
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 نظامي طب

  ) 4( 9، شماره 1386 زمستان
 249-256: صفحات

 
  دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس -1
  دانشجوي دكتري دانشگاه تربيت مدرس -)عج(علوم پزشكي بقيه االله پژوهشگر دانشگاه  -2
  بهداشت محيط دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيگروه مهندسي  -3
 مجتمع توليدي و تحقيقاتي پاستور -4

  
  بررسي اثر گندزدايي آب با كلر 
  بر رها سازي و حذف اندوتوكسين

  
، علي Ph.D1، قربان بهزاديان نژاد 3، احمد رضا يزدانبخشM.Sc2، قادر غني زاده Ph.D1عباس رضائي

  Ph.D1، ابراهيم حاجي زاده Ph.D 4، سيد داور سيادتM.Sc1، محمد تقي قانعيان Ph.D1خوانين
  

  نشگاه تربيت مدرس،  دانشكده علوم پزشكي، گروه بهداشت حرفه اي و محيطتهران، دا: آدرس مكاتبه
  

  دهـچكي
اندوتوكسين باكتريائي يك تركيب ليپوپلي ساكاريدي است  كه تماس با آن باعث اسهال ، استفراغ، تب ، كاهش فشار  :مقدمه

ررسي اثر كلر زني آب در رهاسازي و حذف هدف از انجام اين تحقيق ب.خون سيستوليك، شوك ، انعقاد درون رگ و مرگ ميگردد
  . اندوتوكسين به عنوان فرآورده جانبي گند زدائي در آبهاي آلوده بود

 25922(در اين مطالعه تاثيراشكال و غلظت هاي مختلف كلرآزاد بر گندزدائي آب آلوده به  اشرشياكلي :هامواد و روش
ATCC  ( سازي وحذف اندوتوكسين حاصله از مرگ اين باكتري در راكتور منقطع با مك فارلند در رها 5/0با دانسيته باكتريايي

دقيقه و شمارش باكتري ها با استفاده از روش كشت  40گندزدايي با زمان تماس . ميلي ليتر مورد بررسي قرار گرفت 50حجم 
دقيقه  و روش رنگ  40،30،20،10،5اندازه گيري اندوتوكسين در طي فرآيند گندزدائي با تناوب زماني  . درپليت انجام گرديد

  . نانومترانجام شد 535دي متيل متيلن بلو با اسپكترفتومتر در طول موج  9و1سنجي
كلر به عنوان يك گندزداي متداول ، باعث گندزدائي عوامل باكتريايي گرم منفي و رها سازي اندوتوكسين ميگردد ولي  :نتايج

همچنين  اشكال مختلف كلر . تاثيري بر حذف  اندوتوكسين ندارد)دقيقه 15-30(يي كلرآزاد موجود در مدت زمان متداول گندزدا
آزاد و غلظت هاي مختلف آنيون نيترات كه از عوامل شيميايي متداول در آبهاي سطحي حاوي اندوتوكسين است تاثيري برميزان 

  .ن دانسيته باكتريائي موجود در آب استتنها عامل موثردرميزان رها سازي اندوتوكسي.رها سازي و حذف اندوتوكسين ندارد
با توجه به اينكه اندوتوكسين اثرات سوء بهداشتي متعددي دارد و در شرايط مختلف صحرايي و نظامي غالبا از كلرزني به  :بحث

امل آب عنوان گزينه نهائي جهت سالم سازي آبها  استفاده مي شود، لازم است ازگندزداهائي استفاده شود كه ضمن گندزدائي ك
  .  توليد فرآورده هاي جانبي نظير اندوتوكسين و ساير سموم ميكروبي بر سلامت مصرف كنندگان تاثير سوء نداشته باشد

  گند زدايي آب ،كلر زني آب،  فرآورده جانبي، اندوتوكسين  :كليدي هايواژه
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  مقدمه
در سالهاي اخير برخي از آلاينده هاي آلي كه كمتر به آنها 

رد بافت هاي ه مي شده است،  به دليل تاثير بر عملكتوج
  اند مورد توجه قرار گرفته ريزمختلف نظير غدد درون

