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چکيده
با E.coli O157: H7زاي ــاري بيم باکتري ــايي شناس و ها هتروتروف ــي، گوارش و کل هاي کليفرم حذف روند مطالعه اين در ــدف: ه و ــه زمين

گرديد. بررسي اصفهان آب خانه تصفيه واحدهاي و آبگير در Real Time PCR و ايمنولوژيك ميکروبيولوژي، هاي روش

آسمان، چم سد آبگير شامل نقطه ۸ در آلي کربن کل و کدورت ها، هتروتروف شمارش گوارشي، و کل هاي کليفرم تغييرات پروفايل بررسي: روش

نقاط در E.coli O157: H7ــري باكت وجود گرديد. تعيين خانه تصفيه ــي خروج آب در و ــيون فيلتراس زني، ازن ــيني، نش ته خانه، ــه تصفي ورودي

مورد Real time PCR و ايمنولوژيک روش از ــتفاده اس با فيلترها معکوس شوي و ــت شس از حاصل آب و ــيني نش ته حوض لجن گانه، ــت هش

گرفت. قرار بررسي

E.coliباکتري وجود ــده ش ــاندار نش هاي پروب با Real time PCR روش در و ــيون، آگلوتيناس ذرات ــکيل تش با ايمنولوژيک روش در ها: يافته

حذف راندمان بود. E.coli O157: H7 فاقد آب هاي نمونه که حالي در رسيد، اثبات به خانه تصفيه نشيني ته حوضچه لجن نمونه در O157: H7
،۷۸/۸ ،۹۸ فيلتراسيون: ۹۸/۸، ،۵۷ ،۴۵/۸ ،۶۶ زني: ازن ،۵۴/۸ ،۴۹ ترتيب ۵۹/۵، به نشيني، ته واحد ــط توس ها هتروتروف و ــي گوارش کل، کليفرم

باشد. مي درصد ۹۱ ،۱۰۰ ،۹۶ گندزدايي:

اين وجود عدم نمود. اثبات اصفهان آب خانه تصفيه ــيني نش ته هاي حوضچه لجن در را کليفرم زاي بيماري ــويه س وجود مطالعه اين گيري: نتيجه

انتهايي مراحل به رسيدن از قبل باکتري اين حذف به قادر خانه تصفيه واحدهاي در موجود فرايندهاي که است آن از حاکي خروجي آب در سويه

باشند. مي گندزدايي واحد و فيلترها مثل خانه تصفيه

ها هتروتروف شمارش ،E.coli O157: H7، Real time PCR گوارشي، کليفرم کل، کليفرم کليدي: واژگان

پژوهشي علمي فصلنامهي محيط, و سلامت مجله
ايران محيط بهداشت علمي انجمن

۳۴۶ تا ۳۳۵ صفحات ,۱۳۸۹ پاييز سوم, شماره سوم, دوره

۸۹/۰۵/۱۹ ۸۹/۰۸/۱۲دريافت: پذيرش:

اصفهان استان فاضلاب و آب شركت كارشناس ميكروبيولوژي، ارشد كارشناس -۱

اصفهان پزشکي علوم دانشگاه زيست، محيط تحقيقات مركز محيط، بهداشت دکتراي -۲

اصفهان استان فاضلاب و آب شرکت برداري بهره معاون مكانيك، کارشناس -۳

اصفهان پزشكي علوم دانشگاه عفوني، هاي بيماري تحقيقات مركز مسئول آزمايشگاهي، علوم دکتراي -۴

شمال تهران واحد اسلامي آزاد دانشگاه پايه، علوم دانشكده استاديار ميكروبيولوژي، دکتراي -۵

تهران تحقيقات علوم واحد اسلامي آزاد دانشگاه پايه، علوم دانشكده استاد ميكروبيولوژي، دکتراي -۶

اصفهان پزشکي علوم دانشگاه بهداشت، دانشکده دانشيار تغذيه، علوم دکتراي -۷
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۳۳۶

مقدمه

ميکروبيولوژي، ديدگاه از آشاميدني آب تصفيه اوليه اهداف

شده تصفيه آب در زا بيماري باكتري نوع هر وجود عدم تضمين

ميدهد نشان تاريخ است. آب توزيع طي رشد كردن محدود و

داشته وجود آب کيفيت و بيماري افزايش بين اي رابطه ابتدا از که

يك ،(WHO) بهداشت جهاني سازمان هاي گزارش طبق است.

