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 مقاله پژوهشی

زمینه و هدف: اس��تفاده از دس��تگاه های تصفیه آب خانگی در سال های اخیر به علت آلودگی آب ها رواج 
زیادی پیدا کرده اس��ت. در دس��تگاه های تصفیه، با تشکیل بیوفیلم باکتریایی در سطح فیلترها، امکان انتقال 
مقاومت آنتی بیوتیکی بین باکتری ها و نهایتا ورود به بدن انس��ان وجود دارد. در این مطالعه به بررسی نوع 
باکتری هایی که در فیلترهای دس��تگاه تصفیه رش��د می کنند و همچنین می��زان مقاومت آنتی بیوتیکی آنها 

پرداخته شده است. 
روش بررس��ی: در ای��ن تحقیق از فیلترهای 80 دس��تگاه تصفیه آب خانگی نمونه برداری ش��د. با کمک 
روش ه��ای بیوش��یمیایی و مولکول��ی باکتری های رش��د یافته در این فیلترها شناس��ایی ش��دند. مقاومت 
آنتی بیوتیکی نسبت به آنتی بیوتیک های پنی سیلین، تتراسایکلین، اریترومایسین، جنتامایسین، سفالکسین و 

تری متوپریم- سولفومتوکسازول به روش دیسک دیفیوژن بررسی شد.
یافته ها: از جمله باکتری های شناس��ایی شده شامل س��ودوموناس، ردوکوکوس، باسیلوس، اسفینگوموناس، 
زایموموناس،  آئروموناس، کلبس��یلا، سیتروباکتر، درکسیا و آکروموباکتر بودند. بیشترین جدایه ها مربوط به 
باکتری سودوموناس ایروژینوزا بود. تست آنتی بیوگرام نشان داد که اکثر این باکتری ها دارای مقاومت چندگانه 

هستند. بیشترین مقاومت نسبت به سفالکسین و کمترین مقاومت نسبت به جنتامایسین مشاهده شد.
نتیجه گیری: نتایج حاکی از آن اس��ت که فیلترهای دس��تگاه تصفیه خانگی، محیطی مناس��ب برای رش��د 
باکتری ها هس��تند. در این ش��رایط باکتری های دارای مقاومت چندگانه احتمالا می توانند ژن های مقاومت 
آنتی بیوتیکی را به واس��طه آب به باکتری ها و میکروفلورهای بدن انس��ان انتقال دهند. لذا فیلترها باید به 

گونه ایی طراحی شوند که نه تنها باکتری ها را از آب حذف کنند بلکه آنها را نیز از بین ببرند.
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مقدمه 
آب از نخس��تین نیازه��ای زندگي همه موج��ودات و یکي از 
موثرترین عوامل در چرخه مواد و انرژی در طبیعت اس��ت که 
برای زندگي انسان و تمدن او نقش حیاتي دارد. در قرآن کریم 
نیز به اهمیت آب اشاره شده و آب را مایه حیات همه موجودات 
معرفی کرده اس��ت، در سوره انبیا، آیه ۳0 می فرماید: و هر چیز 
زن��ده اي را از آب پدید آورده ایم )1(. ارتقای س��طح زندگی و 
توس��عه شهرنشینی، صنایع و کش��اورزی از عواملی هستند که 
باعث افزایش مصرف آب و تولید فاضلاب در جوامع بش��ری 

