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  روش ساده و سریع برای شناسایی آلودگی آب با مدفوع

  
  ، هما یوسفی، دکتر ربابه طباطبائیدکتر جمیله نوروزی

  
آب در حیات موجودات زنده و از جمله انسان از اهمیت خاصی برخوردار بوده و عامل اصلی سلامت انسان و : مقدمه: چکیده

در این بررسی، : روش. ده برای نشان دادن آلودگی آب با مدفوع بوده استهدف از این بررسی، ارائه روشی سا. حیوانات است
باکتری اشرشیاکلی جدا شده از عفونت ادراری و مدفوع بیماران و استافیلوکوک اورئوس جدا شده از زخم پوستی و عفونت 

ر جوی آب چندین منطقه از شهر ادراری بیماران برای مشاهده پلاک ناشی از وجود باکتریوفاژ آنها در آبهای راکد و جاری د
لیتر از آب  در این تحقیق، یک میلی. ای در جاده ورامین مورد بررسی قرار گرفت و چشمه) خیابان معلم، امام حسین(تهران 

.  درجه سانتیگراد نگهداری کردیم25کانکی اگار افزوده و در حرارت  فیلتر شده مورد نظر به محیط کشت نوترینت یا محیط مک
در . مورد جستجو قرار گرفتند) لیتیک( ساعت، پلاکهای شفاف برای وجود باکتریوفاژهای متلاشی کننده 24 تا 18 پس از

 نمونه مورد بررسی 110نتایج از : ها یافته. ضمن، روش استاندارد باکتریولوژی و بیوشیمیایی برای تعیین آلودگی آب به کار رفت
ای که در جاده ورامین واقع است، باکتریوفاژها به صورت پلاکهای شفاف در  ز چشمهآوری شده ا نشان داد که در نمونه آب جمع

محیط نوترینت اگار کشت شده با اشریشیاکلی جدا شده از مدفوع ظاهر شدند، اما در نمونه های دیگر هیچگونه پلاکی مشاهده 
 واحد 10بیش از (مشاهده باکتریوفاژ : گیری یجهنت.  با روش استاندارد بدست آمد E.coliنتایج مشابهی از نظر وجود . نگردید

ای در جاده  در برابر اشریشیاکلی جدا شده از مدفوع بیماران در آب آلوده واقع در چشمه) لیتر تشکیل دهنده پلاک در هر میلی
مشاهده پلاک این روش . باشد ورامین که بوی بسیار بدی نیز داشت، نشان دهنده آلودگی شدید آن با باکتریهای مدفوعی می

 باکتریوفاژ، پلاک، آب :واژگان کلیدی. شود باشد، پیشنهاد می برای نشان دادن کیفیت آب که روشی ساده، ارزان و سریع می
  .آلوده، کیفیت آب

   
  
  

  مقدمه
شناسی آب در حدود نیم قرن قبل با کوشش دانشمندان  ویروس

 آن از. های آب شروع شد برای مشاهده پولیو ویروس در نمونه
ای مسئول گاستروانتریت و  زمان تا کنون، سایر ویروسهای روده

 برای  هپاتیت جایگزین انتروویروسها به عنوان عامل عمده
توسعه روشهای . اند مشاهده ویروس در آب محیطی شده

، روشهای PCR ویروسها بوسیله DNAمولکولی مانند تکثیر 
 را مقدور انتخابی بوده که مشاهده ویروسهای مهم در پزشکی

در هر حال، روشهای مولکولی که اخیراً به بازار . ساخته است
آمده است، حجم نمونه را برای آزمایش ویروسها کاهش داده 

های باکتریایی  از طرف دیگر، معرف. است اما بسیار گران است
برای اطمینان از کیفیت ویروسی آب چندان قابل اطمینان 

ریوفاژهای انتخابی برای نشان رسد که باکت بنظر می. باشند نمی
  ).1(تر باشند  های ویروسی مناسب دادن معرف

بسیاری از پاتوژنهای مدفوعی قادرند که عفونت را از طریق آب 
هایی مانند باکتریها، ویروسها و پروتوزوآهای  پاتوژن. آغاز کنند