آلوده آشاميدني آب از ناشي بيماريهاي از دنيا جمعيت ــوم س

هاي عفونت خاطر به نفر ميليون ۱۳ حدود سال هر برند. مي رنج

اين ميليون ۲ از بيش که روند مي بين از ــوده آل آب از ــل حاص

هاي باکتري ۱۹۹۶ سال در Grabow.(۱)ــتند هس كودك تعداد

معرفي آشاميدني آب کيفيت ــاخص ش عنوان به را هتروتروف

استاندارد يا کل پليت شمارش را ها ارگانيسم اين ــمارش ش و

(HPC) Heterotrophic Plate Count كه ناميد هتروتروف

(CFU) Colony Forming Unit ۵۰۰ تا از۱۰۰ آشاميدني آب در

در E.coli که اين به توجه با شود(۱۴). مي تعيين ليتر ميلي در

انتقال قابل پاتوژن ترين ــاوم مق حدودي تا و بوده ــراوان ف آب

به ــاخص ش ــم ارگانيس عنوان به آن از لذا ــت اس آب طريق از

و شود مي استفاده انسان دفعي زايدات وجود دادن نشان منظور

آلودگي و ناکافي تصفيه دهنده نشان شود يافت آن در چنانچه

باشد(۱۷). مي تصفيه از پس

هدف يك عنوان به آب هاي خانه تصفيه ــازي س بهينه امروزه

و آب تصفيه واحدهاي مطلوب عملكرد كنترل منظور ــه ب كلي

محسوب آب از انتقال قابل هاي بيماري ــيوع ش از ــگيري پيش

آلودگي آب، از ــي ناش هاي بيماري از ــواردي م در ــود. ش مي

گزارش E.coli O157: H7 ــه ب آب ــي عموم ــاي ه ــتم سيس

پاتوژن عامل ترين مهم E.coli O157: H7 ــت(۶). اس ــده ش

گذشته سال ۲۰ در دنيا سطح در غذايي مواد و آب هاي بيماري

در کل کليفرم ــريع س ــف کش مورد در تحقيقات و ــت اس بوده

در ــود(۱۸). ش مي متمرکز E.coli O157: H7 بر عمدتا ــا دني

از Escherichia .coli O157: H7ــاي ه عفونت ــيوع ش ابتدا

گزارش ۱۹۸۹ در امريكا متحده ايالات در آشاميدني آب طريق

موجود ــاني انس هاي پاتوژن ــن تري مهم از ــري باكت اين ــد. ش

در ها بيماري از ــيعي وس طيف باعث و ــت اس آب و ــذا غ در

سال در بهداشت جهاني ــازمان س نگراني ــود(۸). ش مي انسان

آن دليل به E.coli O157: H7 ــيوع ش ــراي ب ويژه ــه ب ۱۹۹۷

در کودکان ــن بي مير و مرگ علت يک ــي خون ــهال اس که بود

شمار به جنوبي افريقاي جمله از ــعه توس حال در ــورهاي کش

آب منابع در E.coli O157: H7ــر اخي ظهور ــت(۱۲). رف مي

نفر، ۲۳۰۰ آلودگي باعث کانادا، اونتاريو والكرتن در آشاميدني

براي آب منابع كنترل بنابراين ــت(۱۱). اس ــده ش نفر ۷ مرگ و

ــت بهداش از حمايت براي ميکروبي هاي پاتوژن ــه ب بردن پي

خصوص به آبرساني تاسيسات به توجه است. ضروري عمومي

با مرتبط و ــب مناس فرايندهاي انتخاب آب، هاي ــه خان تصفيه

داراي مقدماتي ي تصفيه واحدهاي و خام، آب کيفيت آب، نوع

مثل اي روده زاي بيماري هاي ميکروب ــت. اس زيادي اهميت

در پايين ــيار بس هاي غلظت در ــولا معم E.coli O157: H7

ــاميدني آش آب در آنها وجود و دارند، وجود محيطي هاي آب

تلقي آب کيفيت افت ــراي ب تهديد يک عنوان به حداقل ــد باي

از سلول ۱۰ از تر كم خوردن که است اخطار يک اين و ــود ش

اکثر شود(۱۵). عفونت به منجر تواند مي E.coli O157: H7

و آب مصرف نتيجه در E.coli O157: H7انساني عفونتهاي

غذايآلودهايجادميشود.آبممکناستمنبعمهميبرايآلودگي

ايجاد عفونت معني به (ETEC) Enterotoxigenic عفونت و

(EHEC) Enterohemorrhagicو ها ــين انتروتوکس از شده

از حاصل انتروهموراژيک از ــده ش ــاد ايج عفونت ــوم مفه به

قوي سم يک E.coli O157: H7.ــد باش E.coli O157: H7

(STEC)Shiga-like Toxigenic E.coli توکسين شيگا شبيه

هاي ــلول س (stx۲ ،stx۱) ها ــين توكس اين كه كند مي ــد تولي

آسيب خوني قرمز هاي ــلول س به و برده بين از را روده مخاط

هاي سلول تخريب دهنده، خونريزي كوليت باعث و ــانده رس

شدن فلج به منجر نهايتا و مغز در خون هاي لخته ايجاد و کليه

ميشود(۱۳).

