی فرم‌ها، کلی 
فرم‌ه��ای مدفوع��ی و انتروکوک‌ها اندازه گیری ش��ده و اغلب 
ویروس‌ها نادیده گرفته شده‌اند. اما به دلیل شیوع بیماری‌های 
عفونی حاصل از آب، ویروس‌ها به‌عنوان ش��اخص کیفی پایش 
آب‌ها معرفی ش��ده اس��ت )2، 4(. ویروس‌های انس��انی مانند 
نورووی��روس، روتاویروس و آدنوویروس، مهمترین ویروس‌های 
بیماریزا در آب‌های س��طحی آلوده اس��ت که دلیل 30 تا 90 
درص��د از بیماری‌های ناش��ی از آب آلوده در جهان به ش��مار 
می‌روند. این ویروس‌ها در غلظت‌های بالا از مدفوع دفع ش��ده 
)ت��ا 1011 ویروس در هر گ��رم مدفوع( و معمولا س��یر انتقال 
مدفوعي- دهاني دارند و گس��تره وس��یعی از بیماری‌ها مانند 
گاس��تروانتریت، هپاتیت و مننژی��ت را ایجاد می‌کنند )5، 6(. 
از بی��ن انتروویروس‌ها، آدنوویروس ش��ايع‌ترين ويروس عامل 
گاس��تروانتریت حاد و عفونت‌های تنفسی هستند و دلیل بیش 
از 80 درصد از عفونت‌های کودکان کمتر از 4 سال است )7(. 
 (USEPA: United آژانس حفاظت محیط زیس��ت آمری��کا
States Environmental Protection Agency)

آدنووی��روس را به‌عنوان یکی از 9 ارگانیس��م فهرس��ت آلودگی 

آب آش��امیدنی عنوان کرده اس��ت. این مس��اله به دلیل ویژگی 
فيزكيوش��يميايي اين ويروس اس��ت كه ثابت ش��ده فرایندهای 
مت��داول تصفيه در ح��ذف كامل ای��ن پاتوژن‌ها موثر نیس��ت 
)8(. آدنوويروس‌ه��اي انس��اني )HAdV( ویروس‌ه��ای بدون 
پوش��ش ب��ا ژنوم DNA دورش��ته‌اي متعلق به جنس ماس��ت 
آدنوویروس‌ها )Mastadenovirus( و از خانواده‌ آدنوویریده 
)Adenoviride) هس��تند كه 60 س��روتيپ از آنها شناسايي 
ش��ده و به 7 گونه )A-G( تقسيم شده‌اند. ژنوتایپ 40 و 41 و 
به ندرت 38 عامل 17/6 درصد گاس��تروانتریت حاد در کودکان 
هس��تند )9(. از آنجایی‌که تامین آب آشامیدنی اغلب از تصفیه 
آب‌های س��طحی هست، پایش کیفی آب‌های سطحی و تصفیه 
 Asami .خانه‌های آب از نظر ویروس‌ها ضروری بنظر می‌رسد
و همکاران )1( در سال 2016 راندمان حذف انتریک ویروس‌ها 
در واحده��ای مختلف تصفیه خان��ه آب بانکوک در تایلند مورد 
 Kargar ارزیاب��ی قرار دادند. همچنین برای اولین بار در ایران
و هم��کاران )10( روتاویروس‌ه��ای انس��انی را در تصفیه خانه 
فاضلاب و آب‌های سطحی شهر شیراز و یاسوج پایش نموده‌اند 
ولی تاکنون پای��ش تصفیه خانه‌های آب از لحاظ آدنوویروس‌ها 
انجام نش��ده است. معمولا پایش آب از نظر ویروس‌های روده‌ای 
فرایند دو مرحله‌ای اس��ت و به دلیل غلظ��ت کم ویروس‌ها در 
 10 mL آب‌ه��ا، ضرورت تغلیظ نمونه‌های آب تا حجم کمتر از
قبل از تش��خیص ویروس وج��ود دارد )11(. این پژوهش برای 
اولین بار با هدف ارزیابی راندمان حذف آدنوویروس‌ها در فرایند 
تصفیه آب با اس��تفاده از روش نوی��ن تغلیظ ویروس در تصفیه 

خانه آب اصفهان انجام شد. 

مواد و روش‌ها
منطقه مورد مطالعه: 

تصفيه خان��ه آب اصفه��ان در ٥٥ يكلومتري ج��اده اصفهان- 
شهركرد واقع شده که با ظرفيت m3/s 12/5، علاوه بر اصفهان، 
56 ش��هر و بيش از 3٠٠ روس��تا )جمعیتی بال��غ بر 4 میلیون 
نفر( را به لحاظ ش��رب تامین می‌کند. نمايي از تصفيه خانه آب 

اصفهان در شكل 1 نشان داده شده است.
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نمونه برداری: 
از واحدهای مختلف تصفیه خانه آب اصفهان به مدت 12 ماه در 
5 نقطه نمونه برداری انجام شد )شکل 1(. حجم نمونه‌های آب 
L 20 بوده و در مجموع 60 نمونه در ظروف استريل جمع آوری 
شد و بلافاصله با رعايت زنجيره سرد به آزمايشگاه بيوتكنولوژي 

و مولكولي دانشگاه آزاد اسلامی خوراسگان منتقل شد. 
تغلیظ نمونه‌ها: 