 بسیار  ای به محیط آبی و به اکثر مواد ضدعفونی کننده روده

دوز عفونی ویروسها کمتر از باکتریها و کمتر از . مقاوم هستند
 است (pfu)لیتر   واحد تشکیل دهنده پلاک در هر میلی10

معیارهای پیشگیری برای کنترل خطرات بهداشتی در ). 2(
ای با استفاده از اشریشیاکلی  ارتباط با مصرف صدفهای دوکپه

 در هر حال، اثبات. دهد بوده که کیفیت بهداشتی را نشان می
 معرف مناسبی برای نشان دادن خطر ویروسی E.coliشده که 

 F-RNAباشد و استفاده از باکتریوفاژ  در ارتباط با صدف نمی
باکتریوفاژها، بخش ). 3(برای این منظور پیشنهاد شده است 

فعالی از اکوسیستم میکروبی بوده که ارتباط بسیار نزدیکی با 
  ).4(اکولوژی میزبان باکتری خود دارند 

مشاهده پلاک باکتریوفاژ به عنوان آلودگی مدفوعی در مناطق 
 400بیش از . مختلف کشتارگاه خوک مورد ارزیابی قرار گرفت

نمونه سواب از کف کشتارگاه، ماده مدفوعی و آبی که در مراحل 
تعداد . رفت مورد بررسی قرار گرفت مختلف شستن به کار می

رم یا در هر واحدهای فاژ تشکیل دهنده پلاک در هر گ
لیتر متفاوت بوده و باکتریوفاژ اختصاصی برای کنترل روند  میلی

  ).5(ترین تشخیص داده شد  آلودگی فاضلاب، مناسب
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ضدعفونی کردن فاضلاب معمولاً با کلر زدن در برخی از 

در . رود کشورها برای کاهش مقدار کلی فرم مدفوعی به کار می
  E.coliژها، انتروویروسها و دو بررسی، اثر کلر بر روی باکتریوفا

های مختلف آب و فاضلاب مورد آزمایش قرار گرفت و  در نمونه
ها را مؤثرتر از فاژها و  نتایج نشان داد که کلر زدن، باکتری

برخی از فاژها مقاومتر از . سازد انتروویروسها غیرفعال می
. شوند انتروویروسها در برابر کلر بوده و به سهولت غیرفعال نمی

بدین ترتیب، باکتریوفاژها به عنوان معرف کیفیت آب و 
  ).5و4(اند  روندهای کلر زدن آب پیشنهاد شده

و ) 8(روشی برای مشاهده سریع کلی فاژها در آبهای آشامیدنی 
همچنین آزمایش مشاهده سریع کلی فاژها  بر اساس رهایی فاژ 

 بوسیله تحریک بتاگالاکتوزیداز که E.coliهای  از سلول
 کلی فاژ را در هر نمونه بدون نگهداری به مدت 5توان حتی  می

باکتریوفاژها . پیشنهاد شده است) 9(یک شب مشاهده کرد
برای شناسایی منابع آلودگی آبها  biotracersاغلب به عنوان 

 برای شناسایی  MS2برای مثال، باکتریوفاژ . روند به کار می
 که M13 mp 18و باکتریوفاژ ) 10(ای  ویروسهای روده

اند  دستکاری ژنتیکی شده است نیز برای این منظور به کار رفته
)11.(  

دو ) پلاک سنجی(هدف از این بررسی، مشاهده باکتریوفاژ 
اشریشیاکلی، باکتری گرم منفی جدا شده (پاتوژن مهم انسانی 

از عفونت ادراری و مدفوع بیماران و استافیلوکوک اورئوس، 
و  ) از عفونت زخم و عفونت ادراریباکتری گرم مثبت جدا شده

 و  E.coliمقایسه آن با روشهای استاندارد برای جداسازی 
اثبات آلودگی آب با مدفوع بوده است تا روشی ساده، ارزان و 

های  سریع ارائه گردد و جایگزین روشهای شناسایی باکتری
  .گیر است مدفوعی شود که گران قیمت و وقت

  روش
 شده از عفونت ادراری و مدفوع بیماران باکتری اشرشیاکلی جدا

و استافیلوکوک اورئوس جدا شده از زخم پوستی و عفونت 
ادراری بیماران برای مشاهده پلاک ناشی از وجود باکتریوفاژ 
آنها در آبهای راکد و جاری در جوی چندین منطقه از شهر 