شده و نهایتا منجر به آلودگی محیط زیست می شوند )2(.
بررسی کیفیت و امنیت آب آشامیدنی همواره یک موضوع مهم 
در سلامت عمومی اس��ت. پاتوژن های منتقل شده توسط آب، 
میکروارگانیسم هایی هس��تند که ۴ میلیارد مورد از عفونت ها و 
آلودگی های میکروب��ی را ایجاد می  کنند و می توانند هر س��اله 
منج��ر ب��ه 2-5/2 میلیون مرگ ناش��ی از بیماری های اس��هالی 
اندمی��ک ش��وند )۳، ۴(. بیوفیلم ه��ای میکروب��ی، جمعیت به 
هم پیوس��ته میکروب های متصل به س��طح هس��تند که چندین 
مزیت نس��بت به زندگ��ی پلانکتون��ی )Planktonic( دارند. 
بیوفیلم ها به طور گسترده در اکثر سطوحی که در آب غوطه ور 
هس��تند و همچنی��ن در س��طح درون��ی لوله ه��ای آب و یا در 
فیلترهای سیس��تم های تصفیه اس��مز معکوس یافت می ش��وند 
)5(. ش��کل گیری بیوفیلم یا بیوفولین��گ )Biofouling( یک 
مش��کل رایج در محیط های آبی است که می تواند نقش مهمی 
در طبیعت، صنعت و پزش��کی داش��ته باش��د؛ بدین ترتیب که 
باعث آلودگی آبخیزها، تش��کیل رس��وب بر س��طح فیلترها و 
گس��ترش عوامل عفونت زا  شود. انباشتگی میکروارگانیسم های 
فعال از لحاظ متابولیکی روی س��طوح می تواند منجر به تجزیه 
مواد ش��ده و عملکرد موثر سیس��تم را تحت تاثی��ر قرار  دهد. 
کنت��رل بیوفولینگ چالش بزرگی را ایجاد کرده اس��ت، به این 
دلیل فرایندهایی مانند رس��وب باکتری ها، رشد و بلوغ آنها در 
گس��ترش بیوفیلم موثر هستند )6(. از آنجایی که کیفیت آب در 
مناطق مختلف متغیر اس��ت و نمی تواند برای میلیون ها انس��ان 
در کشورهای توس��عه یافته بطور یکسان کنترل شود، همچنین 
بعلت وجود باکتری ه��ا و آلودگی های دیگر مانند ذرات ریز و 
فلزات س��نگین، کاربرد سیستم های فیلتری خانگی، که از سال 

1۹80 مورد استفاده قرار گرفته، رواج پیدا کرده است )7(. این 
سیس��تم های فیلتری ب��رای تصفیه آب در س��طح خانه و برای 
کاهش آلودگی های محیطی آب آش��امیدنی، تولید شده اند )8(. 
دس��تگاه تصفیه خانگی آلودگی هایی را که س��بب ایجاد طعم، 
بو، کدورت و اثرات نامطلوب می ش��ود کاه��ش می دهد )۹(. 
مش��اهدات بیان می کنند که اس��تفاده از این دستگاه ها می تواند 
میزان شیوع بیماری های اسهالی را تا بیش از ۴0 درصد کاهش 
دهد )10(. بطور کلی استفاده از فرایندهای فیلتراسیون غشایی 
مثل اس��مز معکوس و نانوفیلتراسیون می تواند آب آشامیدنی با 
کیفیتی تولید کند که عاری از میکروارگانیس��م های بیماری زا و 
آلوده کننده ه��ای آلی و معدنی باش��د. با ای��ن وجود بیوفولینگ 
باعث کاهش در عملکرد فیلتراس��یون اسمز معکوس می شود. 
بای��د گفت که بیوفولینگ یک مش��کل اساس��ی در فرایندهای 
فیلتری توس��ط غشا اس��ت )11(. آلودگی آب ذخیره ای  بطور 
عم��ده در حالت هوازی رخ می دهد و اکث��را باکتری های گرم 
منفی و هتروتروف عامل این آلودگی هس��تند ) ۴(. با وجودی 
که اس��تفاده از دس��تگاه های تصفیه آب خانگی به س��رعت در 
کش��ور در حال گس��ترش اس��ت ولی مطالع��ات عمده ایی در 
رابطه با احتمال آلودگی میکروبی فیلترهای این دس��تگاه ها پس 
از اس��تفاده وجود ندارد. Masoumi و همکاران به بررس��ی 
آلودگی آب پس از فیلتر ش��دن پرداختن��د )۴(، درحالی که در 
مطالعه حاضر به بررس��ی آلودگی خود فیلترها پرداخته ش��د با 
ای��ن فرضیه که فیلتر می تواند به عنوان بس��تری مناس��ب برای 
ایجاد بیوفیلم، رش��د باکتری و نهایتا انتقال آن به آب عمل کند. 
شناخت نوع باکتری هایی که توانایی رشد در چنین شرایطی را 
دارن��د می تواند در جهت اتخاذ سیاس��ت هایی برای حذف این 

