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تواند تمام ینم یشهآب هم یمارکه تآنجااز. شود یابیارز ید به لحاظ میکروبیاز مناطق با یاريدر بس آب کننده ینمأعنوان تنها منبع تبه یرزمینی،ز يهاآب .چکیده

روش  یل،دل ینهمبه. بجنورد انجام گرفت بمنابع آ یاییباکتر یبررس ،حذف کند یابدیراه م یرزمینیز يهابه آب یانگاز فاضلاب خي را که زایماريب يهايباکتر

 يهاعنوان شاخصبه  Enteroccocus faecalis و. Escherichia coli گرفته شدکاربهآب  یفیتک یابیدر ارز هایکروبتعداد م ینترو محتمل ییغشا یلترف

. یدجدا گرد هایستگاهاز ا یکیتنها از   Enteroccocus faecalis مطالعه جدا شد و تحتستگاه یاز شش ا یستگاهاز سه ا  E.coli يباکتر. نداب شدانتخ یمدفوع

 یزنده ول يهايرزنده از مرده و باکت يهايباکتر یکقادر به تفک یول ،هستند یقو دق یعسر یاربس یکروبیم يها یتجمع یصدر تشخ یمولکول يهایکاگرچه تکن

 E.coli يهر دو باکتر. فعال پرداخت یکی،زنده و از لحاظ متابول يهایکروارگانیسمم ۀتوان به مطالعیاستاندارد کشت م يهااز روش ستفادهبا ا. یستندن تقابل کشیرغ

قرار  یشتريب وجهعنوان آب شرب مورد تهب یرزمینیز يهاآب يسازسالم يهاروش بنابراین لازم است. داده شد یصآب تشخ يهانمونه ی، در برخE.feacalis و

  .یردبگ

  MPN یکروبی، کشت م يهاآب، روش یآلودگ يهاشاخص یی،غشا یلترف .یديکل يواژه ها
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Abstract. Microbial analysis of ground water, as the sole supplying water source in many areas, must be evaluated. 

Because the treatment of water cannot remove all pathogenic bacteria leaked from domestic wastewater, bacterial 

analysis of Bojnourd groundwater sources was performed. For this reason, membrane filter (MF) technique and Most 

Probable Number (MPN) method were used to evaluate the microbial quality of the water. Escherichia coli (E. coli) and 

Enteroccocus faecalis (E. faecalis) were traced as excremental indices. E. coli was detected from three out of six 

stations and E. faecalis was only isolated from one station. Although molecular techniques are very rapid and exact 

methods for detection of microbial community and can identify ‘Viable But Not Cultivable’ (VBNC) bacteria, they are 

unable to make a distinction between living and non-living microorganisms. By means of a standard technique, it is 

possible to study living and metabolically active microorganisms. Due to the detection of E.coli and E.feacalis in some 

stations the sanitization of groundwater must be revised to lessen the microbial population in this groundwater. 
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  مقدمه