به منظور بازيابي و جذب موثر ويروس از آب، از فيلتر غش��ایی 
کارتریج Zeta Plus 1MDS اس��تفاده ش��د. ای��ن فیلتر از 
 0/2 µ 25/4 و دارای منافذ cm جنس س��لولزی ب��ا ارتف��اع
و بار الکتریکی مثبت بوده و توس��ط س��ازمان حفاظت محيط 
زيس��ت آمركيا براي جذب ویروس‌های آب طراحي شده است. 
نمونه‌ه��ای آب در حجم L 20 با فيلت��ر كارتريج و پمپ خلا 
فيلتر ش��د. س��پس با mL 400 بافر شستش��وی ساخته شده 
 1.5% BE:beef extract) از گلايس��ين و عصاره گوش��ت
 M glycine, pH 9 0/05( با فشار هوا كاملا شستشو داده 
 PEG( ش��د. به محلول جمع آوری ش��ده، پلي اتيلن گلكيول

٤ 
 

  ها مواد و روش

  منطقه مورد مطالعه: 

 56اصفهان،  ، علاوه برm3/s 5/12 با ظرفيتشهركرد واقع شده كه  - كيلومتري جاده اصفهان 55تصفيه خانه آب اصفهان در 

 آب اصفهانكند. نمايي از تصفيه خانه  مين مياظ شرب تميليون نفر) را به لحا 4روستا (جمعيتي بالغ بر  300شهر و بيش از 

  نشان داده شده است. 1در شكل 

   :نمونه برداري

 هاي آب حجم نمونه). 1نمونه برداري انجام شد (شكل  نقطه 5در ماه  12به مدت از واحدهاي مختلف تصفيه خانه آب اصفهان 

L 20  با رعايت زنجيره سرد به آزمايشگاه بلافاصله  وشد  جمع آوريستريل اظروف نمونه در  60مجموع بوده و در

 منتقل شد. خوراسگان  اسلامي دانشگاه آزادلكولي وبيوتكنولوژي و م

  

  
  موقعيت جغرافيايي و نقاط نمونه برداري در تصفيه خانه آب اصفهان  -1شكل 

  

  ها:  تغليظ نمونه

اين فيلتر از جنس استفاده شد.  1MDS Zeta Plusكارتريج غشايي ويروس از آب، از فيلتر موثر بازيابي و جذب  به منظور

توسط سازمان حفاظت محيط زيست آمريكا بوده و  بار الكتريكي مثبتو  µ 2/0 و داراي منافذ cm  4/25سلولزي با ارتفاع

. سپس فيلتر كارتريج و پمپ خلا فيلتر شد با L 20 در حجمهاي آب  نمونه. طراحي شده استهاي آب  جذب ويروسبراي 

)  beef extract) :1.5% BE 0/05 M glycine, pH 9عصاره گوشتگلايسين و  بافر شستشوي ساخته شده از mL  400با

شکل 1- موقعیت جغرافیایی و نقاط نمونه برداری در تصفیه خانه آب اصفهان 

  16 mL و )W/V( 133/6 g 30 درص��د به مي��زان)6000
)NaCl 5 mol )V/V اضافه گرديد. سپس mL 1 كلروفرم 
اضافه ش��د و min 20 با 250 دور در دقیقه مخلوط و سپس 
با س��رعت 15000 دور در دقیقه س��انتريفوژ شد. مايع روماند 
جداسازي شده و پس از كدگذاري در مكيروتيوپ‌هاي استريل 
در دم��اي 70oC - نگهداري ش��د. مراحل تغلیظ در ش��کل 2 

نشان داده شده است )10، 12، 13(. 
آزمون الایزا: 

ب��ه منظور تش��خيص آنت��ی ژن آدنوويروس‌ها آزم��ون الايزا با 
اس��تفاده از کیت‌های اختصاصی DRG طبق روش کیت انجام 
ش��د. طراحي این يكت‌ها به گونه‌اي اس��ت كه کف چاهک‌هاي 
پلیت با آنتی بادي‌هاي پلی کلونال آدنوويروس پوش��يده ش��ده 
است. نمونه تغليظ شده به همراه آنتی بادي پلی کلونال کانژوگه 
با آنزیم هورس ردیش پراکسیداز به چاهک اضافه شد. رنگ آبی 
ایجاد شده با افزودن اسید به زرد تغییر یافت. غلظت رنگ توليد 
 OD ≥0/15 450 اندازه گي��ري و با nm ش��ده در طول موج

مثبت ارزیابی شد )10، 14(. 
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 :Real-time PCR روش
پس از تغلیظ و جداسازی ویروس، استخراج DNA دو رشته‌ای 
آدنوویروس با استفاده از کیت اختصاصی استخراج اسید نوکلئیک 
ویروس��ی )QIAamp viral DNA( براس��اس دستورالعمل 
کیت انجام ش��د )1(. براي بررسي آدنوويروس‌ها پرایمر رفت و 
برگش��ت به‌صورت اختصاصی با توجه به توالی موجود در بانک 
جهانی ژن به ش��ماره ثب��ت KX384959، توس��ط نرم افزار 
 (Shanghaiطراحی گردید و توسط شرکت Gene Runner
 (Generay Biotech CO, Ltd س��اخته شد. برای تعیین 
ویژگی پرایمرهای مورد اس��تفاده در این تحقیق، ابتدا پرایمرها 
در س��ایت NCBI از لح��اظ اختصاصیت BLAST ش��دند و 
مشخص شد که نسبت به ژنوم ویروس مورد نظر، صحت اتصال 