بنابراين سيستم هاي پايش نبايد براساس آناليز و اندازه .)1(
گيري تعداد محدودي از عوامل شيميائي سمي پايه گذاري 

به ) آلي و معدني(شوند زيرا حضور انواع آلاينده هاي شيميائي
دليل اثرات سوء مي تواند سلامت افراد را تحت تاثير قرار 

از جمله اين تركيبات مي توان به متابوليت هاي .  ] 2 [دهد
اندوتوكسين . باكتريائي نظير اندوتوكسين ها اشاره كرد

باكتريائي يك تركيب ليپوپلي ساكاريدي است كه در بخش 
. )3(جود داردهاي گرم منفي ويبيروني ديواره سلولي باكتر

اين سم از يك بخش پلي ساكاريدي آب دوست و يك 
بخش آبگريز ليپيدي كه ملكولها را در قسمت غشاء بيروني 

بررسي ها نشان مي .   ) 4(تشكيل شده است ،نگه مي دارد
دهد باكتري هاي گرم منفي در تمام محيط ها وجود داشته و 

ستم هاي در سي. حتي در آب مقطر نيز مي توانند رشد كنند
آبرساني تشكيل بيوفيلم در شبكه هاي توزيع و آلودگي 

يك پديده متداولي  هان با اين باكتري ها و سيانوباكترمخاز
است كه عدم وجود مواد گند زدا نظير كلر در مقادير و زمان 

اغلب . )5(تماس كافي باعث تشديد تشكيل بيوفيلم مي شود
هاي آبرساني  باكتري هاي تشكيل دهنده بيوفيلم در شبكه

به گروه باكتري هاي گرم منفي تعلق دارندكه ديواره سلولي 
بنابراين شريطي كه تحت آن  ؛است آنها حاوي اندوتوكسين

مقادير متنابهي از اندوتوكسين مي تواند وارد آب شود كاملا 
علائم تماس با اندوتوكسين در انسان .  ) 6(شناخته شده است

كاهش فشار خون سيستوليك، شامل اسهال ، استفراغ، تب ، 
از ميان علائم فوق . )7(شوك ، انعقاد درون رگ و مرگ است

علاوه بر اثرات . تب رايج ترين تاثير اندو توكسين مي باشد
سوء فوق اندوتوكسين ممكن است سميت ساير عوامل را نيز 

ل و اثرات سوء برخي از وبه طوريكه سميت اتان. تشديد كند
علاوه بر موارد . )8(فزايش پيدا مي كنددارو ها در حضور آن ا

وتروفيل ها، سلول عامل اثر مستقيم بر منوسيتها، ن فوق اين

مطالعات انجام شده .  )9 ,10(هاي اندوتليال و لنفوسيت ها دارد
نشان مي دهد آب پتانسيل بالائي براي داشتن غلظت هاي بالائي 

آب آشاميدني از اندوتوكسين  دارد و مقادير زياد اندوتوكسين در 
ناشي از عملكرد نامناسب واحد هاي فرايندي و عملياتي  تصفيه 
خانه هاي آب و آلودگي سيستم هاي توزيع و مخازن ذخيره آب با 

ارش بر اساس گز. )8(باكتري هاي گرم منفي و سيانوباكتر ها است
ندوتوكسيژنيك اشرشياكلي  باعث سازمان جهاني بهداشت  گونه ا

م به حرارت مي شودكه عامل مهم اسهال در توليد يك سم مقاو
علائم . ان استكشورهاي در حال توسعه به ويژه در ميان كودك

ندوتوكسي شامل درد شكم، اسهال و سردرد عفونت اشرشياكلي ا
  .  )10(است 

سل هاي آن باعث بيماري حاد واندوتوكسين موجود در آب و آئر
به كيسه هاي  تنفسي، تب ريوي، نارسائي هاي روده اي و آسيب

)  ng/ml 40(در فنلاند غلظت بالاي اندوتوكسين .هوائي مي شود
بود در حال حاضركم. باعث اپيدمي تب آب حمام شده است

