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شناسايى باكترى ها شاخص مدفوعى در آب هاى شيرين وسطحى شهر زنجان
رضا شاپورى2، مهدى رهنما1، شهلا موسوى1  سارا سيدصدرى1،

گروه ميكروبيولوژى، دانشكده علوم پايه وپزشكى، دانشگاه آزاد اسلامى  زنجان  -1
rezashapoury@yahoo.com،2- استاديار، گروه ميكروبيولوژى، دانشكده علوم پايه وپزشكى، دانشگاه آزاد اسلامى  زنجان

تاريخ دريافت: 88/6/30         تاريخ پذيرش: 88/9/30

چكيده
كيفيت آب معمولا از طريق شناسايى تعدادى پارامتراهاى ميكروبيولوژيكى از جمله باكترى هاى شاخص از قبيل كلى فرم
،،E، كلستريديم پرفرنجنس، استرپتوكوك فكاليس تعيين مى شود. باكترى هاى شاخص مدفوعى .coli ،تام، كلى فرم مدفوعىi
به مقدار زياد در مدفوع انسان و حيوان يافت مى شوند. نمونه هاى سنجش كيفيت آب از لحاظ پنج باكترى، كلى فرم تام،
تام، فرم  كلى  مطالعه  هدف  مى شوند.  بررسى  فكاليس  استرپتوكوك  پرفرنجنس،  كلستريديم   ،E،، .coli مدفوعى،  فرم  كلى 
MPN در اين مطالعه E.coli و استرپتوكك فكاليس آب هاى شيرين و سطحى شهر زنجان توسط روش iكلى فرم مدفوعى،
مى باشد. براى شناسايى كلستريديم پرفرنجنس از محيط شير ليتموس وايجاد تخمير طوفانى استفاده شد. نتايج نشان داد كه
از نمونه ها كمتر از 1000 و تعداد كلى فرم مدفوعى در ٪77 MPN/100ml از نمونه ها كمتر از تعداد كلى فرم تام در ٪60
1000 هم چنين در مورد استرپتوكوك فكاليس در 77٪ از نمونه ها 3 باكترى در 100 ميلى ليتر نمونه وجود MPN/100ml
داشت. نسبت FC/FS در 49٪ بيشتر از عدد 4 بود. هم چنين كلستريديم پرفرنجنس در 54٪ از نمونه ها وجود داشت. حضور
باكترى هاى شاخص مدفوعى در آب نشان دهنده وجود خطر براى سلامتى افراد يا جمعيتى كه با اين آب ها در تماس است.

در نتيجه خطر بروز عفونت براى استفاده كننده گان از آب هاى شيرين و سطحى شهر زنجان وجود دارد.
،،E، كلستريديم پرفرنجنس، استرپتوكوك فكاليس. .coli ،ككليد واژه: كل كلى فرم مدفوعى، كلى فرم مدفوعى

مقدمه
آلودگى مدفوعى يكى از مشكلات جدى طبيعت است 
سراسر  در  زمين  سطح  آب هاى  از  بسيارى  روى  بر  كه 
جهان تاثير مى گذارد. پيشرفت هاى انسانى و رشد جمعيت 
فشارهاى زياد و متنوعى را بر روى كيفيت و كميت آب 
شيرين  آب هاى   .(18) مى كند  وارد  آنها  به  يابى  ودست 
آلوده به مدفوع انسانى و حيوانى ممكن است باعث انتقال 
ميكرو ارگانيسم هاى پاتوژن انسانى (ويروس و باكترى و 
پروتوزوآ) شود. به دليل اين كه شناسايى همه پاتوژن هاى 
باكترى هاى  بنابراين  است  مشكل  بسيار  آب  در  انسانى 

شاخص آلودگى مدفوعى متفاوت معمولا براى تشخيص
آلودگى مدفوعى آب به كار مى رود (17،20). آلودگى
و اى  نقطه  صورت  به  مختلف  طرق  از  آب  مدفوعى 
فاضلاب شامل  اى  نقطه  منابع  مى باشد.  نقطه اى  غير 
صنعتى منابع  و  فاضلاب  جريان هاى  نشت  نشده،  تسويه 
مى باشد و هم چنين منابع غير نقطه اى شامل كشاورزى،
مى باشد شهرى  اشغال هاى  و  وحش  حيات  جنگلدارى، 