عوامل موثر باشد.
از زمان ش��ناخت باکتری ها، بش��ر همواره در پی یافتن دارویی 
موثر علیه عفونت های ناش��ی از آنها بوده اس��ت و در طی این 
رون��د تکاملی باکتری ها نیز به مکانیس��م های موثری جهت از 
بین بردن آنتی بیوتیک ها دست یافته اند )12(. فرایندهای زیادی 
وجود دارد که باعث گس��ترش مقاومت آنتی بیوتیکی باکتری ها 
می شوند از جمله جهش های کروموزومی و انتقال افقی ژن ها، 
که مورد دوم نقش اساس��ی تری در این ام��ر دارد )1۳(. مقدار 
مص��رف آنتی بیوتیک ها طی 60 س��ال گذش��ته افزای��ش یافته 
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اس��ت و باکتری ها با تولید نس��ل هایی که حساسیت چندانی به 
آنها ندارند به این امر پاس��خ می دهن��د )1۴(. آنتی بیوتیک ها از 
راه های مختلفی وارد محیط آبی می ش��وند. بخشی از آن ناشی 
از مصرف آنتی بیوتیک ها در کش��ت های آبی اس��ت. همچنین 
برای افزایش رش��د احش��ام از ترکیبات آنتی بیوتیکی اس��تفاده 
می ش��ود که در نهای��ت باقیمانده آنتی بیوتیکی از راه کودش��ان 
وارد محیط می شود علاوه بر این مواد ضدمیکروبی برای درمان 
عفونت ها در اس��تخرهای پرورش ماهی نیز اس��تفاده می شود. 
با مص��رف ترکیبات دارویی برای بیماران در بیمارس��تان یا در 
خان��ه نیز این ترکیبات از طریق فاضلاب خانگی به محیط آبی 
منتقل می شوند )15(. پاتوژن های انسانی و دامی به طور بالقوه 
باکتری هایی بیماری زا هستند که عمدتا از طریق فاضلاب وارد 
محیط های آبی ش��ده اند. بس��یاری از این ارگانیسم ها به کمک 
جنس ه��ای مقاوم ب��ه آنتی بیوتیک و از طری��ق عناصر متحرک 
ژنتیکی مناس��ب مثل پلاسمیدها، ترانسپوزون ها و باکتریوفاژها 
در میان جمعیت های س��اکن در آب و خاک گسترش می یابند. 
فقط باکتری ه��ای بیماری زای مقاوم ب��ه آنتی بیوتیک، جمعیت 
میکروارگانیس��م های مقاوم را تش��کیل نداده ان��د بلکه ژن های 
مقاوم��ت از طریق ورود ب��ه باکتری های محیطی توانس��ته  اند 
این دس��ته از میکروارگانیس��م ها را تبدیل به مخزنی از ژن های 
مقاومت کنند. بررس��ی ها نشان داده اس��ت، که بسیاری از این 
جنس ها به طور اولیه جنس های مقاوم نبودند اما هنگامی که در 
محیط مناس��ب قرار گرفتند به جنس های مقاوم به آنتی بیوتیک 
تبدیل شده اند )16(. باکتری های محیطی که تولید آنتی بیوتیک 
نمی کنن��د نیز حامل ژن مقاوم به آنتی بیوتیک هس��تند. بنابراین 
وقت��ی به برخی از محیط ها از جمل��ه محیط های کلینیکی وارد 
می ش��وند، ژن های مقاومت به آنتی بیوتیک از طریق انتقال افقی 
به باکتری ه��ای دیگر منتقل می کنند. گزارش های اخیر نش��ان 
داده ان��د که محی��ط یک نقش موثر در انتق��ال ژن های مقاومت 
ب��ازی می کند )17(. ب��ا توجه به مطالبی که گفته ش��د اهمیت 
باکتری ه��ای یافت ش��ده در آب و یا فیلتر ن��ه تنها منحصر به 
بیم��اری زا بودن آنها اس��ت بلک��ه باکتری های مق��اوم به آنتی 
بیوتی��ک ب��ا دارا بودن ژن های مقاومت می توانن��د با انتقال این 
ژن ها به س��ایر باکتری های بدن از راه آب آش��امیدنی زمینه را 
برای گس��ترش مقاومت آنتی بیوتیکی فراهم کنند. در این میان 