توكسين ، اثرات احتمالي آن و حذف اطلاعات در مورد پيدايش اندو
رهنمودي  است باعث شده ،آن در طي فرايند هاي تصفيه اي آب

ي از مطالعات انجام شده غلظت برخ. براي آن تعيين نگردد
نانوگرم  1049تا  1ندوتوكسين را در آبهاي زيرزميني از كمتر از ا

در مطالعات انجام شده در .بر ميلي ليتر تعيين و گزارش كرده اند
گزارش شده  1Eu/ml 3800-20غلظت اندوتوكسين  2002سال 
اگر چنين غلظت هائي در آب تصفيه شده وجود داشته باشد . است

. )8(ه دليل مخاطرات مرتبط با اندوتوكسين نگران كننده استب
بررسي هاي اپيدميولوژيكي در سوئد نشان مي دهد كه استفاده از 

نفر ساكن  304نفر از  121آب رودخانه به منظور شرب باعث شده 
در روستا به بيماري هاي اسهال، استفراغ و كرامپ عضلاني دچار 

در . ين در آب مصرفي بوده استشوند كه علت آن وجود اندوتوكس
استراليا رشد سيانوباكترها در مخازن آب شرب جزيره پالم باعث 

در . نفر شده است 141ورود اندوتوكسين به آب و بيمار شدن 
استراليا تماس سربازان با آب هاي تفريحي حاوي اندوتوكسين 

نفر به اسهال شديد، استفراغ، تب ،  852كه  است باعث شده
در مطالعات انجام . )12،11 (وستي و چشمي دچار شوندحساسيت پ

شده در انگلستان گزارش شده كه غلظت اندوتوكسين در اثر كلر 
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  )4( 9، شماره 1386زمستان نظامي،  طب
 

در صد كاهش يافته ولي در سيستم  60زني اوليه و ته نشيني 
برابر  2توزيع به علت وجود كلر باقي مانده غلظت آن مجددا 

فيه خانه تص 10مطالعات انجام شده بر روي .  )8(شده است
آب آشاميدني در ايالات متحده نشان ميدهد كه غلظت 
اندوتوكسين در آب خروجي اين تصفيه خانه ها در دامنه 

EU/ml 500-625/0 بالاترين غلظت گزارش . بوده است
مربوط به آب تصفيه شده اي بود كه )  EU/ml 500( شده 

ه به با توج. )8(تنها فرايند كلر زني بر روي آن انجام شده بود
اينكه در شرايط مختلف صحرائي و نظامي از كلرزني به 

تنها فرايند تصفيه جهت سالم  "عنوان گزينه نهائي و بعضا
سازي آب استفاده مي گردد اين مطالعه با هدف بررسي و 
تعيين اثر كلر زني به عنوان يك گندزداي متداول در رها 

اكتريائي سازي و حذف اندوتوكسين از آبهاي آلوده به عوامل ب
  .اشرشياكلي انجام شد

  
  مواد و روش كار 

 25922( در اين تحقيق از سويه باكتريائي اشرشياكلي
ATCC:  ( به عنوان شاخص باكتري گرم منفي درآلودگي

جهت تهيه كشت تازه ابتدا آن را در .مدفوعي آب استفاده شد 
 .محيط آگار مغذي تلقيح كرديم 

ي از دو روش كشت در براي به دست آوردن توده باكتريائ
محيط هاي آگار و براث استفاده نموده و به منظور تهيه 

 . براث استفاده شد  BHIبذراشرشياكلي از محيط نوترينت و

درجه سانتي گراد در انكوباتور  37ابتدا باكتري در دماي 
دور در دقيقه كشت داده شد و  190حاوي شيكر با سرعت 

ساعت با استفاده از  15توده باكتريائي حاصله بعد از 
دقيقه جداسازي  15به مدت  g 12000سانتريفيوژ با 

 . ) 13، 14و 15(گرديد

با استفاده از نمك بافر فسفات توده سلولي باكتريائي شسته و 
در محيط نمك بافر فسفات و آب به اندازه اي وارد شد تا 