.(5،11،17،18،20)
بيمارى زا خودشان  مدفوعى  شاخص هاى  باكترى هاى 
نيستند ولى معمولا با پاتوژن هاى موجود در آب  (ويروس ها
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طريق  از  كه  دارند  مستقيم  رابطه  پروتوزواها)  باكترى ها، 
يا ديگر جانداران  انسانى  قبيل مدفوع  از  راه هاى مختلف 

خون گرم وارد آب شده اند (6،13،14،21،24). 
شاخص هاى مدفوعى كه براى تعيين كيفيت آب به كار 
 ،(FC)كلى فرم مدفوعى ،(TC) مى روند شامل كلى فرم تام)

و   (FSمدفوعى كوك  (استرپتو  فكاليس  كوك  استرپتو 
كلستريديوم پرفرنجنس است (8،10،12،15).

كلى  فاضلاب  و  آب  آزمايش  استاندارد  روش هاى 
كه  لاكتوز  كننده  تخمير  باكترى هاى  عنوان  به  را  فرم ها 
در  معرفى مى كند.  توليد مى كنند  و گاز  اسيد  از لاكتوز 
endo-typ medium كشت  محيط  روى  35 C دماى 

كلنى هاى قرمز با جلاى فلزى توليد مى كنند. كلى فرم ها 
فرم  كلى  باكترى هاى  با  يكسانى  ويژگى هاى  گرماپاى 
 44,5 OCدارند با اين تفاوت كه آنها قادر به رشد در دماى
فرم هاى  كلى  عنوان  به  پاى  گرما  فرم هاى  كلى  سسهستند. 
E.coli زير مجموعه اى  مدفوعى مشهور هستند. باكترى 
و  هستند  پاى  گرما  آنها  است.  مدفوعى  فرم هاى  كلى  از 
روده  در  كه  هستند  اختيارى  هوازى  بى  و  منفى  گرم 
ارتباط  بيشترين  و  مى كنند  زندگى  گرم  ن  خو  جانداران 
يك  كلستريديم ها  دارند(24).  مدفوعى  آلودگى  با  را 
گروه از باكترى هاى بى هوازى كه در طبيعت در خاك 
و در روده هاى انسان يا حيوان به عنوان ساپروفيت زيست 
كه  مى كند  توليد  اندوسپور  ميكروارگانيسم  اين  مى كند. 
بنابرين  دارد.  نگه  زنده  دشوار  شرايط  در  آنها  مى تواند 
اثبات حضور كلستريديم پرفرنجنس درآب نشانه آلودگى 

قديمى به مدفوع مى باشد (15).
هستند  مثبت  گرم  باكتريهاى  فكاليس  استرپتوكوك 
و  انسان  گوارشى  مجراى  در  طبيعى  فلور  عنوان  به  كه 
حيوان زندگى مى كنند به دليل وفور در مدفوع حيوانات 
اين  طبيعت،  در  مدت  طولانى  ماندگارى  و  گرم  ن  خو 
ميكرواورگانيسم به طور كلى به عنوان شاخص آلودگى 
هدف  مطالعه  اين  در  مى رود(25).  كار  به  مدفوعى 
همانند:  مدفوع  آلودگى  شاخص  ميكروب هاى  شناسايى 
و  فكاليس  استرپتوكوك   ،E،، .coli مدفوعى،  فرم  كلى 

شهر  شيرين  و  سطحى  درآبهاى  پرفرنجنس  كلستريديم 
زنجان مى باشد.