٥ 
 

 g  6/133ميزانبه  PEG 6000(%30( پلي اتيلن گليكولفشار هوا كاملا شستشو داده شد. به محلول جمع آوري شده،  با

)W/Vو (  mL16 )V/V (mol 5 NaCl  .پس ساضافه گرديدmL 1 كلروفرم اضافه شد و min 20  دقيقهدور در  250با 

جداسازي شده و پس از كدگذاري در ميكروتيوپ ماندمايع رو سانتريفوژ شد.دور در دقيقه  15000 سرعت با سپس و مخلوط

  . )13, 12, 10( نشان داده شده است 2. مراحل تغليظ در شكل نگهداري شد - oC70  هاي استريل در دماي

  
Zeta plus Virosorb 1 MDS Cartridgeهاي آب با فيلتر  آدنوويروس در نمونهتغليظ  مراحل -2شكل 

  

   :الايزاآزمون 

و همكاران   Kargarروشطبق  DRGهاي اختصاصي  كيت استفاده از باالايزا ون ها آزم تشخيص آنتي ژن آدنوويروس به منظور

ده شده دنوويروس پوشيآ پلي كلونال هاي با آنتي بادي پليت هاي چاهك كف كه است اي گونه ها به كيتاين  . طراحيشدانجام 

رنگ آبي  شد. اضافه چاهك به پراكسيداز رديش هورس آنزيم با نژوگهاك پلي كلونال بادي آنتي تغليظ شده به همراه است. نمونه

 OD ≤15/0و با اندازه گيري  nm  450تغيير يافت. غلظت رنگ توليد شده در طول موج زرد به اسيد افزودن ايجاد شده با

   .)14, 10( مثبت ارزيابي شد

   :Real-time PCRروش 

اختصاصي استخراج اسيد استفاده از كيت  ااي آدنوويروس ب رشته دو DNA ستخراجپس از تغليظ و جداسازي ويروس، ا

پرايمر رفت  ها آدنوويروسبراي بررسي  .)1( انجام شداساس دستورالعمل كيت بر) QIAamp viral DNA( ويروسي نوكلئيك

 Gene توسط نرم افزار، KX384959با توجه به توالي موجود در بانك جهاني ژن به شماره ثبت  صورت اختصاصيو برگشت به

Runner شركتو توسط  گرديد طراحي(Shanghai Generay Biotech CO, Ltd)  ويژگي براي تعيين شد.  ساخته

شدند و مشخص شد  BLASTاز لحاظ اختصاصيت  NCBIده در اين تحقيق، ابتدا پرايمرها در سايت پرايمرهاي مورد استفا

 براي SYBR Green I توسط رنگ فلورسانس Real-time PCRكه نسبت به ژنوم ويروس مورد نظر صحت اتصال دارند. 

Zeta plus Virosorb 1 MDS Cartridge شکل 2- مراحل تغلیظ آدنوویروس در نمونه‌های آب با فیلتر

 SYBR Green دارند. مخلوط واکنش توسط رنگ فلورسانس
 mL( Real-time PCR انجام ش��د. مخلوط DNA برای I
از   100  nM  ،SYBR Premix  10 mL ح��اوی   )20
هر ک��دام از پرایمرهای رفت و برگش��ت وmL DNA 2 الگو و 
mL 6 آب بود. برنامه دمایی ش��امل یک مرحله واسرشت اولیه 
در دمای oC 95 به مدت min 3 و در ادامه 40 چرخه ش��امل  
  ،)denaturation( 15، واسرش��ت ش��دنs 95 ب��ه مدت oC
61oC ب��ه مدت 30s، اتصال )annealing( و  oC 72به مدت  
30s گس��ترش )extension( انجام گردی��د. در نهایت جهت 
منحن��ی ذوب، دمای بین 55 تا oC 95 به دس��تگاه داده ش��د. 
مراحل کار مطابق روش Watanabe و همکاران صورت گرفت 

.)15 ،14(

جدول 1- توالی آغازگرهای مورد استفاده دراین مطالعه 

٦ 
 

DNA انجام شد. مخلوط Real-time PCR )mL 20حاوي ( mL 10SYBR Premix  ،nM 100 هاي پرايمرهر كدام از  از

 به مدت oC 95 اوليه در دماي واسرشت. برنامه دمايي شامل يك مرحله بودآب  mL 6و الگو  mL 2 DNA و رفت و برگشت

min 3 شامل چرخه 40 و در ادامه  oC 95  به مدت s15،  واسرشت شدن)denaturation(،  oC61 به مدت  s30 ، اتصال

)annealing (و oC 72  به مدت s30 گسترش )extension (.تا 55در نهايت جهت منحني ذوب، دماي بين  انجام گرديد oC 

  .)15, 14( صورت گرفت و همكاران Watanabeمراحل كار مطابق روش به دستگاه داده شد.  95

  

  اين مطالعهتوالي آغازگرهاي مورد استفاده در -1جدول 
)bp( سايز باند)°C( دماي اتصال  توالي پرايمر  پرايمر

Real-time PCR 
HAdeno-F 5’- TGCCGAGGATGAAGAAGAAGAG -3’  62 176 
HAdeno-R 5’- TAGCTTGTGTTTCTGCATTGTCTG -3’ 62 176 