مك فارلند حاصل   5/0دانسيته باكتريائي معادل 
بيان  1مورد استفاده در جدول شماره  مشخصات آب.)16(شود

% 70براي گندزدائي آب ازپودر هيپوكلريت كلسيم . شده است

 9و1اندازه گيري اندوتوكسين با روش رنگ سنجي.  استفاده شد
در طول ) Unico Model( دي متيل متيلن بلو با اسپكترفتومتر

  . )17(نانومترانجام شد 535موج 
  

ي كيفيت شيميائي وبيولوژيكي آب مورد مقادير پارامتر ها): 1(جدول 

 استفاده در مطالعه

  واحد  مقدار  پارامتر
  درجه سانتي گراد  20±5/0 دما
pH 3/0±2/7 -  

متر برسانتي ميكروزيمنس  306  هدايت الكتريكي
PO4(فسفات

  ميلي گرم بر ليتر  5-3 ) 3-
  ميلي گرم بر ليتر NO3 ( 100-25(-نيترات
NO2(نيتريت

  گرم بر ليتر ميلي  0 ) -
 ميلي گرم بر ليتر  NH3 ( 67/0(آمونياك

 ميلي گرم بر ليتر  93/40 سولفات

 ميلي گرم بر ليتر  CaCO3 (  135(سختي

 ميلي گرم بر ليتر  095/46 كلسيم

 ميلي گرم بر ليتر  CaCo3(  105(قليائيت

 ميلي گرم بر ليتر  99/13 كلرور

 مك فارلند  x1.5   5/0  108 تعداد باكتري

  
فواصل زماني جهت نمونه برداري و سنجش اندوتوكسين و كشت 

در ابتدا . دقيقه بعد از كلر زني بود 40،30،20،10،5باكتريائي 
ميلي گرم در ليتر تهيه شد و بعد از تهيه  100محلول كلر با غلظت 
ميلي ليتر  50مك فارلند در حجم   5/0دانسيته باكتريائي 

لي گرم در ليتربه نمونه ها اضافه شد مي 10و 5/0،6،8مقاديركلرآزاد 
دور در  75و سپس از طريق اختلاط دادن در شيكر با سرعت 
كليه . گرفت دقيقه در زمان هاي ذكر شده نمونه برداري انجام

آزمايش هاي  شيميائي و ميكروبي مورد نياز مطابق دستور العمل 
 به منظور حذف. )18(هاي كتاب مرجع استاندارد متد انجام شد 

وجلوگيري از مزاحمت كلرآزاد باقي مانده در نمونه هاي مورد 
  . )19 (استفاده شدN 25/0آزمايش از تيوسولفات سديم 
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   نتايج
نشان دهنده تغييرات تراكم باكتريايي با زمان در  1نمودار 
هماطوريكه .ميلي گرم در ليتر كلر آزاد است  5/0غلظت 

اريتمي تعداد درنمودار مشاهده مي شود رسم تغييرات لگ
باكتريهادر برابر زمان نشان دهنده يك واكنش درجه يك 
است كه سرعت واكنش را مي توان از طريق تعيين شيب 

  . منحني بدست آورد
به منظور بررسي رها سازي اندوتوكسين متعاقب مرگ ومير 
باكتريائي مورد سنجش در اين مرحله تغييرات ميزان 

نتايج . ررسي قرار گرفتآندوتوكسين  در طول زمان مورد ب
نشان مي دهد با گذشت زمان گند زدايي غلظت آندوتوكسين 

در آزمايشات ).  2نمودار( در هر دو محيط افزايش مي يابد
  اوليه از نمك بافر فسفات استفاده گرديد زيرا به نظر 

رسيد حضور كاتيونها و آنيونهاي موجود در آب شرب بر مي
يجه بررها سازي آندوتوكسين ميزان مرگ باكتريائي و در نت

ولي بررسي تغييرات آندوتوكسين در طي . اثر داشته باشد
لذا در  بوده است و  آزمايشات بيانگرعدم وجود چنين تاثيري