در صورت توانایی باکتری برای جایگزینی و رش��د در فیلترها 
احتمال تبادلات ژنی و کس��ب ژن های مقاومت نیز وجود دارد. 
لذا یک��ی از اهداف این مطالعه بررس��ی می��زان مقاومت آنتی 
بیوتیکی جدایه ها و بنابراین ارزیابی اهمیت باکتری های رش��د 

یافته در فیلتر بود.
اس��تان خوزس��تان حدود ۳۳ درصد کل منابع آب های سطحی 
کش��ور را به خود اختصاص داده است. آلودگی رود کارون از 
مش��کلات مهم این رودخانه است )18(. بر همین اساس مردم 
ش��هر اهواز از سیس��تم های تصفیه فیلتری خانگی برای تامین 
آب س��الم شرب خود استفاده می کنند. هدف از این مطالعه در 
مرحله اول بررس��ی آلودگی میکروبی فیلترهای دستگاه تصفیه، 
در مرحله دوم شناس��ایی دقیق باکتری هایی که در این ش��رایط 
قادر به رش��د هس��تند و در مرحله سوم ارزیابی میزان مقاومت 

آنتی بیوتیکی این جدایه ها بود.

مواد و روش ها
- نمونه گیری

دستگاه تصفیه خانگی حداقل از چهار فیلتر تشکیل شده است 
که فیلتر ش��ماره یک به ص��ورت ماهانه، فیلتر ش��ماره دو هر 
س��ه ماه یک بار، فیلتر ش��ماره س��ه ش��ش ماه یک بار و فیلتر 
چهار در صورت آسیب تعویض می شود. در این مطالعه جهت 
شناسایی میکروارگانیسم هایی که روی فیلترها رشد می کنند 50 
فیلتر ش��ماره یک، 1۴ فیلتر شماره دو، 1۴ فیلتر شماره سه و 2 
فیلتر ش��ماره چهار از دستگاه های تصفیه خانگی در شهر اهواز 
جمع آوری گردید. فیلترها مربوط به دس��تگاه های مختلف بود. 
با اس��تفاده از یک تیغ بیس��توری یا چاقوی استریل، در شرایط 
اس��تریل به اندازه g 5 از هر فیلتر برش داده ش��د و به نس��بت 
یک به ده در س��رم فیزیولوژی به م��دت1h در دمای C◦۳0 در 
انکوباتور ش��یکردار قرار داده  ش��د تا بیوفیلم های تولید شده از 
س��طح فیلتر جدا شوند. س��پس برای انجام عمل غنی سازی به 
نسبت mL 1 از سوسپانسیون به mL ۹ محیط نوترینت براث 
انتقال داده و در دمای C◦ ۳0 به مدت ۴8 تا h 72 در انکوباتور 

شیکردار گرمادهی شد )1۹(. 
- شمارش کلونی با کتری ها

ب��رای ش��مارش تع��داد باکت��ری در ه��ر گ��رم از فیلت��ر، از 
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روش Colony forming unite (CFU) اس��تفاده شد. به 
این صورت که ابتدا از هر نمونه رقت های ده تایی از رقت برابر 
۹-10 ت��ا 1- 10 تهیه و از هر کدام از رقت ها µL 100 برداش��ت 

و روی محیط نوترینت آگار کش��ت داده شد و سپس در دمای 
C◦ ۳0 گرمادهی ش��د. پس از 2۴h ، پلیتی که در آن بین ۳0 تا 
۳00  کلونی رش��د کرده بود مش��خص و نهایتا تعداد باکتری ها 