و نانوذرات پيشرفته بيوزيستي هاي تکنيک اخير هاي ــال س در

تشخيص براي Real time PCR زيستي حساس هاي سيستم
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۳۳۷

پيشرفت با است. ــده ش فراهم زا بيماري هاي ــم ميکروارگانيس

جدا باکتريهاي در ــا ه ژن که دارد وجود امکان ــن اي ،PCR

شوند(۶). شناسايي شده

عمل ــرفت پيش دادن ــان نش براي اغلب کدورت گيري ــدازه ان

فرايند از که هايي ــتم سيس در رود. مي کار ــه ب آب ــه تصفي در

که گردد حاصل اطمينان بايد ــود ش مي ــتفاده اس سازي صاف

در (Nephelometric Turbidity Unit) NTU از۱ کدورت

رود. نمي فراتر روزانه هاي نمونه از ٪۹۰ حداقل

آشاميدني آب ــتاندارد اس ايران، زيست محيط حفظ ــازمان س

صفر برابر را ــي) (مدفوع ــي گوارش و کل هاي ــرم کليف ــراي ب

ــت(۳). اس ــرده ک ــن تعيي NTU ۱ را ــدورت ک ــر حداکث و

(TOC)Total Organic Carbonآلي كربن كل مقدار گيري اندازه

دارد. اساسي اهميت آب هاي خانه تصفيه کارايي تعيين در

کربن يعني نياز مورد مغذي مواد تواند مي زياد آلي مواد وجود

بيهوازي شرايط نتيجه در و کند فراهم ها باکتري رشد براي را

ها لوله در بيولوژيکي مجدد ــد رش به بخشيدن ــرعت س باعث

دهنده ــان نش آب در تر کم آلي مواد وجود بنابراين ــود. ش مي

تر کم بايد شده فيلتر آب TOCمقدار ــت. اس آب بهتر کيفيت

باشد(۱۰). ۲ mg/L از

کل هاي کليفرم حذف روند بررسي مطالعه اين انجام از هدف

ميکروبيولوژي روش به ها هتروتروف ــمارش ش و گوارشي و

استفاده با E.coli O157: H7 زاي بيماري باکتري شناسايي و

و آبگير در Real Time PCR و ــك ايمنولوژي هاي، روش از

باشد. مي اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي

ها روش و مواد

ماه ۹ مدت به و بوده تحليلي توصيفي ــوع ن از تحقيق ــن اي

ــش پوش تحت جمعيت با اصفهان آب خانه تصفيه و آبگير در

متر ــادل ۱۲/۵ مع آب تصفيه دبي ــا ب و نفر ــون ميلي ۴ ــدود ح

نقطه ۸ در برداري نمونه هاي محل ــد. ش انجام ثانيه بر مکعب

شده مشخص ۱ شکل در خانه تصفيه ــماتيک ش طرح روي بر

است.

ميکروبيولوژي روش

هاي باکتري شمارش و ــي گوارش کل، کليفرم هاي نمونه آناليز

براي ــتاندارد اس ــاي ه روش ــاب کت ــاس اس بر ــروف هتروت

روش در ــت(۲). اس گرفته انجام فاضلاب و آب هاي آزمايش

Lactose شامل استفاده مورد کشت هاي محيط ميکروبيولوژي

احتمالي مراحل در كل كليفرم براي Brilliant green و Broth

براي R2 Agar و گوارشي، كليفرم براي Ec Broth تاييدي، و

کشت هاي محيط کليه است. هتروتروف هاي باکتري شمارش

گرفت. قرار استفاده مورد و شده تهيه آلمان مرک شرکت از

ــت كيفي ــي ارزياب ــراي ب (HPC) ــروف هتروت ــاي ه باكتري

آب تصفيه فرايندهاي ــرل كنت و ــاميدني آش آب ميکروبيولوژي

كلونيها ــف مختل هاي ــس جن آن، طي ــه ک رود مي کار ــه ب

اهميت حايز بالا به ۵۰۰ از کلني تعداد و ــود ش مي ــمارش ش

(MPN) Most حسب بر گوارشي و كل هاي كليفرم ــت. اس

به مربوط ــدد ع ــوند. ش مي ــزارش گ Probable Number

تعدادي بيشترين از است عبارت (MPN) تعداد ترين محتمل

در معمولا و باشد داشته وجود کليفرم نظر از ــت اس ممکن که

شود. مي تعيين آب ليتر ميلي ۱۰۰

ايمنولوژيک روش

ــري باکت ــخيص تش ــه مطالع ــن اي ــداف اه از ــي يک

برداري نمونه هاي محل و اصفهان، آب خانه تصفيه شماتيک طرح شکل۱:

Raw) خانه تصفيه ورودي -۲ ،(Intake)آبگير -۱ مطالعه: دراين

فيلتر۲ -۵،(Clarifier)نشيني ته -۴ ،(Ozonation)زني ازن -۳ ،(Water
خروجي -۸ ،(Filter-4) فيلتر۴ -۷ ،(Filter-3) فيلتر۳ -۶ ،(Filter-2)

(Treated Water) خانه تصفيه

۸

۱
۲

۳ ۴

۵

۶

۷

٢
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۳۳۸

برنقاطهشت- دراينمرحلهعلاوه E.coliO157:H7ميباشد.