   مراحل بعد مطالعه  بر روي آب شهري انجام گرفت
  ).  1جدول (

ميلي گرم بر  5/0بيانگر اين است كه غلظت  1نتايج نمودار 
كل باكتري هاي موجود در آب را از بين نبرده است ، ليتر كلر

بنابراين مقدار آندوتوكسين رها شده با اين غلظت كلرنشان 
كل  لذا؛ دهنده كل آندوتوكسين موجود در آب نيست

  2آندوتوكسين ممكن است از مقادير نشان داده شده در نمودار
 5/0بر همين اساس و با توجه به اينكه غلظت . بيشتر باشد

دقيقه هيچ مقدار باقي  10بعد از مدت  لي گرم بر ليتر كلرمي
مانده اي بر جاي نگذاشته بود، با توجه به مطالعات قبلي كه 
در آن جهت ارزيابي ميزان زنده بودن باكتري ها از غلظت 

ميلي گرم بر ليتركلر استفاده شده بود و هيچ  10و  5هاي 
از غلظت هاي  در اين مرحله ؛تعدا باكتري زنده نمانده بود

كلر استفاده شد ) ميلي گرم بر ليتر 6و  8،  10( بالاي كلر
تا تغييرات رها سازي آندوتوكسين با اين مقادير )  3نمودار(

مورد بررسي  ،كلركه درآن تعدادباكتري هاي زنده صفر است
آب   pHدرآزمايشات صورت گرفته تا اين مرحله. قرار گيرد

به صورت  pHآزاد در اين  كلر.تنظيم مي گرديد 2/7در حد 
به ترتيب با نسبت (تركيبي از يون هيپوكلرو و اسيد هيپوكلريك 

  .است% ) 70و % 30
آب در گند زدائي آب و اشكال مختلف   pHبا توجه به اينكه  

آب اثر  pHحضور كلر آزاد موثر است در اين مرحله با تغيير دادن 
رها سازي  بر ميزان)  -OCLو  HOCL(اشكال مختلف كلرآزاد

در اين شرايط با افزايش . آندوتوكسين نيز مورد بررسي قرار گرفت
pH   كل كلر  5/9و   5/8آب با سود يك نرمال و تنظيم آن در حد

و تاثير يون  pHآزاد آب را به يون هيپوكلرو تبديل كرديم تا اثر 
 ،اسيد هيپوكلرو است% 1هيپوكلرو را كه داراي قدرت گند زدائي 

با توجه ).  4نمودار( زي ميزان آندوتوكسين بررسي نماييمدر رها سا
به اينكه نيترات و فسفات يكي از آلاينده هاي مهم آبهاي سطحي 
حاوي آندوتوكسين است و احتمال مي رود غلظت هاي مختلف آن 

در اين مرحله تاثير  ،بر رها سازي آندوتوكسين اثر داشته باشد
) .  5نمودار(رسي قرار گرفتغلظت هاي مختلف نيترات نيز مورد بر

ميلي گرم بر ليتر علاوه  10و  8با توجه به اينكه غلظت هاي 
مقادير باقي مانده اي نيز بر جاي ميگذارند و با  ،برگندزدائي كامل

توجه به اينكه مقادير آندوتوكسين رها شده در اين غلظت ها 
اختلاف چنداني ندارد براي بررسي تاثير غلظت هاي مختلف 

  . ميلي گرم بر ليتر كلر استفاده شده است 8ات از غلظت نيتر
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درجه (تغييرات دانسيته باكتريائي در زمانهاي مختلف :  1نمودار 

 )pH  2/7±3/0ميليگرم در ليتر و  5/0، غلظت كلر آزاد cº5/0± 20حرارت
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و نمك بافر فسفات  مقايسه غلظت اندوتوكسين رها شده درزمانهاي مختلف در محيط آب: 2نمودار   
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افزايش غلظت اندوتوكسين درغلظت هاي مختلف كلر : 3نمودار   
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  بر ميزان رها سازي و حذف اندوتوكسين  pHتاثير : 4 نمودار
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غلظت 50 ميلي گرم در ليتر غلظت 75 ميلي گرم در ليتر
غلظت 100 ميلي گرم در ليتر غلظت 25 ميلي گرم در ليتر