PCR 
HAdeno-40 ACTTTGTAAGAGTAGGCGGTTTC-3´ 5´- 67  294  
HAdeno-41 TAATGTTTGTGTTACTCCGCT-3´  5´-  67  294  

  

   :روش ژنوتايپينگ

و تشخيص آدنوويروس براي در مرحله اول هاي مثبت انجام شد.  بر روي نمونه PCR Nestedروش با استفاده از  ژنوتايپينگ

تشخيص  به منظوردر مرحله دوم  دريافت شد. GenBankاز  يونيورسال ، پرايمرهايجفت بازي 294 يبيتقر طول به دستيابي

كي ينيهاي كل به عنوان كنترل مثبت از نمونه. )1(جدول  استفاده شد از پرايمرهاي اختصاصي 41و  40 آدنوويروس

از  X10، nM 100بافر  mL 5آب مقطر،  mL  35 شامل mL 50 واكنش با حجم نهايي. هاي انساني استفاده شد آنوويروس

 Taq DNAآنزيم mL 5/0 و الگو mL1 dNTP Mix ) mM10،( mL 5/1MgCl2  ) mM50،(  mL10 DNA  هر پرايمر،

Polymerase   واكنش  واحد) انجام گرديد. 5(غلظتPCR در دستگاه ترموسايكلر با شرايط دمايي min 10  واسرشت شدن

به  oC 58، اتصال در دماي s20 مدت  به oC 94  چرخه شامل واسرشت شدن در دماي 35در ادامه و  oC94 ابتدايي در دماي 

انجام  min 10 به مدت  oC  72 و در نهايت گسترش نهايي در دمايي min 1 به مدت oC72  در دماي شگستر ،s 20مدت 

 100مدل  DNA Ladderاز . كتروفورز گرديدقل و التدرصد واجد اتيديوم برومايد من 2/1به ژل آگاروز  PCRشد. محصولات 

  .)15( ) تصوير برداري شدGel Documentation )UVI Tech استفاده شد و در نهايت از ژل با دستگاهجفت بازي 

هاي  هاي استاندارد آزمون ه شده در روشئ) اراMPN/100 mL(ترين تعداد  تخمين محتملروش  بهمدفوعي  ي كل وها كليفرم

ها نيز  نمونه pHو  DPDبه روش  ها در محل با استفاده از ترمومتر و كلرسنج و همچنين دما، كلر باقيمانده نمونهآب و فاضلاب 

  . )16( مورد سنجش قرار گرفت متر pHاه بلافاصله در آزمايشگاه با كمك دستگ

  ها:  آناليز داده
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روش ژنوتایپینگ: 
ژنوتایپین��گ ب��ا اس��تفاده از روش ب��ر روی نمونه‌ه��ای مثبت 
الاری��زا انجام ش��د. در مرحله اول برای تش��خیص آدنوویروس 
و دس��تیابی به ط��ول تقریب��ی 294 جفت ب��ازی، پرایمرهای 
یونیورس��ال از GenBank دریاف��ت ش��د. در مرحل��ه دوم به 
منظور تشخیص آدنوویروس 40 و 41 از پرایمرهای اختصاصی 
اس��تفاده ش��د )جدول 1(. به عنوان کنترل مثبت از نمونه‌های 
کلینیکی آدنوویروس‌های انس��انی استفاده شد. واکنش با حجم 
 ،X10 5 بافر mL ،35 آب مقطر  mL 50 ش��امل mL نهایی
 ،)10 mM( dNTP Mix 1 mL ،100 از ه��ر پرایم��ر nM
 mL الگ��و و DNA 10 mL ،)50mM( MgCl2 1/5 mL
0/5 آنزی��م Taq DNA Polymerase )غلظ��ت 5 واح��د(

انجام گردید. واکنش PCR در دس��تگاه ترموس��ایکلر با شرایط 
دمایی min 10 واسرش��ت شدن ابتدایی در دمای oC 94 و در 
ادامه 35 چرخه شامل واسرشت شدن در دمای oC  94 به مدت  
20s، اتصال در دمای oC 58 به مدت s 20، گسترش در دمای 
oC 72 به مدت min 1 و در نهایت گس��ترش نهایی در دمایی 
 oC 72  ب��ه م��دت min 10 انجام ش��د. محصولات PCR به 
ژل آگاروز 1/2 درصد واجد اتیدیوم بروماید منتقل و الکتروفورز 
گردید. از DNA Ladder مدل 100 جفت بازی استفاده شد 
 UVI( Gel Documentation و در نهایت از ژل با دستگاه

Tech( تصویر برداری شد )15(.

مجم��وع کلیفرم ه��ا و کلیفرم‌های مدفوعی ب��ه روش تخمین 
در  ش��ده  ارائ��ه   )MPN/100 mL( تع��داد  محتمل‌تری��ن 
روش‌های اس��تاندارد آزمون‌های آب و فاضلاب و همچنین دما، 
کلر باقیمانده نمونه‌ها در محل با استفاده از ترمومتر و کلرسنج 
ب��ه روش DPD و pH نمونه‌ها نیز بلافاصله در آزمایش��گاه با 

کمک دستگاه pH متر مورد سنجش قرار گرفت )16(. 
آنالیز داده‌ها: 

در این مطالعه نتایج حاصل از آنالیز نمونه‌ها با اس��تفاده از نرم 
اف��زار SPSS, 17 و آزمون مرب��ع کای )Chi square( انجام 

گرفت. مرز معنی‌داری در p>0/05 قرار داده شد. 

