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  چکیده 
فرصت طلبی است که درسیستم هاي آبی محیطی و شرب  یافت می شود،  یک باکتري پاتوژنآئروموناس  :هدف زمینه و

  .ا  این تحقیق با هدف تعیین میزان انتشار باکتري آئروموناس در منابع و شبکه آبرسانی قم انجام گرفتلذ
 6چاه هاي آب شهري و شبکه هاي توزیع در مدت زمانی  و خرداد15نمونه از منابع آب سد  150تعداد  :روش بررسی

 کشت در محیط اختصاصی آمپی سیلین دکسترین آگار با روش فیلتراسیون غشایی و 88تا شهریورماه  88ماهه از فروردین 

  .مورد ارزیابی قرار گرفت همراه با ونکومایسین
 9خرداد با میانگین 15نمونه مربوط به سد  20تعیین صفات بیوشیمیایی نشان داد که تنها  آزمایش هاي کشت و :یافته ها

    در بین موارد مثبت اکثر جدایه ها متعلق به  .باشدمیلی لیتر از نظر وجود آئروموناس مثبت می  100کلنی به ازاي هر 
آزمایش حساسیت آنتی بیوتیکی و . می باشند A.veronni biovar sobriaو  A.hydrophila, A.sobria  گونه هاي

داد که جدایه هاي آئروموناس در  نشانE.coli  ومقایسه با جنس هاي ویبریو  و کلر جدایه ها در  NaClسنجش تحمل
      )ppm5/37حداکثر(و کلر) در صد3حداکثر( NaCl توانایی تحمل مقادیر پایین تري ازویبریو  و E.coliه با مقایس

        اریترومایسین، آموکسی سیلین، نالیدیکسیک اسید، تتراسیکلین و ولی نسبت به آنتی بیوتیکهاي آمپی سیلین، را دارند
 .تري متوپریم  مقاومت بالاتري نشان دادند

 8/0میانگین(علت پایین بودن فراوانی آئروموناس در منابع آب قم را می توان به میزان بالاي کلر باقیمانده  :گیريتیجهن
  .و شوري نسبی و درصد بالاي املاح درشبکه آب قم نسبت داد) میلی گرم در لیتر

 فیلتراسیون غشائی، قم ، آئروموناس،  شبکه آب :هاي کلیديواژه
 
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  1-6 صفحه ،چهاردهم شماره ،چهارم دوره ،1391 پاییز 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - ه علمیمجل

 ...در منابع آئروموناسان انتشار باکتري بررسی میز

  مقدمه
آئروموناس ها باسیل هاي گرم منفی ، اکسیداز مثبت، بدون 

   و بی هوازي اختیاري می باشند که به طور وسیع در اسپور
آب هاي شیرین، محیط هاي دریایی، رودخانه ها و چاه هاي 

این ارگانیسم از غذا، نمونه هاي کلینیکی و . آب یافت می شوند
در ابتدا  ).1(ی کلرزنی شده هم جدا شده استآب هاي آشامیدن

بیوشیمیایی در  بر اساس خصوصیات مورفولوژیکی و آئروموناس
 اما مطالعات. خانواده  ویبریوناسه گروه بندي می شد

Colwell  براساس اطلاعات هیبریداسیون RNA-DNA در
متفاوت از سایر جنس هاي  آئروموناس نشان داد که 1986سال 

ها در  آئروموناسبراین اساس  امروزه .ی باشدویبریوناسه م
           ).4،12(خانواده آئرومونادسه طبقه بندي می شوند

هاي مزوفیلیک در انواع آبها بستگی به درجه  آئروموناس انتشار
آبهایی که درجه بالایی از  در A.caviae .آلودگی آب دارد

درآبهاي . آلودگی مدفوعی دارند با شیوع بیشتري دیده می شود
به  A.caviae  وA.hydrophila با آلودگی کم و آبهاي دریا 

در آبهاي  A.sobria میزان تقریبا مساوي دیده می شوند و
 A.salmonicida.    بدون آلودگی وآبهاي شور دیده می شود

هاي سرمادوست می باشد یک گروه  آئروموناس هم که نماینده
و عمدتا هم در  هموژن ساکن محیط هاي آب شیرین می باشد