حوضچه از شده دفع هاي لجن نيز و رودخانه خام آب از گانه

فيلترهاي معکوس شوي و شست از حاصل آب و نشيني ته هاي

حذف هاي ميکروارگانيسم تا گرديد برداري نمونه خانه تصفيه

تعيين از پس گيرد. قرار ــز آنالي مورد نيز ها محل اين در ــده ش

محيط در مثبت ي ــا ه لوله اي، لوله چند تخمير با ــا ه كليفرم

سپس و (EMB) Eosin Methylene Blue کانگي، مک کشت

مشاهده کلني رشد و شده داده کشت آگار کانگي مک سوربيتول

در افتراقي ي ها تست ها ــه آنتروباکترياس تشخيص براي ــد. ش

و سيترات ،(TSI) Triple sugar iron agar ــت کش محيط ۳

. ــد ش م نجا ا (S I M ) S u l f i d e - i n d o l e - m o t i l i t y

E.coli ــري باکت گونه ــا صده از ــي يک E.coli O157: H7

هاي ــط محي روي ــر ب و ــرده ک تخمير را ــوز لاکت ــه ک ــت اس

بر اما ــت نيس تمايز قابل ديگر هاي E.coli از ــوز لاکت ــاوي ح

هاي ــوش س اکثر ها، E.coli ــاير س درصد ۸۰ حدود ــلاف خ

تشخيص براي کند. نمي تخمير را ــوربيتول س E.coli O157

کشت محيط روي بر مشكوك هاي كلني E.coli O157: H7

تا ۱۸ مدت به ۳۵ °C ــاي دم در آگار کانگي ــک م ــوربيتول س

محيط اين در E.coli O157: H7 شد. داده کشت ــاعت س ۲۴

کند تخميرکننده ــون چ دهد مي ــکيل تش رنگي بي هاي کلني

با E.coli O157: H7 از ــه، مطالع اين در ــت. اس ــوربيتول س

کار به مثبت ــرل کنت نمونه عنوان ــه ب NCTC-۱۲۹۰۰ــماره ش

هاي كلني باكتري، اين سرم آنتي هاي كيت از استفاده با رفت.

گرديد. بررسي آگلوتيناسيون ايجاد نظر از يافته رشد رنگ بي

Real time PCR روش

نهايي تاييد جهت ــوربيتول، س كننده تخمير غير هاي ــي كلن از

از ــتفاده اس ــا ب Real time PCR ــت تس E.coli O157: H7

و O157 هاي ژن آنتي كننده كد هاي ژن اختصاصي پرايمرهاي

مورد Taqman هاي (جدول۱).پروب گرديد انجام H7 (eae)

محتوي که ــتند هس اليگونوکليوتيدهايي روش اين در ــتفاده اس

(quencher) خاموش نشانگر يک و در۵َ ــنس فلورس ماده يک

هستند(۱۸) انتهاي۳َ در

DNA استخراج

ــتخراج اس بافر ــده، ش ــانتريفوژ س نمونه از ميکروليتر ۲۰۰ به

به و کرده ــه اضاف ٪۱۰ SDSو K ــاز پروتيين ــم آنزي ،DNA

سپس ــد. ش داده قرار درجه ۶۰ ماري بن در ــاعت س ۲ مدت

زير ترتيب ــه ب ــتخراج اس كلروفرم ـ فنل روش از ــتفاده اس با

گرفت: صورت

اضافه آن به کلروفرم ميكروليتر ۱۵۰ و ــل فن ميکروليتر ۱۵۰ -

دور با ــانتريفوژ س عمل با و ــرده ك مخلوط ــيكر ش با و ــرده ک

ايجاد فاز دو مرحله ۲ طي در ــه دقيق ۵ مدت ــه ب rpm ۱۳۰۰۰

فاز و ــت اس كلروفرم فاز زيرين، فاز دوم مرحله در ــود. ش مي

است. DNA حاوي رويي

حجم ٪۷۰ ميزان به و كرده جدا را DNA ــاوي ح رويي فاز -

حجم برابر ۲ ميزان ــه ب يا ٪۱۰۰ ايزوپروپانول رويي فاز ــع ماي

دقيقه ۱۰ مدت به و شود مي اضافه ٪۱۰۰ اتانول رويي فاز مايع

جدا رويي فاز سپس و نموده ــانتريفوژ س ۱۳۰۰۰ rpm دور با

شود. مي

حاصل هاي نمک تا کرده اضافه ٪۷۰ اتانول حاصل رسوب به -

با و شود تر خالص DNA و شود حذف استخراج بافرهاي از

رسوب و كرده ــانتريفوژ س دقيقه ۵ مدت به ۱۳۰۰۰ rpm دور

DNA تا داده قرار محيط شرايط در دقيقه ۲۰ مدت به را حاصل

شود. مي اضافه آن به مقطر آب ميکروليتر ۵۰ نهايتا و شود خشك

مطالعه اين در استفاده مورد پرايمرهاي جدول۱:

Primer sequence 5-3Oligomer������

CAATTTTTCAGGGAATAACATTGCFEO157 eaeA
AAAGTTCAGATCTTGATGACATTGREO157 eaeA

FAM-TCAAGAGTTGCCCATCCTGCAGCAA-BHQ1Probe
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۳۳۹