 
تاثير غلظت هاي مختلف نيترات در رها سازي و حذف اندوتوكسين :   5 نمودار  

  
  بحث 
كسين به هاي انجام شده نشان مي دهد كه آندوتوبررسي

دليل رشد سيانوباكتر ها و باكتري هاي گرم منفي در مخازن 
و سيستم هاي توزيع آب ممكن است در مقادير بالا در آب 
آشاميدني حضور داشته باشند وباعث اثرات سوء بهداشتي 

تحقيقات صورت گرفته در . )19 ،20و21(متعدد شوند
آمين و كلر آزاد ، منوكلرو( خصوص تاثير انواع گند زدا ها 

ساعت  169تا  121با زمان هاي تماس ) پرمنگنات پتاسيم
نشان ميدهد كه سرعت غير فعال شدن اندوتوكسين در 

 EU/mlميلي گرم در ليتر كلر آزاد  100و  2غلظت هاي 
همچنين نتايج تاثير منوكلرو آمين . در ساعت است  4/1-3/1

 ه سرعت غير فعال سازي بابرآندو توكسين نشان مي دهد ك
بررسي تاثير . در ساعت است EU/ml 72/0زدا اين گند

ت غير فعال سازي با پرمنگنات پتاسيم نيز نشان ميدهد سرع
بررسي روند . در ساعت استEU/ml 99/0 زدااين ماده گند

تاثير اين عوامل گند زدا و سرعت واكنش غير فعال سازي 
نشان ميدهد كه واكنش غير فعال سازي هر سه عامل گندزدا 

واكنش درجه صفر تبعيت نموده و مستقل از غلظت عوامل  از
) عامل گند زدا و اندو توكسين ( شركت كننده در واكنش 

مقايسه نتايج اين مطالعه و مطالعات انجام شده توسط . است 
ساير محققين نشان مي دهد اين آلاينده در مقادير مجاز 

با آب كلرآزاد باقي مانده  آب و زمانهاي تماس متداول كلر 

 مطالعات انجام شده در خصوص تاثير. ) 2(تحت تاثير قرار نميگيرد 
  توكسين نشان راويوله بر ميزان غير فعال شدن اندوپرتو اولت

دهد كه  شدت هاي مختلف پرتو اولتراويوله اثرات متفاوتي در مي
غير فعال سازي اين سم دارد و حداكثر اثر غير فعال سازي در 

جام مي شود بطوريكه اين شدت از پرتو ان mj/cm2  100شدت 
شده است كه  Eu/ml 145به  Eu/ml 200باعث كاهش غلظت 

نكته قابل توجه در . غير فعال سازي است%  25نشان دهنده 
خصوص اين مطالعه اين است كه هيچ گونه اطلاعاتي در خصوص 

از آنجائيكه   ).23(ئه نشده استازمان تماس اشعه و اندوتوكسين ار
مطالعه نشان دهنده مرگ ومير باكتريايي و رها سازي  نتايج

آندوتوكسين  و عدم تاثير پذيري اين آلاينده با غلظت ها و 
پيشنهاد مي شود در  ،زمانهاي تماس متداول آب و كلر است

صورت استفاده از آبهاي سطحي به عنوان منبع آب از عوامل 
ل آب از گندزداي مناسب استفاده گردد تا ضمن گند زدائي كام

توليد و ابقاء آندوتوكسين و ساير فرآورده هاي جانبي جلوگيري 
به دليل اينكه عوامل گندزدا نظير كلر ، منوكلروآمين ، . گردد

پرمنگنات پتاسيم و پرتو اولتراويوله تاثيري بر حذف آندوتوكسين 
ندارند با توجه به توسعه سيستم هاي  گند زدائي با ازن و قدرت 

پيشنهاد مي شود ) 24(به عوامل گند زداي مذكور بالاي آن نسبت
امكان سنجي استفاده از اين گند زدا در شرايط مختلف مورد 

  . بررسي قرار گيرد
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