مواد و روش ها
جمع آورى نمونه

 ابتدا 35 نمونه آب در حجم 500 ميلى ليتر (ml) داخل 
شيشه هايى دربسته استريل طى 8 مرحله از آبهاى سطحى 
و شيرين زنجان تهيه شد. نمونه بردارى به طور تصادفى از 
نقاط مختلف انجام گرفت . نمونه ها در يخچال نگهدارى 
اين  در  گرفت.  قرار  آزمايش  مورد  ساعت   24 تا  و  شد 
آزمايش ها به شناسايى كل كلى فرم، كلى فرم مدفوعى، 
،،E، استرپتوكوك فكاليس و كلستريديدم پرفرنجنس  .coli

پرداخته شد. 
شناسايى كلى فرم

 شناسايى و اندازه گيرى ميزان كلى فرم ها در نمونه هاى 
(بيشترين تعداد احتمالى)  MPN آب با استفاده از روش
انجام گرفت اين آزمايش سه بار تكرار انجام گرفت. ابتدا 
از نمونه هاى آب رقت هاى 0/1، 0/01 و0/001 تهيه كرده 

و سپس مراحل زير را انجام گرفت (3).
لوريل  4/5 ml براى هر رقت از نمونه، سه لوله حاوى
فسفات تريپتوزبراث (LST) را در نظر گرفته و به هر كدام 
اضافه كرديم.  0/1، 0/01 و0/001  رقت هاى  از  0/5 ml

35 درجه  لوله ها را به مدت 24 ساعت در حرارت 0/5
نظر  از  را  كرديم.لوله ها  گذارى  خانه  گرم  گراد  سانتى 
وجود گاز كه به صورت حباب در داخل لوله درهام يا در 

محيط مشاهده مى شود بررسى شد (3).
شناسايى كلى فرم هاى تام

برليان  لوله هاى مثبت مرحله قبل در آبگوشت  از همه 
 48 گرين بايل براث (BGB) كشت داده شد و به مدت 2
مثبت  شد.نتايج  داده  قرار   35 0/5 خانه  گرم  در  ساعت 
يادداشت  تام  فرم  كلى  عنوان  به  MPN جدول روى  از 

شد(3).
شناسايى و شمارش كلى فرم مدفوعى

Cاز تمام لوله هاى مثبت در آبگوشت EC كشت داده شد 

 24 به مدت 2 با دربسته   44/5 0/5 و در حمام آب 
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نتايج را   MPN نتايج استفاده از جدول ساعت قرار داده 
به عنوان بيشترين تعداد احتمالى كلى فرم هاى مدفوعى در 

ميلى ليتر گزارش گرديد(3).
تشخيص اشريشياكلى

بلو  متلين  ائوزين  محيط  در   EC مثبت لوله هاى  از 
تست  از  استفاده  با  داده  سطحى  كشت  برده   (EMB)
IMVIC نوع باكترى شناسايى شد هم چنين باكترى ها از 

H2S و تخمير لاكتوز بررسى شد(3). نظر توليد گاز
شمارش استرپتو كوك فكاليس با روش چند لوله اى

و0/001   0/01  ،0/1 رقت هاى  كه  آبى  نمونه  از  ابتدا 
تهيه شده به صورت سه بار تكرار در محيط كشت گلوكز 
آزيد و در دماى 37 درجه سانتى گراد به مدت 72 ساعت 
بايل  محيط  در  مثبت  لوله هاى  از  شد.  خانه گذارى  گرم 
تعداد  MPN از روى جدول  اسكولين آگار كشت داده 

استرپتوكوك فكاليس يادداشت شد(3).
شناسايى كلستريديم پرفرنجنس

ظرف  درون  به  را  آب  نمونه  ليتر  ميلى   200 مقدار 
سترون با حجم 1000ميلى ليتر منتقل كرده و به آن مقدار 
400 ميلى ليتر شير ليتموس سترون افزوده شد. سپس ظرف 
را به مدت 10 دقيقه در حمام آب 80 درجه سانتى گراد 
حرارت داده شد. سپس ظرف حاوى نمونه و شيرليتموس 
37 قرار  را سرد كرده، و به مدت 5 روز در گرم خانه 
داده شد و كشت از نظر توليد اسيد، لخته و انعقاد و گاز 