PCR لازم ــواد م ها تيوپ اين ــه ب PCR فرايند ــام انج ــراي ب

آنزيم ،dNTPs ــروب، پ اختصاصي، ــر پرايم ،MgCl٢ ــامل ش

اختلاط از ــس پ و ــد گردي ــه اضاف ــر باف و Taqpolymerase

شد. داده قرار Real-time PCR دستگاه در ها تيوپ محتويات،

دقيقه ۴ مدت به درجه ۹۵ هاي سيکل طيف PCR انجام براي

۱ مدت به درجه ۶۰ و ثانيه ۱۵ مدت به درجه ۹۴ سيکل ۴۰ و

Real time PCR دستگاه از مطالعه اين در شد. قرارداده دقيقه

گرديد. استفاده (۶۶۰۰ مدل Corbett Research)

TOC و کدورت

TOC و کدورت نظر از شده ــت برداش هاي نمونه نوبت ۶ در

براي مطالعه ــن اي در ــت. اس گرفته ــرار ق آزمايش ــورد م ــز ني

HACH-مدل سنج کدورت ــتگاه دس از کدورت گيري اندازه

متر TOC ــتگاه دس از آلي کربن کل ــنجش س براي و ،۲۱۰۰N

گرديد. استفاده (ژاپن) SHIMADZU TOC- VCSH مدل

ها يافته

ميکروبيولوژي روش

براي آمده ــت دس به هاي يافته تحقيق، اهداف به توجه ــا ب

و (TC: Total Coliforms) کل ــاي ه ــرم کليف ــايي شناس

۱۰۰ در MPNحسب بر (FC: Feacal Coliforms)ــي گوارش

ليتر ميلي در CFU برحسب (HPC) ها هتروتروف و ليتر، ميلي

ارايه (۴-۲) هاي شکل در شده برداري نمونه هشتگانه نقاط در

است. شده

از اصفهان آب خانه تصفيه مختلف ــاي واحده کارايي پروفيل

در TOC و کدورت ،HPC و گوارشي کل، کليفرم حذف نظر

است. شده آورده (۲) جدول

در TOC و ــدورت ک ــرات تغيي روند به ــوط مرب هاي ــه يافت

ــان نش ــکل۵ ش در اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي

است. شده داده

۸۷ زمستان درفصل اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي در (HPC) هتروترفها (FC)و گوارشي و (TC)کل هاي کليفرم شمارش شکل۲:
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۳۴۰
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۸۸ بهار فصل در اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي در (HPC) هتروترفها و (FC)گوارشي و (TC) کل هاي کليفرم شمارش شکل۳:
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۸۸ تابستان فصل در اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي (HPC)در هتروترفها (FC)و گوارشي و (TC)کل هاي کليفرم شمارش شکل۴:
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۳۴۱

ايمنولوژيک روش

از حاصل مثبت نمونه و منفي كنترل و مثبت كنترل ۶ شكل در

شود. مي مشاهده لجن

Real time PCR روش

است. شده ارايه Real time PCR از حاصل نمودار ۷ شكل در

،(CT) Comparative Threshold ــه پاي خط ــكل ش اين در

دهد. ــي م ــان نش را منفي و مثبت ــاي ه نمونه ــن بي ــاوت تف

فلورسنت عمودي محور در و ها سيکل تعداد افقي محور در

دهد مي نشان CT پايه خط ــت. اس شده مشخص شده ــاطع س

هاي حوضچه از ــده ش دفع هاي لجن به مربوط هاي نمونه که

داده مثبت ــواب ج ۴۰ ــيکل س زير آب خانه تصفيه ــيني نش ته

است.

گيري نتيجه و بحث

کل هاي کليفرم حذف در اصفهان آب خانه تصفيه ــي کاراي

و فصلي شرايط به بسته ها هتروتروف چنين هم و ــي گوارش و

(HPC) ها هتروتروف و (FC)گوارشي ،(TC)کل کليفرم حذف نظر از اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي کارايي پروفيل جدول۲:

درصد حسب (TOC)بر آلي كربن كل (Turbidity)و کدورت
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اصفهان آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي در TOC و کدورت تغييرات پروفيل شكل۵:
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۳۴۲