   ).6، 5(ماهی پاتوژن می باشند 
آئروموناس هاي مزوفیلیک اکثرا از بیماران مبتلا به 

گونه هایی از آئروموناس که . گاستروانتریت جدا می شوند
 A.caviaeعمدتا با گاستروانتریت همراه هستند 

،A.hydrophila   وA.veronii biovar sobria         
       هاي مزوفیلیک هم از طریق  سآئرومونا. می باشند

هم از طریق تولید توکسین توانایی  مکانیسم هاي اتصالی و
چندین مطالعه نشان داده است که بعضی . بیماریزایی دارند

لکتین و   A.hydrophilaخصوصا  آئروموناس سویه هاي
آدهسین هایی تولید می کنند که ارگانیسم را قادر می سازد 

 .یتلیال و یا موکوس روده اتصال یابدبراحتی به سطح اپ
آئروموناس ها توانایی تولید توکسین و همچنین آنزیمهاي خارج 
. سلولی متنوعی را دارند که در بیماریزایی آنها موثر هستند

توکسین آئروموناس ها بصورت همولیزین می باشد و با نام 
عوامل متعددي در بقاء  ).7، 6، 5(آئرولیزین شناخته می شود 

درجه حرارت، . آئروموناس ها در محیط هاي آبی موثر  هستند
آب فاکتورهاي مهمی هستند که  pHکدورت، کلر باقی مانده و 

   حضور آئروموناس ها را در سیستم هاي آبی تحت تاثیر قرار

ها در  آئروموناسمی دهند یکی دیگر از عومل موثر در بقاء 
هاي میکروبی  سیستم هاي آبی حضور ارگانیسم در  بیوفیلم

بیماریزاهاي  آئروموناسمی باشد با توجه به اینکه گونه هاي 
فرصت طلب می باشند فراوانی این باکتري ها در آب می تواند 

با توجه  ).2،11(سلامت گروه هاي آسیب پذیر را به خطر اندازد
به وجود گزارش هاي شبکه بهداشت استان قم مبنی بر برخی 

با تاکید سازمان آب استان،  ب وز آعفونت هاي گوارشی ناشی ا
این پروژه با هدف بررسی وجود و فراوانی جمعیت باکتري 

  .در آب هاي مختلف شهر قم اجرا گردید آئروموناس

  روش بررسی

ایستگاه آب  5ایستگاه شامل  10نمونه گیري از  :نمونه گیري
 10در ) آبهاي نوشیدنی(ایستگاه آبهاي آبسار5شبکه توزیع و 

 15حلقه  چاه و سد  4همچنین  از  فاوت از شهر قم ونقطه مت
خرداد که توسط سازمان آب قم مشخص شد بصورت هفتگی 

براي نمونه گیري از آبهاي شبکه با توجه به کلرزنی .  شروع شد
آب به ظروف نمونه گیري قبل از استریل کردن به ازاي هر لیتر 

. افه شداض% 3قطره محلول تیوسولفات سدیم  3تا 2نمونه آب 
       3/0همچنین با توجه به درصد بالاي املاح در آب قم 

میلی لیتر  125به ازاي هر  EDTAمیلی لیتر محلول استوك 
نمونه به ظروف نمونه گیري اضافه شد تا املاح را به صورت 

دقیقه  4جهت نمونه گیري آب به مدت حداقل  .چلات درآورد
 ). 9،10(تریل شداز شیر خارج شده و شیر با شعله آتش اس

 10تا  1نمونه ها بعد از جمع آوري در مجاورت یخ و حرارت 
     . درجه و دور از نور خورشید به آزمایشگاه انتقال داده شد

در آزمایشگاه هم نمونه ها قبل از آزمایش در یخچال نگه داري 
نمونه ها در آزمایشگاه . شدند تا تعداد واقعی باکتري بدست آید

از هر  .ساعت مورد بررسی قرار گرفتند 6مدت حداکثر ظرف 
محل نمونه گیري یک نمونه هم براي تعیین فاکتورهاي 

 pH شیمیایی شامل دما، کلرباقی مانده ،کدورت و- فیزیکی
  .گرفته شد

بررسی جمعیت  :تعداد آئروموناس در نمونه هاي آبتعیین 
منابع و  شبکه آب قم به صورت میدانی  در آئروموناسباکتري 