یافته‌ها 
مشخصات میکربی و فیزیکوشیمیایی تصفیه خانه آب به‌صورت 
میانگی��ن در مدت زمان نمونه برداری در جدول 2 ارائه ش��ده 
اس��ت. نتایج نشان داد که بین میانگین تعداد کلی فرم‌های کل 
و مدفوعی در آب ورودی و خروجی تصفیه خانه اختلاف معنی 

 .)p>0/01( داری وجود دارد
پس از انجام بلاس��ت ه��ر یک از پرایمرهای مورد اس��تفاده در 
روش Real-time PCR، ع��دد alignment scores برابر 
50 و Query Cover برابر 100 درصد بود. منحنی استاندارد 
از کپ��ی نامبره��ا و با 10 س��ریال رقت در گس��تره 1-10×1 تا 

6-10× 1 برای DNA تهیه شد )نمودار 1(. 

٧ 
 

 .انجام گرفت) Chi squareمربع كاي ( آزمون و  SPSS, 17افزاربا استفاده از نرم ها  نتايج حاصل از آناليز نمونهدر اين مطالعه 

   قرار داده شد. p>05/0 در داري مرز معني

  

  ها  يافته

ه شده ئارا 2ت زمان نمونه برداري در جدول صورت ميانگين در مد مشخصات ميكربي و فيزيكوشيميايي تصفيه خانه آب به

اختلاف معني هاي كل و مدفوعي در آب ورودي و خروجي تصفيه خانه  فرم كلي تعدادبين ميانگين  نتايج نشان داد كهاست. 

  .)p>01/0( داردوجود داري 

 

خانه آب شيميايي و ميكربي آب خام ورودي و آب تصفيه شده خروجي در تصفيه ومشخصات فيزيك - 2جدول 
  اصفهان

  آب تصفيه شده  آب خام  (آزمون)پارامتر

  فيزيكو شيميايي

  ≥NTU(  1 -575  3/0كدورت (
pH 7-8 5 -8/7  
  360 -350  370 -390   (µS/cm)هدايت الكتريكي

  ppm( 0 9/8 -0/0كلر باقيمانده (

  100 mL  540 -1100 0/(MPN) ها فرم كليمجموع    ميكربي
  100 mL 130-330  0/(MPN)وعيفمدهايفرمكلي

 

و  50برابر  alignment scores، عدد Real-time PCRپس از انجام بلاست هر يك از پرايمرهاي مورد استفاده در روش 

Query Cover  براي  1 ×10-6تا  1×10- 1 سريال رقت در رنج 10منحني استاندارد از كپي نامبرها و با بود.  درصد 100برابر

DNA 1نمودار ( تهيه شد.(   

  

  

  

جدول 2- مشخصات فیزیکوشیمیایی و میکربی آب خام ورودی و آب تصفیه شده خروجی در تصفیه خانه آب اصفهان
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از مجم��وع نمونه‌های مورد بررس��ی، 12 م��ورد )20 درصد( با 
اس��تفاده از آزم��ون الای��زا و 16 مورد )26/66 درصد( توس��ط

 Real- time PCR آدنووی��روس تش��خیص داده ش��د. از 
آدنوویروس‌های شناس��ایی ش��ده، 7 مورد )43/75 درصد( آن 
مرب��وط به آب خ��ام ورودی، 6 م��ورد )37/50 درصد( پس از 
ته نش��ینی، 3 مورد )8/75 درصد( پ��س از ازن زنی بود. اما در 
نمونه‌های تهیه ش��ده پس از فیلتراسیون و تصفیه آب خروجی 
هیچ آدنوویروس��ی شناسایی نش��د )نمودار 2(. بیشترین میزان 
جداس��ازی آدنوویروس در فصل پایی��ز )50 درصد( و کمترین 
تعداد در فصل بهار )5/ 12درصد( بود. کارایی واحدهای مختلف 
تصفی��ه خانه در حذف آدنوویروس در فرایند تصفیه با معادله 1 

به‌دست آمد: 
)1(

نمونه‌های مثبت ورودی)] =کارایی
100× [نمونه‌های مثبت ورودی / )نمونه‌های مثبت خروجی– 

با توجه به معادله یاد ش��ده، کارایی واحده��ای تصفیه خانه به 

ترتی��ب 14/28 درصد در واحد ته نش��ینی، 50 درصد در واحد 
گندزدای��ی و 100 درصد در واحدهای فیلتراس��یون و خروجی 

تصفیه خانه بود )نمودار 3(.