متفاوت هاي ۲-۴ شکل هاي يافته اساس بر تصفيه، هاي فرايند

تابستان فصل به مربوط شکل ۴، در که گونه همان ــت. اس بوده

ــاهده مش خروجي، آب کيفيت براي ــرايط ش بدترين عنوان به

آب در حتي و فيلترها از خروجي آب در HPC مقدار شود مي

بوده ليتر ميلي هر در کلني ۳ ۱تا حد در خانه تصفيه از خروجي

خروجي آب در ــرايط، ش بهترين عنوان به ــتان زمس فصل ودر

بودن تر بيش ميزان علل است. ــيده رس صفر به خانه تصفيه از

ناشي آبگير، به نسبت ورودي آب در تابستان در ها هتروتروف

از کيلومتر ۸ طول به خام آب انتقال ثقلي تونل لايروبي عدم از

تابستان فصل در رودخانه کم دبي خانه، تصفيه ورودي تا آبگير

ها کليفرم تکثير و ــد رش براي کافي دماي و فرصت ــود وج و

باشد. مي

كشور در تصفيه مراحل سنجش براي Siebel ۲۰۰۸ ــال س در

ليتر ميلي هر در را هتروتروف هاي باكتري قانوني حد سوييس

۲ تا ۱ و ــوده، نم تعيين كلني ۳۰۰ ــا ت ۲۰ تصفيه، از ــد بع آب

گزارش زا عفونت احتمالي فاكتورهاي داراي را آنها از ــد درص

يک بررسي در Lechevallier ۲۰۰۴ سال در است(۱۶). كرده

را ذرات حذف كارايي امريكا متحده ايالات در آب خانه تصفيه

تغييرپذيري به و نموده، بندي درجه خانه تصفيه ي واحدها در

دست ها كليفرم نظير ها ــم ارگانيس حذف كارايي ملاحظه قابل

تحقيق يك در Nola ۲۰۰۲ ــال س در ــت(۱۰). اس كرده ــدا پي

ميانگين ــت غلظ مركزي افريقاي در ــاه چ و ــمه چش روي ــر ب

آب ليتر ميلي هر در CFU ۱۰ تا ۱ از را مدفوعي ــاي ه كليفرم

است(۱۳). دانسته متغير

واحد کارايي ،(۲) جدول در ــده ش ارايه هاي يافته ــاس اس بر

حذف براي سازي) لخته و انعقاد واحدهاي (شامل ــيني نش ته

،۴۹ برابر ۵۹/۵، ترتيب به HPC و ــي گوارش کل، هاي کليفرم

ها خانه تصفيه عملكرد گزارش در ــد. باش مي درصد و ۵۴/۸

و انعقاد ــي ميکروب ميانگين ــذف ح مختلف، ــورهاي كش در

درصد ۷۴ تا ۲۷ و ها باكتري براي درصد ۸۷ تا ۳۲ سازي لخته

راندمان بنابراين، ــود(۱۰). ش مي بندي درجه ها ويروس براي

انعقاد (شامل نشيني ته واحد توسط HPC و ها کليفرم حذف

ــط توس ــنهادي پيش محدود در مطالعه اين در ــازي) س لخته و

ــد. رس مي نظر به منطقي و گيرد مي قرار ديگر ــورهاي کش

در ازن از ــه خان تصفيه ــک ي فاز در ــه ک که اين به ــه توج ــا ب

حذف در را آن ــر تاثي توان مي ــود، ش مي ــتفاده اس مرحله دو

قسمت در نمود. مشاهده HPCو ــي گوارش و کل هاي کليفرم

نتايج شد، برداري نمونه خانه تصفيه فاز دو از که ــيون فيلتراس

ــي گوارش و کل هاي کليفرم حذف راندمان که دهد مي ــان نش

هاي ۲-۴). شكل ــد( رس مي درصد ۱۰۰ تا ــده ش فيلتر آب در

شده، بندي زمان برنامه طبق ۲ شماره فيلتر وشوي شست عدم

فيلتر اين از خروجي آب در ميکروبي آلودگي بالارفتن موجب

است(شكل۴). شده

مواد صحيح و سريع اختلاط شده، استفاده ــيميايي ش مواد دوز

انعقاد، واحدهاي عملکرد بر تواند مي حرارت درجه و آب ــا ب

حذف درصد بالاترين ــد. باش موثر ــيني نش ته و ــازي س لخته

بوده سازي لخته و انعقاد فرايند وسيله به نيز TOC و کدورت

.(۲ است(جدول

کدورت کننده ايجاد مواد از معدني مواد و باکتري رس، ــاک خ

کنترل براي ــول معم طور به انعقاد عمل و ــند باش ــي م آب در

اين که گيرد قرارمي ــتفاده اس مورد ــطحي س هاي آب کدورت

تواند مي زمان هم و ــود ش نمي محدود ذرات حذف به فرايند

پروفيل ۵ ــكل ش در کند. حذف را آب ــي آل کربن از ــي بخش

نشيني ته هاي حوضچه لجن نمونه سروآگلوتيناسيون آزمايش شکل۶:

اصفهان آب خانه تصفيه

Control Latex

O157 antigen H7 antigen
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۳۴۳

خانه تصفيه مختلف واحدهاي در TOC و ــدورت ک تغييرات

از محلول آلي کربن ميزان است. ــده ش داده ــان نش اصفهان آب

ــيده رس ليتر در گرم ميلي ۱ از تر کم به ليتر در گرم ــي ميل ۲/۵

خانه  تصفيه از خروجي آب براي مطلوب TOC مقدار ــت. اس

خام آب کدورت چنين هم ــد(۹). باش مي ليتر در گرم ميلي ۲

ــده ش تصفيه آب در که ــت اس بوده ۵ NTU از ــش بي ورودي

مورد در و نامطلوب) شرايط (در ۲ NTU از تر کم به خروجي

به .(۵ (شکل است ــيده رس ۱ NTU حدود به ۲ ــماره ش فيلتر

شامل شناور معلق مواد و ذرات فيلتراسيون واحد در کلي طور

و شده حذف کند مي فرار زني لخته از که ها ــم ميکروارگانيس

ــد. رس مي NTU واحد ۱ از تر کم به واحد ــن اي در ــدورت ک

درصد ۹۵ در ۰/۳ NTU از تر کم بايد ــده ش فيلتر آب کدورت

نبايد و ــد باش ماه يک طول در گرفته انجام هاي گيري اندازه از

باشد(۹). تر بيش ۱ NTU از هرگز

ايمنولوژيك روش

باکتري ــخيص تش مطالعه اين در ــر نظ مورد ــداف اه از ــي يک

(۶) ــکل ش در که گونه همان ــد. باش مي E.coli O157: H7

كشت محيط روي منفي سوربيتول هاي کلني شود، مي مشاهده

هاي نمونه از که ــتند هس رنگ بي آگار كانگي مك ــوربيتول س

نشيني ته هاي حوضچه لجن هاي نمونه در فقط شده، داده کشت

آنتي با آگلوتيناسيون ذرات تشکيل شد. ديده رنگ بي کلنيهاي

هاي لجن به مربوط نمونه در ،E.coli O157: H7باكتري سرم

بقيه در ولي ــد ش ديده ــيني نش ته هاي حوضچه در ــده ش دفع

در ۲۰۰۱ سال در Muller ــد. نش ديده آگلوتيناسيون ها نمونه

از نمونه ۲۰۴ ،E.coli نظر از جنوبي افريقاي آب منابع بررسي

سوربيتول در را مشكوك هاي كلني و كرد آزمايش را محل ۱۵

اين ــرم آنتيس با انعقاد نظر از و داد ــت كش آگار كانگي ــك م

كرد(۱۲). آزمايش باكتري

Real time PCR روش

ــخيص تش براي مفيدي ــي ملکول ــزار اب DNA ــاي ه پروب

که هستند اطراف محيط و آب در خاص هاي ــم ميکروارگانيس

نوکليوتيدهاي وسيله به ها پروب Real time PCR روش در

٢

٣

�
�١

Comparative) پايه خط يا اي مقايسه آستانه خط -۱ شامل: اصفهان، آب خانه تصفيه مختلف واحدهاي در Real time PCR از آمده دست به نتايج شکل۷:

-۵ دو شماره نشيني ته حوض لجن مثبت نمونه -۴ يک شماره نشيني ته حوض لجن مثبت نمونه -۳ PCR مثبت کنترل نمودارهاي -۲ (Threshold
نشيني، ته حوضهاي ساير لجن (شکل۱)، برداري نمونه هشتگانه نقاط آبگير، رود، زاينده رودخانه خام آب شامل نقطه ۱۵ از شده گرفته منفي هاي نمونه