ای در جاده  و چشمه) خیابان معلم، خیابان امام حسین(تهران 
این پژوهش در آزمایشگاه . ن مورد بررسی قرار گرفتورامی

  .محمودیه دانشگاه آزاد اسلامی انجام شد
روش آزمون پلاک سنجی بدین صورت انجام گرفت که ابتدا 

لیتر محیط نوترینت   میلی5لیتر فاضلاب به همراه   میلی45
باکتر گرم منفی (لیتر کشت جوان باکتری   میلی5براث غلیظ و 
 24به مدت )  باکتری گرم مثبت استافیلوکوکاشرشیاکلی و

 10سپس .  درجه سانتیگراد نگهداری شد37ساعت در حرارت 

 دور در 2500 دقیقه در 10لیتر از کشت حاصل به مدت  میلی
 قطره از مایع رویی به 3بعد از آن، . دقیقه سانتریفوژ گردید

 ساعته باکتری به همراه 24لیتر از کشت   میلی1/0همراه 
، پس از ) گرم در لیتر اگار7دارای (ط کشت نیمه جامد محی

نتایج و . مخلوط شدن به پلیت حاوی نوترینت اگار اضافه شدند
  . ساعت مورد بررسی قرار گرفتند24های فاژ پس از  پلاک

شایان یادآوری است که آزمایش فوق هر بار همزمان با محیط 
محیط کشت در ضمن، منظور از . کانکی اگار نیز تکرار شد مک

آب به پودر % 40نوترینت براث غلیظ آن بود که ابتدا، مقدار 
نوترینت براث افزوده و سپس، با اضافه کردن نمونه آب مورد 

  .رسانیده شد% 100نظر، حجم کل به 
برای انجام روش استاندارد تعیین آلودگی آب با مدفوع، 

.  کشت شدSS و EMBکانکی،  های آب در محیط مک نمونه
 با روشهای E.coliهای گرم منفی،   پیدایش باسیلپس از

های  استاندارد باکتریولوژی و بیوشیمیایی با استفاده از محیط
 اوره، سیترات و غیره شناسایی TSI ،MR ،VP ،SIMکشت 
  .گردید
  نتایج

 نمونه آب از مناطق مختلف جوی واقع 110آوری  پس از جمع
ای واقع در جاده  در خیابان معلم، خیابان امام حسین و چشمه

ای، باکتریوفاژها به  ورامین، و با استفاده از روش اگار دولایه
ای واقع در  هایی که از چشمه های شفافی در نمونه صورت پلاک

آوری شده بود، ظاهر شدند که نشان دهنده  جاده ورامین جمع
متلاشی شدن باکتری میزبان در محیط نوترینت اگار کشت 

های دیگر   شده از مدفوع بود اما در نمونهشده بااشرشیاکلی جدا
کانکی و یا با باکتری استافیلوکوک  حتی در محیط کشت مک

، پلاک ناشی 1در شکل . اورئوس، هیچگونه پلاکی مشاهده نشد
 جدا شده از مدفوع بیماران با از متلاشی شدن اشرشیاکلی

ای واقع در جاده ورامین  آوری شده از چشمه نمونه آب جمع
  .نشان داده شده است

هنگامی که نتایج حاصل از مشاهده پلاک با نتایج روش 
استاندارد تعیین آلودگی آب مقایسه گردید نشان داده شد که 

م های آبی که پلاک ظاهر شد در روش استاندارد ه در نمونه
E.coli وجود داشت و این امر نشان دهنده تشابه دو روش 

  . فوق برای اثبات آلودگی آب با مدفوع بوده است
  بحث

آب در حیات موجودات زنده و از جمله انسان از اهمیت خاصی 
. برخوردار بوده و عامل اصلی سلامت انسان و حیوانات است

دفوعی انجام های م ارزیابی کیفیت آب معمولاً بر اساس ارگانیزم
هایی وجود دارد که وجود باکتریوفاژها در  گزارش. گیرد می
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های آب رودخانه، اطلاعات بیشتری را در مورد  نمونه

و امکان ) 12(سازند  های مدفوعی فراهم می میکروارگانیزم
مشاهده فاژ هم در کشورهای صنعتی و هم در کشورهای در 