-ینهحال توسعه هزدر يآب در کشورها یعو توز ینامروزه تأم 

خصوص مسئله به ینا. کندیم یلها تحمرا بر دولت یگزاف يها

هر . دارد یشتريب یتخشک اهمیمهخشک و ن يدر کشورها

وابسته به آب جان  يهایماريعلت بهکودك ب یک یهثانهشت

 ,World Health Organization)دهدیخود را از دست م

 يهایماريحال توسعه از بدر ياز مردم کشورها یمین .  (2002

در  یعفون يهایماريبرند و هشتاد درصد بیوابسته به آب رنج م

 Parry) است یدنیآشام يهاآب یاز آلودگ یکشورها ناش ینا

 & Mortimer, 1984). ها که یکروارگانیسممهم م يهاجنس

شوند شامل یم لودهاز آب آ یناش یعفون يهایماريسبب ب

 یم E. coli و  .Salmonella sp. ،Shigella spي هاگونه

ها از زا و سپس حذف آنیماريب يهايباکتر ییلذا شناسا. باشند

ورود   (Taylor & Haris, 1965).است آب ضروري

- و پساب یورمراکز دام و ط يهافاضلاب ی،خانگ يهافاضلاب

ینی زم یرز هايآب یه آلودگب یستز یطبه مح يکشاورز يها

تنها نه (Fujioka & Yoneyama, 2001). د شویم منجر

و  یکمثل آرسن یبلکه عناصر سم یکروبیم يهایآلودگ

-یکه استخراج انجام م یمثل متان در مناطق يایندهآلا يگازها

 Megan et)د شونیم یرزمینیز يهاآب یشود موجب آلودگ

al., 2007; Obsorna et al., 2011).  

اعلام کرد عنصر  1998در سال (EPA)  آژانس حفاظتی اروپا

هاي زیرزمینی، بررسی وجود یا منابع آبمطالعۀ کلیدي در 

-اساس اندازهاینمدفوعی است که بر هايوجود آلودگیعدم

،  E. coliیعنی گیري یکی از سه شاخص مدفوعی

Enterococci  یاColi phage  قوانین مطابق. گیردباید انجام ،

لیتر از هر منبع میلی 100 مقدار حداقل زمینیهاي زیرآب براي

در . بررسی گردد گفته بایدپیشآب براي یکی از سه شاخص 

محتمل ترین هاي استاندارد شامل دو روش آزموناین رابطه، 

و فیلتراسیون  (Most Probably Number= MPN)تعداد 

در این مطالعه،  .است  Filtration=MF) (Membrane غشایی

آب . شهر بجنورد تحت مطالعۀ میکروبی قرار گرفتآب شرب 

در سطح موجود حلقه چاه  17شهر بجنورد از طریق آشامیدنی 

آب شرب شهر در تمام  ۀکلی. شودشهر و خارج از شهر تأمین می

بررسی میکروبی این منابع  .شودها تأمین میطول سال از این چاه

هاي فیزیکوشیمیایی و حاظ ویژگیلبه نظر سلامت آباز

  .الزامی است میکروبی

  هاروشمواد و 

گیري از شش ایستگاه شامل سه ایستگاه در خارج از شهر و نمونه

هاي تحلیل. انجام گرفتسه ایستگاه در سطح شهر 

،  pHگیري مقدار اکسیژن محلول،فیزیکوشیمیایی شامل اندازه

کالیبره در محل نمونهکدورت و دما توسط دستگاه هاي پرتابل 

دقت و هاي آب، براي مطالعۀ میکروبی نمونه. برداري انجام شد

ز اهمیت بالایی برخوردار است تا ها اسرعت در انتقال نمونه

 ، بنابراین،هاي آب رخ دهدکمترین تغییر در تراکم باکتري

 ,Eaton)فت انجام گراستاندارد  از آب مطابق MPN آزمایش

احتمالی، تأییدي و تکمیلی  هايآزمون سپس مراحل. (1995

باکتري از  تعداد ،هاي مثبتتوجه به لولهبا .انجام شدمیکروبی 

د وشمی محاسبهاز آب لیتر میلی 100 درMPN  جدول

(Halvorson & Ziegler, 1933) . براي انجام آزمون

استفاده  امیلی لیتر از نمونه آب ب 100، (MF)فیلتراسیون غشایی 

و  mm  47هاي غشایی نیتروسلولزي با قطرلأ از فیلترپمپ خ از

سپس فیلتر . عبور داده شد µm 45/0 ةداراي منافذي با انداز

روي محیط کشت انتخابی قرار گرفت تا شمارش مستقیم 

فیلترها به  ها،به منظور رشد باکتري. نظر انجام گیردباکتري مورد

 Richard)دشهاي کشت انتخابی و اختصاصی انتقال دادهمحیط

et al., 2005; U.S. & Environmental Protection 
Agency.1985-2002) .  