بحث 
آدنوویروس‌های انس��انی )HAdV( پاتوژن‌های مهمی هستند 
ک��ه در آب‌های آلوده به فاضلاب وج��ود دارد. این ویروس‌ها به 
دلیل ش��یوع بالا و مقاومت در براب��ر فرایندهای تصفیه از قبیل 
گندزدای��ی در تصفیه خانه‌ها مورد پای��ش قرار می‌گیرند )17(. 
در حدود 5 تا 15 درصد از عفونت‌های گاس��تروانتریت در تمام 
کش��ورها به دلیل آدنوویروس‌های روده‌ای اس��ت )18(. اگرچه 
مطالعات زیادی درخصوص وجود پاتوژن‌های موجود در تصفیه 
خانه‌ها انجام ش��ده، اما پایش ویروس‌ها به دلیل شرایط سخت 
تغلیظ و هزینه بر بودن کمتر مورد توجه قرار گرفته اس��ت. در 
مطالعه حاضر کفایت حذف آدنوویروس‌ها در واحدهای مختلف 
تصفیه خان��ه آب اصفهان به‌عنوان بزرگتری��ن تصفیه خانه آب 
 Real-time PCR خاورمیان��ه با روش الایزا و روش مولکولی

نمودار 1- منحنی استاندارد  Real- time PCR به‌وسیله رقیق سازی برای آدنوویروس‌ها با 
)M= -3.293( و شیب خطی )R2=0.965( ضریب رگرسیون خطی

٨ 
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با ضريب رگرسيون خطي  ها وسيله رقيق سازي براي آدنوويروس به  Real- time PCRمنحني استاندارد  -1نمودار 

)R2=0.965) و شيب خطي (M= -3.293(  
  

  qPCRتوسط )درصد 66/26( مورد 16 الايزا و آزمونبا استفاده از ) درصد 20( مورد 12، هاي مورد بررسي نمونهمجموع از 

 مورد 6آب خام ورودي، آن مربوط به  )درصد 75/43( مورد 7 هاي شناسايي شده، از آدنوويروس .تشخيص داده شد آدنوويروس

و از فيلتراسيون  تهيه شده پسهاي  در نمونه اما .بود از ازن زنيپس ) درصد 75/8( مورد 3از ته نشيني،  پس) درصد 50/37(

 50يز (يبيشترين ميزان جداسازي آدنوويروس مثبت در فصل پا ).2نمودار ( شناسايي نشد آدنوويروسي چهي خروجيآب تصفيه 

يند افرآدنوويروس در يي واحدهاي مختلف تصفيه خانه در حذف اكار بود. درصد) 5/12) و كمترين تعداد در فصل بهار (درصد

   :دست آمد هب 1 معادلهبا تصفيه 

  =كارايي )]هاي مثبت ورودي نمونه –هاي مثبت خروجي نمونه(ي / هاي مثبت ورود نمونه[× 100

  

درصد در واحد  50واحد ته نشيني،  در درصد 28/14ي تصفيه خانه به ترتيب يي واحدهااكار شده، ياد معادله به توجه با

  ).3نمودار ( بوددرصد در واحدهاي فيلتراسيون و خروجي تصفيه خانه  100گندزدايي و 
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٩ 
 

  
 Real- timeهاي مثبت و منفي آدنوويروس در نقاط مختلف تصفيه خانه در روش  توزيع تعداد نمونه -2نمودار 

PCR  
  
  
  

  
 -Realهاي الايزا و  هاي مختلف تصفيه خانه براساس آزمون ها توسط واحد راندمان حذف آدنوويروس - 3نمودار 

time PCR  

٩ 
 

  
 Real- timeهاي مثبت و منفي آدنوويروس در نقاط مختلف تصفيه خانه در روش  توزيع تعداد نمونه -2نمودار 

PCR  
  
  
  

  
 -Realهاي الايزا و  هاي مختلف تصفيه خانه براساس آزمون ها توسط واحد راندمان حذف آدنوويروس - 3نمودار 

time PCR  

Real- time PCR نمودار 2- توزیع تعداد نمونه‌های مثبت و منفی آدنوویروس در نقاط مختلف تصفیه خانه در روش

Real- time PCR نمودار 3- راندمان حذف آدنوویروس‌ها توسط واحد‌های مختلف تصفیه خانه براساس آزمون‌های الایزا و
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مورد ارزیابی قرار گرفت. 
نتای��ح میکرب��ی ارزیابی مجموع کل��ی فرم‌ها و کل��ی فرم‌های 
مدفوعی در تصفیه خانه، کفایت و کارایی مناسب فرایند تصفیه 
را نشان می‌دهد. بطوری‌که باکتری‌های کلی فرم بطور کامل در 
واحدهای فیلتراس��یون و کلرزنی حذف ش��ده و به صفر رسیده 
اس��ت. بیش��تر کارایی تصفیه خانه در حذف کلی فرم‌ها به ویژه

 E.coli O157 گزارش ش��ده بود )19(. نتایج به‌دس��ت آمده 
در این مطالعه نش��ان داد که از مجموع نمونه‌های مورد بررسی 
در 12 نمون��ه )20 درص��د( با روش الای��زا و 16 نمونه )26/66 
درص��د( در روش Real- time PCR آلودگ��ی آدنووی��روس 
وجود داش��ت. بنظر می‌رسد از کاس��تی‌های روش‌های مطالعه 
این باشد که در روش الایزا برای تولید واکنش مثبت، بالا بودن 
غلظت آنتی ژن در نمونه الزامی باش��د، به طوری که این روش 
حساس��یت کمتری در مقایس��ه با روش‌های مولکولی دارد‌. در 
El- پژوهشی که در سال 2013 در تصفیه خانه آب مصر توسط