(تخمير طوفانى) بررسى شد(3).
نتايج

 با توجه به نتايج آزمايش در مورد كلى فرم تام بيشترين
فراوانى، 24000 باكترى در 100 ميلى ليتر نمونه مى باشد
كه اين فراوانى در 6٪ كل نمونه ها مشاهده گرديد. هم چنين
از نمونه ها، 2400 باكترى در 100 ميلى ليتر نمونه در ٪17
باكترى تعداد  نمونه ها  ٪66 در  كلى  حالت  مى باشد.در 

كمتر از 1000 در 100 ميلى ليتر نمونه است (نمودار1). 
درصد فروانى هاى كلى فرم مدفوعى در40٪ از نمونه ها
و است  شده  مشاهده  نمونه  ليتر  ميلى   100 در  باكترى   3
77٪ از نمونه ها كمتر از 1000 باكترى در 100 ميلى ليتر

نمونه دارند (نمودار2).
استرپتوكوك ميزان  آزمايش شده  نمونه هاى  در ٪77
(نمودار3). (فكاليس 3 باكترى در 100 ميلى ليتر نمونه است
FC/)به استرپتوكوك مدفوعى نسبت كلى فرم مدفوعى 
از0/7 كوچك تر  نسبت  اين  نمونه ها  ٪9 در  است.   (FS

(نمودار4). در نمونه هاى آب و در 49٪ بيشتر از 4 است
،،E، انترو باكتر، سيترو باكتر و كلبسيلا .coliحضور باكترىi

به اثبات رسيد و با توجه به نمودار 5 در 47٪ از نمونه ها
كلستريديم مورد  در  نتايج  است.  شده  مشاهده   E.coli
پرفرنجنس نشان داد كه در 19 نمونه اين باكترى حضور

دارد كه برابر 54٪ نمونه ها مى باشد (نمودار5).
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نمودار1- درصد فراوانى كل فرم مدفوعى تام در           نمودار 2- درصد فراوانى كلى فرم مدفوعى در 
نمونه هاى آب هاى شيرين و سطحى زنجان             نمونه هاى آب هاى شيرين و سطحى زنجان
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بحث:

از متفاوتى  غلظت هاى  كه  مى دهد  نشان  مطالعه  اين 
آب هاى در  مدفوع  به  آلودگى  شاخص  ميكروب هاى 
باكترى هاى دارد.  وجود  زنجان  شهر  سطحى  و  شيرين 
شاخص مدفوعى معمولا در فاضلاب يافت مى شوند(19).
در سراسر جهان كلى فرم ها به عنوان يك شاخص ميكروبى
قابل اعتماد براى تعيين كيفيت ميكروبى آب ها و به منظور
تعيين قوانين و استاندارد ها براى مدلهاى مختلف استفاده از
آب و فاضلاب به كار مى رود. بيشتر قوانين و استانداردها
مناسب وسيله  يك  عنوان  به  فرم ها  كلى  به  قوى  اتكا  با 
براى تعيين سلامتى ميكروبيولوژيكى آب ها و فاضلاب ها
بنا نهاده شده است.(19،22) هم چنين غلظت زياد مجموع
نشانه آب ها  اين  در  مدفوعى  كلى  و  مدفوعى  فرم  كلى 

است(8).  حيوانات  يا  و  انسان ها  مدفوع  با  آب  آلودگى 
به  آب ها  اين  در  مدفوعى  شاخص  باكترى هاى  مقدار 
خصوص آب هايى كه نزديك مناطق شهرى است بسيار 
بالا بود واين به دليل ورود فاضلاب شهرى به اين آب ها 
مى باشد. كلستريديم پرفرنجنس باكترى توليد كننده اسپور، 
شاخص  عنوان  به  روده اى  ميكروارگانيسم  هوازى،  بى 
آب هاى  كيفييت  تعيين  وبراى  است  مدفوعى  آلودگى 
تفريحى پيشنهاد شده است. اسپورهاى اين باكترى به عنوان 
بهترين شاخص هاى آلودگى مدفوعى معرفى شده است. 
به دليل اين كه حضور باكترى كلستريديم پرفرنجنس در 
اين آب ها به اثبات رسيد مى تواند نشان دهنده اين باشد كه 
اين آبها علاوه بر آلودگى اخير داراى آلودگى قديمى نيز 
با  مى باشد يعنى به طور منظم از زمانهاى دور اين آب ها 
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در نمونه هاى    / نمودار3- درصد فراوانى استرپتو كك فكاليس در        نمودار 4- درصد فراوانى
نمونه هاى آب هاى شيرين وسطحى زنجان          آب هاى شيرين و سطحى زنجان     