 E.coliهاي احتمالی و تأئیدي آزمون

 ۀدر مرحل MPNروش  از E. coli و شناسایی جداسازيبراي 

از . شد استفادهسولفات براث لوریل از محیط کشت ،احتمالی

و  Total coliformگراد به منظور رشد سانتی ۀدرج 35دماي 

هاي  Fecal coliform گراد به منظور رشدسانتی ۀدرج 5/44

 ،تأییدي ۀدر مرحل. شدساعت استفاده  48تا  24به مدت ترموفیل 

احتمالی به محیط کشت برلیانت بایل  ۀهاي مثبت مرحلاز نمونه

گراد سانتی ۀدرج 35گرین لاکتوز براث تلقیح شد و در دماي 

تکمیلی  ۀدر مرحل. گردیدعت گرماگذاري سا 48تا  24به مدت 
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 Escherichia از محیط کشت E.coliبه منظور تأیید باکتري 

coli Direct Agar (ECD Agar)  ذاري گگرما. شداستفاده

. گراد انجام گردیدسانتی ۀدرج 5/44این محیط ها در دماي 

 ۀدرج 5/44در دماي ساعت  24محیط هاي کشت به مدت 

ها گذاري تعداد کلنیبعد از گرما. ذاري شدگراد گرماگسانتی

لیتر از نمونه آب  میلی 100شمارش و تعداد باکتري در حجم 

   :زیر محاسبه گردیدۀ طبق معادل

100ml×100 / 100 تعداد کلنی هاي شمارش شده ml= CFU/  

  

 E. faecalisهاي احتمالی و تأئیدي آزمون

بدین   MPNبه روش E. faecalis و شناسایی جداسازي

 مختلفهاي رقتاز احتمالی  ۀدر مرحل صورت انجام شد که

این محیط کشت در . تلقیح شدSF broth محیط کشت  ، بهآب

 ساعت گرماگذاري 48تا  24گراد به مدت سانتی ۀدرج 45دماي 

 ۀهاي مثبت مرحلسپس درمراحل تأییدي و تکمیلی از لوله. شد

 Bile Esculin Azidهاي کشت تأییدي احتمالی به محیط

Agar  و Bile Esculin Agar ها به این محیط .انتقال یافت

گراد گرماگذاري شد سانتی ۀدرج 35ساعت در دماي  24مدت 

 .بررسی قرار گرفت تحتها کلنیسپس و 

فیلتر غشایی بدین به روش  E. faecalisجداسازي باکتري 

نه حجم هاي مناسب نمو بعد از فیلتراسیونصورت انجام شد که 

 m-Enterococcus agar، فیلترها روي محیط کشت هاي آب

گراد انجام سانتی ۀدرج 35گذاشته شد و گرما گذاري در دماي 

-دستههاي باز کلنی هاي مورد نظرباکتري منظور تأییدبه. شد

و  Bile Esculin Azid Agar کشت هاي آمده روي محیط

Bile Esculin Agar این . به صورت خطی کشت داده شد

گراد سانتی ۀدرج 35ساعت در  24ها به مدت محیط

 E. coliهاي تأییدي باکتري آزموننهایت، در .گرماگذاري شد

هاي افترافی جهت شناسایی و آزمون .انجام شد E. faecalisو 

کاتالاز، تحمل  شامل E. faecalisو  E. coli هايجدایه تأیید

 60و  45، 10نمک، رشد در محیط قلیایی و تحمل دماهاي 

  E. faecalis متیلن بلو براي  %/.1گراد و رشد در سانتی ۀدرج

 KOHکاتالاز، اکسیداز، تخمیر گلوکز، و آزمون هاي

،IMViC   وTSI  براي باکتريE. coli فتانجام گر.  