Senousy و هم��کاران )2( انجام ش��د، فراوانی آدنوویروس‌ها 
در نمونه‌ه��ا 16/24 درص��د گزارش گردی��د. همچنین Lee و 
همکاران )20( در سال 2016 فراوانی جداسازی آدنوویروس‌ها 
در تصفی��ه خانه ش��هر اونتاریو کانادا را بی��ن 13 تا 52 درصد 
گ��زارش نمودند ک��ه با مطالع��ه حاضر همخوانی دارد. مس��اله 
مه��م در بازیابی ویروس‌ها از آب، تغلی��ظ آنها در حجم زیادی 
از آب اس��ت. مطالعات زی��ادی برای معرف��ی روش‌های تغلیظ 
ویروس‌ها در آب انجام ش��ده اس��ت که از این روش‌ها می‌توان 
به روش‌های جذب با اس��تفاده از پلی اتیلن گلیگول )PEG( و 
شناورسازی آلی )Organic flocculation )OF اشاره کرد. 
اما در مطالعه حاضر ب��ه منظور بازیابی و جذب موثر ویروس از 
 Zeta Plus آب و به‌ویژه آب تصفیه ش��ده از فیلترهای جدید
1MDS اس��تفاده ش��د. همچنین بافر گلایسین مورد استفاده 
در این مطالعه بهترین بافر شناس��ایی شده برای بازیابی ویروس 
است که دارای ویژگی حداکثر شستشوی ویروس از سطح فیلتر 
اس��ت )9، 12(. به منظور برآورد دقیق در کنترل س�المت آب 
از روش حس��اس مولکولی Real-time PCR استفاده شد. بر 
طبق مطالعات انجام ش��ده این روش، حساسیت و اختصاصیت 

کنت��رل کیفی پاتوژن را در نمونه‌ه��ای آب امکان پذیر می‌کند. 
 Real- time PCR شناسایی آدنوویروس‌ها با استفاده از روش
حساسیت بالاتری را در مقایسه با سایر روش‌های مولکولی مورد 

بررسی دارد )14(. 
نتایج مطالعه حاضر نش��ان داد ک��ه آدنوویروس‌ها در واحد‌های 
ته نش��ینی و گندزدایی مقاومت نش��ان داده و به صورت کامل 
حذف نش��ده‌اند، اما در واحد فیلتراسیون که از بسترهای شنی 
سه لایه‌ای ش��امل سیلیس، آنتراس��یت و گارنت استفاده شده 
اس��ت، نتایج نش��ان دهنده حذف 100 درصد را داشت. اما در 
حوضچه‌های ته نشینی که مواد شیمیایی پلی آلومینیوم کلراید         
))Poly Aluminum Chloride )PAC( ب��کار م��ی‌رود، 
ح��ذف آدنوویروس 50 درصد بود. اس��تفاده از PAC به عنوان 
ماده منعقد کننده موثر و نیز بسترهای سه لایه‌ای فیلترها باعث 
افزایش حذف ذرات به ویژه آدنوویروس‌ها در تصفیه خانه ش��ده 
اس��ت. این نش��ان می‌دهد که حذف وی��روس در نقاط مختلف 
از فراین��د تصفیه متفاوت ب��وده و بنابراین پایش و کنترل خطر 
آلودگی میکربی در نقاط بحرانی از منابع آب تا خروجی تصفیه 
خانه‌ها بایس��تی انجام شود. در مطالعه Asami و همکاران که 
در س��ال 2016 بر روی تصفیه خانه بانکوک تایلند انجام شد و 
درص��د راندمان حذف ویروس‌های مختلف از جمله آدنوویروس 
در واحدهای تصفیه خانه اندازه گیری و مش��خص ش��د که این 
درصد برای واحد فیلتراسیون بین 80 تا 100 درصد است )1(. 
بررس��ی نمونه‌ه��ای مثب��ت ب��ا روش PCR نش��ان داد که با 
اس��تفاده از پرایمره��ای یونیورس��ال که به‌ص��ورت کلی حاوی 
آدنوویروس‌های حیوانی و انس��انی طراحی ش��ده بود از مجموع 
16 نمونه مثبت، 6 مورد )37/5 درصد( آدنوویروس شناس��ایی 
ش��د. Ibrahim و هم��کاران، آدنوویروس‌ه��ای انس��انی را در 
تصفیه خانه فاضلاب بیمارس��تانی تونس مورد بررسی قرار داده 
و راندم��ان حذف فرایند‌های مختلف تصفی��ه را ارزیابی کردند. 
  PCRسپس ژنوتایپ نمونه‌های مثبت با توالی یابی محصولات
به‌دس��ت آم��د و آدنوویروس در 64 درص��د نمونه‌های فاضلاب 
مثبت شناسایی شد )8(. در مطالعه حاضر، در دو مرحله، ابتدا با 
پرایمر یونیورس��ال آدنوویروس و سپس با استفاده از پرایمرهای 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

he
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
24

-1
1-

18
 ]

 