                  نموار5- درصد فراوانى انتروباكترياسه جدا شده از آب هاى شيرين و سطحى زنجان 
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مدفوع انسان يا حيوان آلوده شده اند. وجود كلستريديم
پرفرنجنس رابطه نزديك با باكترى هاى پاتوژن گونه هاى
ژيارديا وآئروموناس دارد. هم چنين حضور اين باكترى
در پاتوژن  پروتوزوآهاى  وجود  دهنده  نشان  مى تواند 
براى شاخص  فرم  كلى  بهترين   E.coli باشد(22). آب 
حيوانى يا  انسانى  فاضلاب  از  ناشى  مدفوعى  آلودكى 
است. حضور اين باكترى در آب بيشتر معرف آلودگى
با مدفوع است زيرا به تعداد زياد در مدفوع حضور دارد
و به طور كلى در جاى ديگرى در طبيعت وجود ندارد.
كلى فرم هاى جدا ك٪ در مدفوع انسانى و حيوانى 90-100
عنوان شاخص هاى به  باكترى  اين  هستند.   E.coli شده
اعضاى توسط  مدفوعى  آلودگى  براى  مطلوب  اوليه 
زيست محيط  حفاظت  سازمان  نظير  المللى  بين  اصلى 
قوانين و   (EU) اروپا  اتحاديه   ،(USEPA) آمريكا 
به عنوان E.coli آب آشاميدنى اروپا حفظ شده است.
در F-RNA شاخص براى حضور سالمونلا و كلى فاژ
در آب هاى  E.coli وجود  دليل  به   .(22) مى باشد  آب 
ناشى انسانى  زنجان خطر عفونت هاى  شيرين و سطحى 
استرپتوكوك مدفوعى شاخص از آّب وجود دارد(9). 
مناسبى براى حضور عوامل بيمارى هاى مربوط به انسان
در آب ها به ويژه آب هاى تفريحى است كه اين بيمارى ها
بهداشت سازمان  است(16).  اى  روده  بيمارى هاى  نظير 
جهانى (WHO) در سال 1996 استفاده از استرپتوكوك
آلودگى براى  افزوده  شاخص  يك  عنوان  به  مدفوعى 
در آزمايشات  نتياج  است.  كرده  پيشنهاد  آب  مدفوعى 
مورد آب هاى شيرين وسطحى شهر زنجان نشان مى دهد
پايين آب ها  اين  در  مدفوعى  استرپتوكوك  ميزان  كه 
مى باشد(22). نسبت كلى فرم مدفوعى به استرپتوكوك
است آلودگى  منشا  دهنده  نمايش   (FC/FS) مدفوعى 
انسانى منابع  با  آلودگى  باشد   / 4 كه  زمانى 
نشانه آلودگى با مدفوع FC/FS 7است و زمانى كه 0/7
نمونه ها از   ٪31 در  فوق  بررسى  در  است(8).  حيوانى 
آلودگى با مدفوع انسانى بود. منبع آلودگى بسته به محلى
در مى كرد  تغيير  مى شد  انجام  آن  از  بردارى  نمونه  كه 

بيشتر مواردى كه نسبت كلى فرم مدفوعى به استرپتوكك
به شهر نزديك  به مناطق  بود مربوط  از 4  بيشتر  مدفوعى 
بود. بر اساس مطالعات L.lisel آلودگى مدفوعى با منشا
حيوانى بود و هم چنين در مناطق غير شهرى داراى سطح
پايينى از باكترى هاى شاخص مدفوعى بود(22). در مطالعه
منابع روى  بر  همكارانش  و  شمشيرى  كته  تكتم  كه  اى 
انجام مشهد  شهرستان  روستاهاى  آشاميدنى  آب  تامين 
فاقد منابع آب  70/5 درصد  آمد  به دست  زير  نتايج  داد 
آلودگى مدفوعى بوده و 29/5 درصد آلودگى مدفوعى
با آلودگى  درصد  96/7 / نسبت توجه  با  و  دارد 
منابع برترى  با  آلودگى  صد  در   3/3 در  و  حيوانى  منابع 