ماهه   6آغاز گردید و طی یک دوره  88از اوایل فرودین ماه 
براي تعیین تعداد . نمونه آب مورد بررسی قرار داده شد 150

در این روش از . استفاده شد 1605از روش  آئروموناسباکتري 
 Ampicilin-dexterin agar withمحیط  انتخابی 
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، دوره چهارم، شماره چهاردهم91پاییز   

  و همکاران يبادآمحمد ینخع نیحس

vancomycin (ADA-V)    براي تعیین تعداد باکتري در 
ml 100  آب استفاده  شد که محیط تایید شده توسط آژانس

  ).10،11(می باشد (EPA)حمایت از محیط امریکا

در مرحله احتمالی براي جداسازي  :مرحله تشخیص احتمالی
باکتري هاي نمونه آب در آزمایشگاه از روش فیلتراسیون 

استفاده شد که تحت  (Membrane filtration)غشایی 
ریق فیلتر غشایی استریل نمونه با حجم شرایط خلا از ط

مشخص فیلتر شد و در مرحله بعد با پنس استریل فیلتر به 
انتقال داده شد انتقال فیلتر به نحوي انجام  ADA-Vمحیط 

بعد از   .شد که هیچ گونه حبابی بین فیلتر و محیط ایجاد نشود
 48تا  24انتقال فیلتر روي محیط ، پتري دیش ها به مدت 

 درجه انکوبه گردیدند در صورت وجود  37دردماي ساعت 
آئروموناس در نمونه آب به صورت کلنی هاي زرد رنگ روي 

کلنی هاي زرد رنگ با میکروسکوپ . محیط مشخص می شوند
لوپ شمارش شد و رشدکلنی زردرنگ  به عنوان نتیجه مثبت 

  ).10،11(در مرحله احتمالی در نظر گرفته شد 

      در مرحله تاییدي تعدادي از :مرحله تشخیص  تاییدي
   کلنی هاي زردرنگ مرحله احتمالی بصورت جداگانه روي 

     در مرحله بعدي از . پلیت هاي نوترینت اگار انتقال شد
کلنی هاي تک محیط هاي نوترینت اگار جهت تستهاي تاییدي 

هر کلنی باکتري که سه آزمایش  1605در روش. استفاده شد
ز، تخمیر مانیتول و تست ایندول آن مثبت بود تاییدي  اکسیدا

  ).10(در نظر گرفته شدآئروموناس  به عنوان

ها تشابه بالاي آئروموناس : مرحله  تشخیص تکمیلی
دارند به  پلزیوموناس و ویبریوبیوشیمیایی با  مورفولوژیکی و

از این  آئروموناسهمین دلیل از مرحله تکمیلی براي تمایز 
از  ویبریو از آئروموناس جهت تمایز .شد باکتري ها استفاده

و محیط  TCBSیعنی  ویبریومحیط کشت  اختصاصی 
که  استفاده شد NaClدرصد  5/6 نوترینت براث حاوي

از آزمایش  قادر به رشد در این محیط ها  نمی باشد آئروموناس
DNAase  از آئروموناسو هیدرولیز ژلاتین براي افتراق 
ین تست ها در مورد آئروموناس مثبت استفاده شد ا پلزیوموناس

  ).10(منفی می باشند پلزیوموناس و

جهت افتراق گونه هاي  :آئروموناسافتراق گونه هاي 
جدا شده از آزمون هاي بیوشیمیایی استاندارد  آئروموناس 

 سوکروز، آرابینوز، ترهالوز، مانیتول،(شامل تخمیر قندها 

از  H2Sاز گلوگز، تولید تولید گاز ) سوربیتول لاکتوز، سالیسین،
سیستئین، لیزین دکربوکسیلاز، آرژنین دهیدرولاز، اورنتین 

و  DNase ووگز پروسکوئر،هیدرولیز اسکولین، دکربوکسیلاز،
ONPG استفاده شد.  