آب گندزدايي از حاصل لجن و فيلترها معکوس شوي و شست از حاصل پساب

س
سان

ور
فل

ن
زا

مي

سيكل تعداد

۰/۸

۰/۲

۰/۴

۰/۶

۰/۰

۵ ۱۰ ۱۵ ۴۰۳۵۳۰۲۵۲۰ ۴۵
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۳۴۴

ــا۳َ ي ــاي۵َ انته در ــانس فلورس ــاي رنگه ــا ي و ــو راديواکتي

PCR محصول پيوسته کنترل امكان و شوند مي علامتگذاري

آگاروز ژل در الكتروفورز روشهاي در آنها جداسازي بدون را

ميدهد(۴). آميد آكريل پلي ژل يا

Real time ــيله وس به ــده ش انجام ــات آزمايش تحقيق اين در

کرد. تاييد را آگلوتيناسيون روش در شده مثبت نمونه نيز PCR

شود. مي ديده Real time PCR از حاصل نمودار ۷ شكل در

و شود مي ديده شكل در شده ــخص مش هاي رنگ با ها نمونه

است. تشخيص قابل خود خاص رنگ با ها منحني از کدام هر

و مثبت هاي نمونه ــن بي تفاوت ،CT پايه خط ــکل ش ــن اي در

در و ها ــيکل س تعداد افقي محور در دهد. مي ــان نش را منفي

است. شده مشخص شده ساطع فلورسنت عمودي محور

به مربوط هاي ــه نمون که دهد مي ــان نش CT پايه خط ــکل ش

آب خانه تصفيه نشيني ته هاي حوضچه از شده دفع هاي لجن

داده مثبت جواب ۴۰ سيکل زير (۷ شکل در ۴ و ۳ هاي (خط

مولكولي حساس و سريع روش با ۲۰۰۵ ــال س در Jin ــت. اس

داده ــخيص تش را E.coli باكتري ها ميكروآرايه از ــتفاده اس و

اليگونوكليوتيدي خاص ــاي ه پروب با نيز اردن در ــت(۷). اس

از ــه نمون ۴۵ در E.coli O157: H7زاي ــاري بيم ــاي ه ژن

است(۶). گرفته قرار ــايي شناس مورد PCR روش به آب منابع

با شده دار ــان نش نوكليوتيدهاي با ۲۰۰۸ ــال س در Hammes

واحدهاي آب هاي نمونه در را ها باكتري غلظت ،I گرين سايبر

آورد(۵). دست به خانه تصفيه

يک ــنجي س کميت و ــخيص تش مبناي ــر ب Real time PCR

ميزان با متناسب ــيگنال س اين كه است ــنت فلورس گزارشگر

کميتسنجي براي مهم پارامتر يابد. مي افزايش PCR محصول

تر، بيش ژنومي DNA اوليه ميزان چه هر است. سيکل ــتانه آس

داده ــخيص تش زودتر PCR واکنش در ــده ش جمع ــول محص

با برابر CTارزش بود. خواهد تر پايين CTارزش و ــود ش مي

محاسبات در ارزش اين و نيست افزايش معني به بالاتر يا ۴۰

شود(۴). نمي افزوده

زاي ــاري بيم ــويه س ــود وج ــه مطالع ــن اي ــاي ه ــه يافت

ــيني نش ته ــاي ه ــه حوضچ ــن لج در را E.coli O157: H7

اين ــود وج عدم ــود. نم ــات اثب ــان اصفه آب ــه خان ــه تصفي

که ــت اس آن از حاکي خانه ــه تصفي ــي خروج آب در ــويه س

قادر خانه ــه تصفي مختلف واحدهاي در ــود موج ــاي فراينده

مراحل به ــيدن رس از قبل زا ــاري بيم باکتري ــن اي حذف ــه ب

ــند. باش مي گندزدايي واحد و فيلترها مثل خانه تصفيه انتهايي

نمود. ــد تايي را آلودگي ــن اي وجود ــز ني ــک ايمنولوژي روش

آب در موجود HPC و ــي گوارش و کل ــاي ه کليفرم ــداد تع

آب تا ــمان) آس چم ــد (س رودخانه از آب ــت برداش ــل مح از

که است داشته نزولي روند خانه تصفيه خروجي ــده ش تصفيه

کاهش در خانه تصفيه مختلف واحدهاي کارايي دهنده ــان نش

است. بوده ورودي آب در موجود ميکروبي بار

خانه تصفيه از مشخصي واحدهاي نامطلوب راندمان اصلي علل

را ها کليفرم حذف در فيلترها از برخي و نشيني ته واحد مانند

نشيني ته فرايندهاي نامناسب عملکرد چون عواملي به توان مي

و آب شرايط برداري، بهره هاي دوره از برخي در فيلتراسيون و

داد. نسبت رودخانه آب کيفيت و هوايي

وجود ــال احتم ــه ک اي ــده آلاين ــع مناب ــود ش ــي م ــنهاد پيش

آبريز ــه حوض در دارد، ــود وج ــا آنه در E.coli O157: H7

اين ورود از تا شوند، بهسازي و ــايي شناس رود زاينده رودخانه

شود. پيشگيري اصفهان آب خانه تصفيه به زا بيماري باکتري

داني قدر و تشكر

و آب ــرکت ش اعطايي گرانت از ــتفاده اس با ــق تحقي ــن اي

۸۸/۱۷۴۶۹ شماره تحقيقاتي طرح به استناد با اصفهان فاضلاب

بدينوسيله است. شده انجام شرکت اين تحقيقات شوراي مصوبه

طرح، ناظران و کارشناسان، مسئولين، کليه مساعي ــريک تش از

کليه و ــر مدي اصفهان، آب ــه خان تصفيه ــان کارشناس و ــر مدي

ميکروبيولوژي)، (بخش شرکت مرکزي آزمايشگاه کارشناسان

گردد. مي قدرداني و تشکر
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Microbiological Method and E.coli O157:H7 to Immunological, and
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ABSTRACT
Backgrounds and Objectives: Total and Fecal coliforms (TC and FC), heterotrophic plate count
(HPC), were counted by microbiological method and E.coli O157:H7 were detected through
immunological and Real time PCR methods in water intake and all of units of Isfahan water treatment
plant (IWTP).
Materials and Methods: The microbial profile including TC, FC, and HPC, were monitored and
turbidity and total organic carbon were analyzed in 8 locations of water intake, and unit operation
and processes of IWTP, including, inlet, sedimentation, ozonation, and filtration and finished water.
Immunological method through anti-serum kits and molecular method of RT-PCR were used to
detect E.coli O157:H7 in the 8 locations and also the sludge of the sedimentation basin and filters
backwash water of IWTP.
Results: Survival of E.coli O157:H7 in sludge sample of sedimentation basin was indicated by
formation of agglutination particles in immunological method and through indicator probes in the
RT-PCR method. However, E.coli O157:H7 was not detected in water samples of other units of
IWTP. The removal percent of TC, FC, and HPC were: 59.5, 49, and 54.8 % in sedimentation
basin; 66, 45.8, and 57 % in ozonation;: 98.8, 98, and 78.8 in the filtration; and 96, 100, 91% in
disinfection, respectively.
Conclusion: This study approved the existence of the pathogenic coliform, E.coli O157:H7 in the
sludge of sedimentation basin. Absent of E.coli O157:H7 in the finished water indicates that the
existing units of IWTP could eliminate these pathogenic bacteria, before reaching the final units of
the plant, including the filters and disinfection.

Key words: Total coliform, Fecal coliform, HPC, E.coli O157:H7, Real time PCR
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