در نمونه اولیه محاسبه شد. 
- کشت و شناسایی بیوشیمیایی باکتری ها

برای شناس��ایی باکتری ها از دو روش بیوش��یمیایی و مولکولی 
اس��تفاده گردی��د. کلونی های متفاوت از لحاظ رنگ، ش��کل و 
اندازه مشخص و در پلیت استریل حاوی محیط نوترینت آگار 
جهت خالص س��ازی کش��ت داده ش��د و دمای C◦ ۳0 انکوبه 
گردید. از روش های بیوش��یمیایی مختل��ف مانند رنگ آمیزی 
گرم، تست  اکسیداز، کاتالاز و کشت در محیط های اختصاصی 

و افتراقی برای شناسایی جدایه ها استفاده شد )20، 21(.
- شناسایی مولکولی باکتری ها

جهت تائید شناس��ایی بیوشیمیایی باکتری ها از روش مولکولی 

PCR اس��تفاده ش��د. جدایه ها در نوترینت براث کش��ت داده 
ش��دند و به م��دت h 16 در دمای C◦۳0  گرمادهی ش��دند. از 
 DNA شرکت سیناژن برای استخراج DNA کیت اس��تخراج
جدایه ها اس��تفاده ش��د. استخراج بر اس��اس روش توصیه شده 
کیت انجام ش��د. در PCR محل هدف، 16S rRNA در نظر 
گرفته ش��د. پرایمرهای مورد اس��تفاده در جدول 1 نش��ان داده 
شده است. جهت انجام PCR از بافر MgCl2 ،1X با غلظت 
نهای��ی ρmol/μL ،۳ mM 0/۴ از ه��ر پرایمر، mM 0/2 از 
ه��ر dNTP و 1/5 واحد از آنزی��م Taq polymerase در 
حجم نهایی µL 25 اس��تفاده شد. کلیه مواد واکنش PCR از 
شرکت سیناژن، ایران تهیه گردید. شرایط انجام واکنش به شرح 
زی��ر بود: تقلی��ب اولیه C◦ ۹۴ به مدت min 5، 25 س��یکل با 
تقلیب C◦  ۹۴ به مدت min 1، اتصال پرایمر C◦ 55 به مدت 
 2 min 72 ب��ه مدت ◦C  ۴0، گس��ترش رش��ته ها در دمای s
و گس��ترش نهایی در دمای C◦ 72 به مدت min 5 انجام ش��د 
)22(. س��پس محصول PCR جهت تعیین توالی به شرکت ژن 

فناوران ارسال شد.

جدول1- پرایمرهای مورد استفاده جهت انجام واکنش زنجیره ای پلیمراز

جه��ت شناس��ایی و تائید گونه باکتری های س��ودموموناس که 
بیش��ترین جدایه ها بودند از ژن opr-L که در گونه آئروژنوزا 
این باکتری وجود دارد اس��تفاده ش��د )2۳(.  پرایمرهای مورد 
اس��تفاده برای انجام واکنش PCR در جدول 1 نشان داده شده 
است. جهت انجام PCR از بافرMgCl2 ،1x با غلظت نهایی 
ρmol/μL ،1/5 mM 0/۴ از ه��ر پرایم��ر ، mM  0/۳ از هر 
dNTP و 2/5 واح��د از آنزیم Taq polymerase در حجم 
نهایی µL 25 اس��تفاده شد. کلیه مواد واکنش PCR از شرکت 

س��یناژن، ایران تهیه گردید. ش��رایط انجام واکنش به شرح زیر 
بود: تقلیب اولیه C◦ ۹۴ به مدت min ۳، ۳5 س��یکل با تقلیب 
 60 ◦C 1، اتص��ال پرایمره��ا در دمای min ۹۴  ب��ه م��دت◦C
به مدت min 1، گس��ترش رش��ته ها در دمای C◦ 72 به مدت 
 5 min 72 به مدت ◦C 1 و گس��ترش نهایی در دم��ای min

انجام شد )2۳(.
- بررسی مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه ها

پس از شناس��ایی جدایه ه��ا مقاومت آنتی بیوتیک��ی هر جدایه 

 

  ژن هدف  نام پرايمر   ′5  3′توالي  رفرنس
23  CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG  FD1 16S rRNA 