  ایجنت

انجام  MPNنظر با روش هاي موردباکتريتعداد کل شمارش 

بیشترین تعداد . ستارائه شده ا 1 لوجد شد و نتایج آن در

و  شش ةدر ایستگاه شمار MPNهاي شاخص با روش باکتري

% 95ها با داده. پس از آن ایستگاه شمارة پنج نشان داده شد

با استفاده از روش فیلتر غشایی، . اطمینان محاسبه و تحلیل گردید

  .بیشترین آلودگی در ایستگاه شماره شش مشاهده شد

یزان فاکتورهاي فیزیکوشیمیایی و م هاایستگاه ۀمشخصات کلی

شهرستان نزد شرکت آب و فاضلاب و  شده استگیرياندازه

ها کلنینوع  ي مربوط به تشخیصتأییدهاي آزمون .بجنورد است

  .آزمون هاي افتراقی انجام شداستفاده از با نیز 

  

 بحث

  

و  MFهاي میکروبی آب از دو روش بررسی این مطالعه براي در

MPN روش  شده و استاندارد،مطابق مطالعات انجام. داستفاده ش

MF تر از مناسبMPN ها بررسیهمچنین . شده است ارزیابی

تراکم  MPNاز روش استفاده که  داده استنشان 

مطابق  .دهدرا بیش از حد واقعی ارائه میها میکروارگانیسم

ي مربوط به آزمون هاافزایش تعداد لولههاي انجام شده بررسی

MPN حال این هربه .فزایدبیبر دقت آزمایش می تواند  یزن

  .دهدارائه می هاباکتري احتمالیمیانگینی از تراکم  ،روش

 نمونههاي مختلفی از حجم و رقت MFآنجا که در روش از

 موجود درهاي ي از باکتريتر، طیف گستردهاستقابل ارزیابی 

پیش از . آب به طور مستقیم قابل جداسازي و شمارش هستند

تخمیر  آزمون ها ازفرم و کلی E. coliاین براي شناسایی 

هاي اما برخی از سویه. شده استاستفاده می C44˚لاکتوز در 

قادر به تخمیر   E. coliهاي بعضی از جدایه فرمی مانند کلی

  .نیستندلاکتوز 

عوامل تحت تخمیر لاکتوز مربوط به بیان ژن علت این امر 

مدت گرماگذاري  ،ن دما، محیط کشتمحیطی همچومختلف 
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 2000در سال  .(Hoadly & Dutka, 1977) است

 اساسرا بر E. coli ،1- 9308 ةشماربه ایزو دستورالعمل 

lactose triphenol tetrazolium chloride trigitol-7  

(LTTC) کرده است شناسایی.  

سایی شناگالاکتوزیداز اساس فعالیت آنزیم بتابر E. coliامروزه 

زیست سازمان حفاظت محیط  (Eaton,1995). گرددمی

را براي  m-TEC Agarتغییر یافته  روش 2002امریکا در سال 

معرفی کرد که در این روش نیز اساس  E. coliشناسایی 

-methyl-umbelliferil-β-4ۀ تجزی، شناسایی

D glucoronid   (MUG)است.  

و  Endo Agar میان دو محیط کشت ۀمقایس مطالعهدر این 

ECD Agar که محیط کشتآنجاییاز .انجام شد 

ECD Agar اختصاصی براي جداسازي باکتري  یمحیطE. 

coli استنادتري نسبت به محیط باشد نتایج قابلمیENDO 

Agar  دهدارائه میکه محیطی انتخابی است.  

  

 .لتر غشاییو روش فی MPNبا روش  E. faecalis و  E. coliنتایج شمارش  -1 جدول

Table 1. Results of E. coli and E. faecalis count by means of MPN and membrane filter methods.  