در  آئروموناسابتدا تعداد کلنی هاي احتمالی  :آنالیز داده ها
از  میلی لیتر نمونه آب یادداشت شد و در صورتی که بیش 100

یک شکل مورفولوژیک وجود داشته باشد که مثبت در نظر 
گرفته شود تعداد نمونه هاي مثبت احتمالی هر دو نوع 
مورفولوژیک جداگانه ثبت شد تعداد کلنی هاي احتمالی که 
براي تست هاي تأییدي انتخاب  می شدند یادداشت شد و 

 آئروموناس تعداد موارد مثبت هم مشخص شد در نهایت تعداد
  ).10(نمونه ها با استفاده از رابطه زیر بدست آورده شد

  
جدا شده و  آئروموناس هاي NaCl  بررسی توانایی تحمل

توانایی جدایه ها براي رشد در  : E.coli و ویبریو مقایسه با
غلظت هاي مختلف کلرید سدیم با استفاده از محیط نوترینت 

کلرید  درصد 6، 5، 4، 3، 2، 1، 0براث حاوي غلظت هاي 
از سوسپانسیون  میلی لیتر 1پس از تلقیح . سدیم بررسی شد

میلی لیتر محیط کشت رشد  9مک فارلند باکتري به  5/0
درجه بوسیله  30ساعت گرماگذاري در  24جدایه ها پس از 

  .اسپکتروفتومتر بررسی شد

هاي جدا شده نسبت به کلر و  آئروموناسبررسی حساسیت 
      انایی  جدایه ها براي رشد در تو :  E.coli  مقایسه با

و  750، 500، 250، 100، 50، 25، 10، 0غلظت هاي 
مقادیر . کلربررسی شدppm500میکرولیتر از محلول 1000

در مرحله بعد . محیط نوترینت براث اضافه شد ml 9فوق به 
از سلولهاي باکتري هاي فوق که واقع  ml  2/0محیط کشت با 

حجم تمامی محیط ها با . تلقیح شد  در مرحله فاز لگاریتمی
میلی لیتر رسانده شد رشد جدایه ها  10سرم فیزیولوژي به 

درجه بوسیله  30ساعت ساعت گرماگذاري در  24پس از 
  .اسپکتروفتومتر بررسی شد
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی - ه علمیمجل

 ...در منابع آئروموناسان انتشار باکتري بررسی میز

جدا شده و  آئروموناس هايبررسی حساسیت آنتی بیوتیکی 
ه با توجه به اینکه هر س :E.coli  و ویبریو مقایسه با
هاي پاتوژن فرصت طلب  آئروموناسجدا شده جزء  آئروموناس

-Kirbey  هستند حساسیت آنتی بیوتیکی آنها با  روش  
bauer  مک   5/0در این روش سوسپانسیون ). 1(بررسی  شد

فارلند باکتري ها تهیه و با سواپ استریل روي محیط مولر 
 .هینتون آگار به صورت خطوط رفت و برگشت کشت داده شد

در مرحله بعد دیسک هاي آنتی بیوتیکی روي محیط ها 
درجه 30 ساعت ساعت گرماگذاري در  24پس از . گذاشته شد

         براساس اندازه گیري  قطر هاله عدم رشد حساسیت 
  ).6،  1(آنتی بیوتیکی سویه ها بررسی شد

  فعالیت همولیتیک  :بررسی فعالیت همولیتیک جدایه ها
درصد خون  5با  Tryptone soy agar جدایه ها در محیط
به صورت  E.coliبعد از تلقیح جدایه ها و . گوسفند بررسی شد

 30ساعت در  24نقطه اي روي محیط، گرماگذاري به مدت 
درجه سانتی گراد انجام شد و بعد فعالیت همولیتیکی جدایه ها 

  ).6(از نظر نوع آلفا و یا بتا مشخص شد

  یافته ها

نمونه آب 110(هاي شبکه هاي توزیع آبگرچه کشت نمونه 
در محیط شمارش منجر به ظاهر شدن چند کلنی )  شبکه

نبودند که این  آئروموناسگردید ولی  هیچ کدام مربوط به 
مسئله بعد از انجام تست هاي تاییدي روي کلنی هاي رشد 
یافته و مقایسه آنها با سویه کنترل تهیه شده از انستیتو پاستور 

هم ) نمونه آب20(در نمونه گیري از چاه ها .داثبات گردی
         آئروموناسحاوي  مشخص شد که هیچ کدام از چاه ها