                             8 / 12

https://ijhe.tums.ac.ir/article-1-6219-fa.html


243
دوره دوازدهم/ شماره دوم/ تابستان 1398

پیمانه عطابخش و همکاران

ijhe.tums.ac.ir

اختصاصی ژنوتایپ آدنووی��روس های 40 و 41 ارزیابی گردید. 
نتایج نش��ان داد که ژنوتایپ‌های 40 و 41 در نمونه‌های مثبت 
وجود ندارد ولی با پرایمرهای یونیورس��ال، 6 مورد آدنوویروس 
شناس��ایی گردید. این نشان می‌دهد که ژنوتایپ‌های بیماریزای 
40 و 41 در نمونه‌ها وجود ندارد اما ممکن اس��ت ژنوتایپ‌های 
دیگ��ری از آدنوویروس وجود داش��ته باش��د. در مطالعه حاضر 
بیش��ترین فراوانی آدنوویروس‌ها مربوط به فصول سرد بود. این 
مساله نش��ان می‌دهد که ویروس‌ها در ماه‌های زمستان و پاییز 
مقاومت بالایی به دمای پایین نس��بت به س��ایر فصل‌های سال 
دارن��د. همچنین ب��ا توجه به بارندگی در این فصول و ش��رایط 
متغی��ر آب ورودی ب��ه تصفی��ه خانه آب، ش��رایط ب��رای بقای 
آدنوویروس‌ه��ا مهیاتر اس��ت. ای��ن نتایج با یافته‌ه��ای مطالعه 

Ibrahim و همکاران )8( نیز همخوانی دارد. 

نتیجه گیری
نتایج این پژوهش نش��ان داد که تصفی��ه خانه آب اصفهان که 
ش��امل مراحل، فرایندهای ته نش��ینی، ازن زنی، فیلترهای سه 
لایه‌ای و کلرزنی ثانویه اس��ت، می‌تواند به‌عنوان یک سیس��تم 
قابل قب��ول و کارآمد آلاینده‌های ش��اخص ویروس��ی از جمله 
آدنوویروس‌ه��ا را بط��ور موثر ح��ذف نماید. با توج��ه به اینکه 
انتروویروس‌ها، مهمترین ویروس‌های بیماری‌زایی هس��تند که 
در آب‌های س��طحی شناسایی شده‌اند و با توجه به حساسیت و 
دقت پروتکل مورد پژوهش، پایش مولکولی مستمر این سیستم 
تصفیه و س��ایر تصفیه خانه‌های کش��ور به منظور دس��تیابی به 

استاندارد دقیق و نوین بهداشتی پیشنهاد می‌گردد. همچنین به 
دلیل تعداد بسیار کم ویروس‌ها در آب‌ها و سخت بودن تغلیظ و 
بازیابی آنها، می‌توان از فیلترهای کارتریج و روش‌های مولکولی 
برای بازیابی موثر و شناس��ایی ویروس‌ها اس��تفاده کرد. بر این 
اس��اس روش‌های مولکولی از جمل��ه Real- time PCR در 
مقایسه با روش‌های س��نتی کشت برای شاخص‌های باکتریایی 
دارای دقت و حساس��یت و س��رعت بالایی هس��ت که می‌تواند 
جایگزین روش‌های کش��ت ش��ود. از طرفی با توجه به مقاومت 
ویروس‌های گوارش��ی به مراحل تصفی��ه به‌ویژه مرحله کلرزنی، 
ضرورت توجه بیش��تر به ارزیابی و پایش سایر ویروس‌ها به ویژه 
روتاویروس‌ها، گذش��ته از ش��اخص‌های مت��داول باکتریایی در 

سیستم‌های تصفیه آب و فاضلاب کشور وجود دارد.

ملاحظات اخلاقی
نویس��ندگان کلیه نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار 
دوگان��ه، تحریف داده‌ها و داده‌س��ازی را در ای��ن مقاله رعایت 

کرده‌اند. 

تشکر و قدردانی 
این مقاله حاصل )بخشی از( پایان نامه با عنوان "پایش مولکولی 
روتا ویروس ها و  آدنوویروس‌های انس��انی در سیستم‌های آب 
و فاض�الب اصفهان" در مقطع دکترا در س��ال 96 اس��ت که با 

حمایت دانشگاه آزاد اسلامی واحد جهرم اجرا شده است.
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Background and Objective: Human adenoviruses transmitted from contaminated 
water are one of the major pathogens that has been introduced as one of the most 
important new qualitative water indicators due to their resistance against the 
purification processes. The main objective of this study was to evaluate efficiency 
of human adenovirus removal in different units of Isfahan Water Treatment Plant. 
Materials and Methods: Sampling was conducted from 5 points of a water 
treatment plant including raw water, clarifier, ozonation, filtration, and treated 
water for one year. Virosorb 1MDS electropositive cartridge filter was used for 
the concentration of water samples. To test the adenovirus antigens, enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was employed. Real-time PCR and PCR 
were also employed for quantitative identification and genotyping, respectively. 
Moreover, total and fecal coliform and physicochemical parameters of the 
samples were measured.
Results: Out of the 60 samples examined, 12 (20%) samples were diagnosed 
with ELISA and 16 (26.67%) with molecular method. The highest number of 
adenoviruses detected in autumn was 7 (12%) in raw water influent, 6 (10%) 
in clarifier, and 3 (5%) samples in ozonation. The high frequency of adenovirus 
detection was in autumn (50%) and the lowest was in spring (12.5%). Furthermore, 
it was found that the total coliform in raw water influent was between 102-103 
CFU/mL. 
Conclusion: The results showed that the removal efficiency of adenovirus in 
filtration and disinfection units of the treatment plant was high and the filtration 
unit in the plant was an effective unit for the virus removal.

Please cite this article as: Atabakhsh P, Kargar M, Doosti A. Molecular monitoring effectiveness of human adenovirus removal in Isfahan water treat-
ment plant. Iranian Journal of Health and Environment. 2019;12(2):235-46.
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