 
MF (100ml) MPN (100ml) شماره 

 E.faecalis E.coli E.faecalis E.coli ایستگاه

0 0 2 2 1 

0 0 2 ˂2 2 

1 0 2 ˂2 3 

0 1 2 7 4 

0 4 2 9 5 

2 5 2 11 6 

  

 محیط کشت E. coliبراي هاي تأییدي آزمون در

ENDO Agar در واقع . بیشتري داشتکاذب  هاي مثبتجواب

 کلی ي ازهاي دیگرهاي دارایجلاي فلزي شامل باکتريکلنی

هاي جدا شده کلنیتمام و در مقابل  ندترموتولرنت بودهاي فرم

ی شناسای E. coli عنوانتأییدي به هايبا آزمون ECD Agar از

براي   ECD Agarبه نتایج این مطالعه محیط  با توجه .شد

قادر به  SF brothمحیط کشت  .شودتوصیه می E. coli بررسی

گذاري هاي انتروکوك از آب است و گرماجداسازي باکتري

گراد که دماي رشد انتخابی باکتري سانتی ۀدرج 45آن در دماي 

 ،توز در این محیطتریپ ةوجود ماد. شودمی مورد نظراست انجام

. کندمانند انتروکوکوس را آسان می ضروريرشد باکتري 

   نداقادر E. faeciumو  E. faecalisدو جنس شاخص  همچنین

  

هاي کشت فیلتراسیون غشایی در محیط LTTC ةدر حضور ماد

را به فورمازون احیا کنند که در این  این مادهرشد کرده و 

نگ روي محیط کشت ظاهر هاي صورتی تا قرمز رصورت کلنی

  . شودمی

را در محیط  E. faecalisتوان دلیل جداسازي بیشتر باکتري می

 ید،اسدیم آز  ةحضور ماد ،m-Enterococcus agarکشت 

دانست که آن را  Tween 80و  نمک هاي تترازولیوم کلراید

-امروزه علاوه بر روش .کندبراي رشد این باکتري انتخابی می

تر سریعهاي مولکولی بررسی هايتکنیکروبی، میک هاي کشت

ست فراهم آورده اهاي تحت مطالعه از نمونهتري را و دقیق

 (Devriese & Pot, 1995) .ۀ پایی بریهاتکنیک

Polymerase Chain Reaction ها طبقه بندي میکروارگانیسم
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و  سازدممکن میبر اساس شناساگرها و مارکرهاي ژنتیکی را 

آنها قابل شناسایی توالی تعیین  میکروبی با توجه به هايجمعیت

تخمین زده شده است که ها، طبق بررسی. هستنددسته بندي و 

هاي طبیعی جداسازي هاي ساکن محیطاز باکتريدرصد  20تنها 

آنچه مشخص . ),.Muyzer et al 1993( اندو شناسایی شده

شرایط  توانند تمامهاي انتخابی و غنی نمیمحیط کشتاست 

. آزمایشگاهی تأمین کنند موقعیتها را در باکتري هايمورد نیاز

- هاي مولکولی ابزارهاي جدیدي را معرفی میبنابراین تکنیک

هاي هاي ساختار و جمعیتتوان براي تحلیلکند که از آنها می

- که باکترينتیجه گرفت توان چنین می. میکروبی استفاده کرد

تأمین هاي از برخی از ایستگاه E. coli و  E. faecalis هاي 

ها زیاد جدا شد که اگرچه تعداد این باکتريبجنورد شهر آب 

آب و فاضلاب شهر قرار  نتواند مورد توجه مسئولامی ،نبود

هاي سالم سازي بکار گرفته بگیرد و تمهیداتی جهت بهبود روش

  .شود

  تقدیر و تشکر

-آزمایشگاه کارشناساندانند که از نویسندگان بر خود لازم می

هاي تحقیقاتی میکروبیولوژي و میکروبیولوژي صنعتی دانشگاه 

از سازمان آب و فاضلاب شهرستان  .کنندقدردانی  )س(ءالزهرا

- روشن انآقای همچنین از. شودمیتقدیر و تشکر نیز بجنورد 

تقدیر برداري براي نمونهواحدي، امانی و خانم کاشانی  ،روان

هاي میکروبیولوژي این مطالعه در دانشگاه آزمایش .شودمی

 .انجام شده است) س( ءالزهرا
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