23  CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCTTGTTACGACTT  RP1 16S rRNA  
24  ATGGAAATGCTGAAATTCGG<C>  opr-LF  opr-L  
24  CTTCTTCAGCTCGACGCGAC<G>  opr-LR  opr-L  

16 1

16 1
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به روش نش��ر دیس��ک کربی بوئر مورد بررس��ی قرار گرفت. 
جدایه ها کش��ت داده شدند و پس از رس��یدن به جذب نوری 
برابر 5/0 مک فارلن��د، از هر نمونه به میزان µL 100 به محیط 
کش��ت مولر هینتون آگار منتقل و به صورت چمنی کشت داده 
ش��د و بعد از تقریبا min 15 محیط دیسک گذاری گردید. در 
این مطالعه مقاومت باکتری ها به ش��ش آنتی بیوتیک رایج یعنی 
تتراسایکلین، پنی سیلین، اریترومایسین، جنتامایسین، سفالکسین 
و تری متوپریم- سولفومتوکسازول سنجیده شد. نمونه های کشت 
داده شده در انکوباتور C◦ ۳0 قرار داده شد و بعد از h 2۴ قطر 

هاله ایجاد شده اندازه گیری شد. 
- آزمون آماری

 Chi-square ب��رای تجزیه و تحلیل داده ه��ا از آزمون آماری
اس��تفاده شد و س��طح معنی داری 0/05 در نظر گرفته شد و از 
نرم افزار SPSS17 برای تجزیه و تحلیل داده ها استفاده شد.

یافته ها
- باکتری های شناسایی شده

با توجه به تس��ت های انجام شده در تمامی رقت های کشت 

داده ش��ده، کلونی هایی از باکتری ها که قابل ش��مارش بودند 
مش��خص شدند. روش ش��مارش کلونی نشان داد که در هر 
فیلت��ر بین 105 تا 10۹ باکتری وج��ود دارد. در مطالعه حاضر 
تعداد باکتری های ش��مارش ش��ده در فیلتر ش��ماره ۳ از سه 
فیلتر دیگر مورد بررس��ی بیش��تر بود. تع��داد باکتری در این 
فیلت��ر  cfu/g 10۹ گزارش ش��د در حالی ک��ه در فیلترهای 
دیگر بطور متوس��ط  105تا 106 باکتری وجود داشت. جدول 
2 فراوان��ی جنس های باکتری های جدا ش��ده از هر فیلتر را 
نش��ان می ده��د. در هر فیلت��ر حداقل چهار کلونی بررس��ی 
ش��د. کلونی های��ی که از لح��اظ خصوصیات بیوش��یمیایی و 
الگوی مقاوم��ت آنتی بیوتیکی یکس��ان بودند به عنوان یک 
باکتری در نظر گرفته ش��دند. در این مطالعه بیش��ترین تعداد 
باکتری در فیلتر ش��ماره ۳ و بیش��ترین تنوع باکتری در فیلتر 
ش��ماره 1 مش��اهده ش��د. تنوع باکتریایی در فیلتر شماره 1 
ب��ا دیگر فیلترها اختلاف معنی داری داش��ت که نش��ان دهنده 
ش��رایط مناسب تر رشد باکتری ها در این فیلتر نسبت به دیگر 

فیلترهاست. 

جدول 2- تنوع جدایه ها در فیلترهای دستگاه تصفیه خانگی

هاي شناسايي شده درصد جدايه
هاي  تعداد جدايه

شناسايي شده
تعداد فيلترهاي مورد 

بررسي
شماره فيلتر

*42/71 105 50 1فيلتر شماره 
64/15 23 14 2فيلتر شماره 
56/11 17 14 3فيلتر شماره 
36/1 2 2 4فيلتر شماره 

  P>0/05 *

- شناسایی بیوشیمیایی جدایه ها
ابت��دا با اس��تفاده از رنگ آمیزی گ��رم، باکتری های گرم منفی و 
مثبت جداسازی شدند و مراحل بعدی تشخیص برای هر دسته 
از باکتری ها به صورت جداگانه انجام شد. با توجه به تست های 
انجام ش��ده باکتری های کاتالاز مثبت، گ��رم منفی، راد کوتاه و 
بلند که برخی بصورت دیپلوئید بودند مش��اهده شد. با استفاده 