خرداد قم 15چهار مرحله نمونه گیري از آب سد  .نمی باشند
در نمونه گیري اول که ابتداي خرداد ). نمونه20(صورت گرفت

    نمونه با شمارش مستقیم ml 100انجام شد به ازاي هر 
کلنی  ADA-V 65/8کلنی هاي رشد یافته روي محیط

 و در نمونه گیري دوم که ابتداي تیر. مشاهده شد آئروموناس
به  آئروموناسکلنی 25/13انجام شد با توجه به گرم شدن هوا 

در نمونه هاي گرفته شده در . مشاهده شد ml100 ازاي هر
 ml100 به ازاي هر  آئروموناس کلنی 4/13ابتداي مرداد هم

     در نمونه گیري ابتداي شهریور به ازاي هر مشاهده شد و
ml100  با انجام . مشاهده شد آئروموناس کلنی 15/10نمونه

آزمون هاي بیوشیمیایی روي آئروموناس هاي جدا شده از سد 

  A.hydrophilaخرداد  مشخص شد که جدایه ها 15
،A.veronii biovar sobria و A.sobria  هستند که به

با بررسی  .ان تقریبا مساوي در نمونه ها حضور داشتندمیز
 هاي جدا شده در غلظت هاي مختلف آئروموناستوانایی رشد 

NaCl   و مقایسه باE.coli  مشخص شد که  ویبریوو
توانایی کمتري در ویبریو  و E.coliه با سها در مقای آئروموناس

ک ها در غلظت ی آئروموناسبهینه رشد . دارند  NaClتحمل 
    همچنین در بین خود  .مشاهده شد NaCl درصد 

. تفاوت مشاهده شد NaClها هم در میزان تحمل آئروموناس 
ها رشد  آئروموناسهیچ یک از  NaCl درصد 6در غلظت 

هاي جدا  آئروموناس با بررسی حساسیت ).1نمودار( نداشتند
ها  آئرووموناس دیده شد که E.coli مقایسه با  شده به کلر و

 ها  آئروموناسدر بین . اسیت بالاتري به کلر دارندحس
A.hydrophila  بادر مقایسه  A.veroniiو  A.sobria 

  ).2نمودار(مقاومت بالاتري در مقابل کلر نشان داد 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

0 1 2 3 4 5 غلظت نمک (گرم درصد)6

O
D

(6
00

nm
)

A.veronii A.hydrophila A.sobria E.coli vibrio

روي جدایه ها  NaClبررسی تاثیر غلظت هاي مختلف .  1نمودار
   E.coliومقایسه با ویبریو و 

بررسی فعالیت همولیتیکی نشان داد که جدایه ها داراي فعالیت 
           با بررسی حساسیت و همولیتیکی از نوع بتا هستند

آنتی بیوتیکی جدایه ها  مشخص شد که آئروموناس هاي جدا 
    و ویبریو به تعداد بیشتري از  E.coli شده در مقایسه با

جدا  آئروموناس ه سویهآنتی بیوتیک ها مقاومت دارند دربین س
جدول (بیوتیکی متفاوتی مشاهده شدشده هم حساسیت آنتی 
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درصد  40و  آئروموناس کاویهدرصد  42، آئروموناس هیدروفیلا
 ). 5(جداشده فعالیت همولیتیکی دارند آئروموناس سوبریاهاي

فعالیت همولیتیکی  آئروموناس جدایه هاي در بررسی حاضر هم
  .نشان دادند

  
  نتیجه گیري 

در تحقیق حاضر در منابع و سیستم هاي توزیع آب قم 
 CFU/100mlخرداد با میانگین15آئروموناس فقط در آب سد

با توجه به میزان بالاي کلر باقیمانده در . نمونه مشاهده شد 11
و ) لی گرم در لیترمی 8/0میانگین( سیستم هاي توزیع آب قم

 شوري نسبی و درصد بالاي املاح منابع آب قم بویژه کلرور،
در  آئروموناسمنیزیم و کلسیم میتوان علت پایین بودن فراوانی 

  .منابع آب قم را توجیه کرد
  

  تشکر و قدردانی
 از مسئولین سازمان آب و فاضلاب استان قم  به دلیل مساعدت 

   عات شبکه آب استان تشکر  لادر تهیه نمونه ها و ارائه  اط
  . می نمائیم
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