های آب از  مونهدر این پژوهش نیز ن. حال توسعه وجود دارد
ای  چندین جوی آب خیابان معلم، خیابان امام حسین و چشمه

  .در جاده قزوین مورد بررسی قرار گرفت
های   و باکتری E.coliدر یک بررسی، وجود باکتریوفاژهای 

 ایستگاه نمونه 23 نمونه آب دریا از 274مدفوعی در روی 
نتایج این . تبرداری واقع در جنوب ایتالیا مورد بررسی قرار گرف
های آلودگی  بررسی، مفید بودن کلی فاژها را به عنوان معرف

مدفوعی اثبات کرد و نشان داده شد که مقدار آنها در آب 
از طرفی، استفاده از فاضلاب ). 13(تواند مورد توجه باشد  می

برای آبیاری خاک ممکن است به آلودگی آبهای زیر زمینی و 
فاضلاب ). 14(توژن منجر شود خاک با میکروارگانیزمهای پا

منابع خانگی و صنعتی شهر علیگاره در هند بدون ضدعفونی 
رفت که این عمل  های کشاورزی به کار می برای آبیاری زمین

ها به زنجیره غذایی راه  موجب آلودگی خاک شد و آلوده کننده
ترین راه برای اثبات آلودگی فاضلاب  بنابراین، ساده). 15(یافتند 
گیری از آلوده شدن خاک و زنجیره غذایی، آن است که و پیش

ابتدا با روش پلاک سنجی، آلودگی فاضلاب تشخیص داده شده 
سنجی  و بعد از کلر زدن نیز کیفیت آب، مجدد با روش پلاک

  .مورد ارزیابی قرار گیرد
E.coli فلور طبیعی روده بوده و به عنوان شاخص آلودگی آب 

 2003 و همکارانش در سال Munies. رود با مدفوع به کار می
 اشرشیاکلی را به  WG5، کلی فاژهای سوماتیک سویه )16(

در . اند عنوان معرف برای نشان دادن کیفیت آب پیشنهاد کرده
های نشان دهنده  بررسی حاضر با توجه به اینکه پلاک

باکتریوفاژها فقط با باکتریهای اشرشیاکلی جدا شده از مدفوع 
ع در جاده ورامین مشاهده شد که آب بدبو بود، ای واق در چشمه
توان برای نشان دادن کیفیت آب  رسد که از آنها می بنظر می

  .استفاده کرد
ها در محیط کشت نوترینت اگار بهتر از محیط کشت  پلاک
کانکی اگار مشاهده شدند که احتمالاً به علت تفاوت در  مک

شود که  وصیه میبنابراین، ت. ترکیب محیط کشت آنها بوده است
در آزمایش نمونه . از محیط کشت نوترینت اگار استفاده شود

احتمال دارد که علت . آب با استافیلوکوک، پلاکی مشاهده نشد
  .های آب باشد آن تعداد کم استافیلوکوک در نمونه

چون برای شناسایی باکتریهای موجود در آب و اثبات آلودگی 
های بیوشیمیایی و باکتریولوژی آنها به روش استاندارد به آزمایش

شود که  باشند، پیشنهاد می گیر می  و وقت نیاز است که پرخرج
باکتریهای مدفوعی ) لایتیک(از باکتریوفاژهای متلاشی کننده 

 و Leclereاستفاده شود و طبق گزارشات ) مشاهده پلاک(
 واحد 10پیدایش بیش از ) 2 (2002همکارانش در سال 
ای از  ، نشانه(pfu)لیتر آب  در هر میلیتشکیل دهنده پلاک 

با یک (این روش ساده، سریع و ارزان . آلودگی شدید آب است
برای ) توان یک نمونه از آب را مورد بررسی قرار داد پلیت می

شناسایی آلودگی مدفوعی و ارزیابی کیفیت آب مفید بوده و 
  .شود توصیه می
  قدردانی

شگاه میکروبیولوژی بدینوسیله از همکاران محترم آزمای
محمودیه، دانشگاه آزاد اسلامی قم، که ما را در انجام این 

  .پژوهش یاری کردند کمال تشکر و و امتنان را داریم
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