از تس��ت های بیوشیمیایی مانند تست کاتالاز، اکسیداز و تست 
OF شناسایی اولیه انجام شد. با توجه به اطلاعات بدست آمده 
و با استفاده از روش های تشخیصی افتراقی و اختصاصی برای 
هر جنس به شناسایی نهایی پرداخته شد. باکتری های گرم منفی 
در محیط مک کانکی آگار کشت داده شدند و توانایی رشدشان 
در دماهای بالا یعنی ۴0 و C◦ ۴2 بررسی گردید. برای بررسی 
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بیشتر آنهایی که تقریبا به جنس های خاصی شباهت داشتند در 
محیط اختصاصی کشت داده شدند و یا تست های بیوشیمیایی 
مش��خص جهت شناس��ایی انجام ش��د. برای باکتری های گرم 
مثبت با توجه به ش��کل کلونی ها، رنگ آمیزی کپسول و اسپور 
شناس��ایی اولیه صورت گرفت و برای تایید بیش��تر تست های 

بیوشیمیایی انجام گردید.
- شناسایی مولکولی جدایه ها

 جه��ت تایید تش��خیص باکتری ها، جدایه ها براس��اس روش 
مولکول��ی PCR م��ورد بررس��ی ق��رار گرفتند. نتای��ج تعیین 
توالی محص��ولات PCR مربوط ب��ه 16S rRNA در بانک 
ژنی بلاس��ت گردی��د. نهایتا ۴ جدایه به عن��وان رودوکوکوس 
 ،)Bacillus( 16 جدایه به عنوان باسیلوس ،)Rhodococcus(
 ،)Pseudomonas( 100 جدای��ه ب��ه عن��وان س��ودوموناس
۴ جدای��ه اس��فنگوموناس )Sphingomonas(، ۴ جدای��ه 
آئرومون��اس  جدای��ه   6  ،)Zymomonas( زایمومون��اس 
)Aeromonas(،  2 جدایه کلبسیلا )Klebsiella(، 2 جدایه 
  ،)Drexia( 1 جدایه درکسیا ،)Citrobacter( س��یتروباکتر
7 جدای��ه آکروموباکت��ر )Achromobacter(، و 1 جدای��ه 
تش��خیص   )Stenotrophormonas( اس��تنوتروفوموناس 
داده ش��دند )جدول ۳(. باکتری هایی که از لحاظ بیوش��یمیایی 

        الف.                 ب.
الف.                     ب.

 

به عنوان س��ودوموناس شناسایی ش��دند برای تعیین گونه، ژن 
opr-L مورد جستجو قرار گرفت. از صد جدایه سودوموناس، 
81 جدایه آیروژینوزا تش��خیص داده ش��د که بیشترین جدایه 

شناسایی شده را شامل می شود )شکل 1(.

 

  پني سيلين
(درصد)تعداد 

 سفالكسين
(درصد)تعداد 

 اريترومايسين
 (درصد)تعداد 

-متوپريمتري
 سولفومتوكسازول

(درصد)تعداد 

  تتراسايكلين
 (درصد)تعداد 

 جنتامايسين
 )درصدتعداد (

بيوتيكآنتي
  

  هاي مقاوم به انواع باكتر
ها (تعداد جدايه) آنتي بيوتيك 

9 )25/56( 7 )75/43( 1 )25/6( 4 )25( 0 )0( 0 )0( )16( باسيلوس
0 )0( 1 )25( 0 )0( 0 )0( 0 )0( 0 )0( )4(رادوكوكوس 
85 )85( 88 )88( 78 )78( 34 )34( 15 )15( 1 )1( )100(سودوموناس 
2 )100( 1 )50( 2 )100( 1 )50( 1 )50( 0 )0( )2(سيتروباكتر 
1 )50( 0 )0( 1 )50( 0 )0( 0 )0( 0 )0( )2(كلبسيلا 
6 )100( 5 )3/83( 6 )100( 3 )50( 4 )6/66( 1 )6/16( )6(آئروموناس 
1 )25( 2 )50( 2 )50( 1 )25( 0 )0( 0 )0( )4( اسفينگوموناس
5 )4/71( 5 )4/71( 5 )4/71( 1 )2/14( 1 )2/14( 3 )8/42( )7(آكروموباكتر 