حيوانى مى باشد(1).
روى بر  همكارش  و  كلاته  محبوبه  آزمايشات  در 
رودخانه زشك شهر شانديز نتايج زير به دست آمده است
در86٪ از نمونه ها بيش از 1000 كلى فرم تام در 100 ميلى
انجام ما  كه  اى  مطالعه  در  ولى  شده  مشاهده  نمونه  ليتر 
داديم در41٪ از نمونه ها تعداد كلى فرم تام بيش از 1000
باكترى در 100 ميلى ليتر نمونه موجود مى باشد هم چنين
نمونه ها بيش در مطالعه بر روى رود خانه زشك در ٪48
ما مطالعه  ودر  شده  مشاهده  مدفوعى  فرم  كلى   1000 از 
1000 از  بيشتر  مدفوعى  فرم  كلى  تعداد  نمونه ها  در٪23 
/ در مطالعات بر روى رودخانه بود. هم چنين نسبت 
زشك نشان داده كه در 44٪ آلودگى با منابع انسانى و در

6٪ آلودگى با منابع حيوانى بوده است(2).
هم چنين يك مطالعه توسط مهران محمديان فضلى و
كننده تامين  چاه هاى  مورد  در   1380 سال  در  همكارش 
نوع هيچ  كه  گرفته  انجام  زنجان  شهر  آشاميدنى  آب 
آلودگى به باكترى هاى كلى فرم تام وكلى فرم مدفوعى

مشاهده نشده است(4).
رودخانه روى  بر   E.Djuikom مطالعات  به  توجه  با 

است  ترتيب  اين  به  باكترى ها  فراوانى   Mfound

به مدفوعى  فرم  كلى  نسبت  و  است   TC>FS>FC

1 عدد  از  كمتر  نمونه ها  همه  در  مدفوعى  استرپتوكك 
ترتيب اين  به  باكتريها  فراوانى  ما  مطالعه  در  ولى  است. 
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است TC>FC>FS و هم چنيين نسبت كلى فرم مدفوعى 
به استرپتوكك مدفوعى در 31٪ نمونه ها بيش تر از عدد 4 

است(8).
نتيجه گيرى:

در حالت كلى ميزان كلى فرم تام و كلى فرم مدفوعى 
نسبت به استرپتوكوك بالا بود. به دليل اين كه از آب هاى 
خصوص  به  كشاورزى  براى  زنجان  سطحى  و  شيرين 
كه  جايى  آن  از  و  مى رود  كار  به  سبزيجات  يارى  آب 
سبزيجات بيشتر به صورت خام مصرف مى شوند، غلظت 
بالاى باكترى هاى شاخص مدفوعى در آب خطر حضور 
پاتوژن هاى انسانى موجود درآب را نشان مى دهد و خطر 
به  با توجه  پاتوژن ها وجود دارد.  اين  با  انسان ها  آلودگى 

اين كه بخشى از اين آب ها در مناطق تفريحى شهر زنجان 
اين  عمومى كيفيت  سلامت  حفظ  براى  است  نياز  است 
آب ها به صورت منظم كنترل شود. در ضمن بخشى از اين 
شهر  آشاميدنى  تامين آب  منابع  از  يكى  عنوان  به  آب ها 
جهت حذف عوامل  ECC زنجان است. روش پيشنهادى
ميكروبى و قابل شرب نمودن اين گروه از آب هاى سطحى 
شامل به كارگيرى مراحل پى در پى انعقاد، صاف نمودن 
و ضد عفونى مى باشد كه در نتيجه با صرف هزينه اى از 
اين منبع جهت مصارف شرب استفاده نمود. هم چنين زدن 
چاه در اطراف اين آب ها و استفاده مستقيم از آب چاهها 

سلامت افراد به خطر مى افتد. 
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