0 )0( 1 )100( 0 )0( 0 )0( 0 )0( 0 )0( )1(دركسيا 
0 )0( 0 )0( 0 )0( 1 )25( 0 )0( 0 )0( )4(زايموموناس 
0 )0( 1 )100( 1 )100( 0 )0( 0 )0( 0 )0( )1(استنوتروفورموناس
109 )15/74( 111 )51/75( 96 )3/65( 45 )61/30( 21 )28/14( 5 )4/3( )147( مجموع

جدول ۳- بررسی الگوی مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه ها با کمک روش انتشار دیسک کربی بوئر

 ش��کل 1- واکنش PCR برای 16S rRNA و opr-L. الف( ایجاد 
بان��د مرب��وط به 16S rRNA جدایه ها را نش��ان می دهد M مارکر و 
س��تون یک باند bp 1400 را نش��ان می دهد. ب( واکنش PCR برای 
شناس��ایی ژن opr-L س��ودوموناس ایروژینوزا. M مارکر. ستون یک 
و دو نمونه منفی، س��تون سه نمونه مثبت و ایجاد باند bp 500 مربوط 

  opr-L ب��ه ژن
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- مقاومت آنتی بیوتیکی جدایه ها
بررس��ی تس��ت آنتی بیوگ��رام نش��ان داد که اکث��ر جدایه ها به 
جنتامایس��ین حساس هستند. بیش��ترین مقاومت نسبت به آنتی 
بیوتیک های سفالکسین، پنی سیلین و اریترومایسین مشاهده شد. 
در 62/6 درصد از جدایه ها فرم های مقاومت به چند آنتی بیوتیک 
مش��اهده شد که نشان دهنده شیوع بسیار بالای مقاومت در بین 
جدایه ها است. بیش��ترین میزان مقاومت چند آنتی بیوتیکی در 
جدایه های سودوموناس مش��اهده شد به طوری که بیش از 70 
درصد جدایه های ای��ن باکتری دارای الگوی مقاومت چندگانه 

بودند. نتایج مقاومت در جدول ۳ آمده است.

بحث
یک چالش اصلی در سیس��تم های توزیع آب و دستگاه تصفیه 
آب آش��امیدنی، کیفی��ت و بهداش��ت آب اس��ت )۴(. جن��س 
فیلترهای دس��تگاه تصفیه آب آشامیدنی خانگی که برای تصفیه 
بهتر آب در خانه اس��تفاده می شوند، پلاستیکی است و هنگامی 
ک��ه این  فیلترها برای مدت زمان��ی طولانی در معرض رطوبت 
باشند، روی سطح شان بیوفیلم تشکیل می شود )8(. بسیاری از 
محققین، محیط های آبی را جایگاهی مس��اعد برای مقاوم شدن 
بس��یاری از باکتری ها در مقابل انواع گوناگ��ون آنتی بیوتیک ها 
می دانن��د چرا که در چنی��ن محیط هایی به دلیل ب��الا بودن بار 
غذای��ی و بار میکروبی، ژن های مقاومت بین گونه های مختلف 

باکتریایی انتقال می یابند )2۴(.
در ای��ن مطالعه در میان باکتری های جدا ش��ده از فیلتر، برخی 
توانایی ایجاد بیماری در انس��ان را دارند که در ادامه به ش��رح 
آنها پرداخته می ش��ود. در این مطالعه باکتری س��ودوموناس که 
می توان��د یک بیماری زای فرصت طلب برای انس��ان باش��د به 
عنوان بیش��ترین جدایه شناس��ایی ش��د. این باکتری قادر است 
روی س��اده ترین ترکیبات و حتی برخی ترکیبات ضدمیکروبی 
رش��د کند. در خاک، آب و س��طح گیاهان یافت می شود. گونه 
تیپیک این جنس س��ودوموناس آئروژینوزا اس��ت )20(. بیش 
از 55 درصد از باکتری های جدا ش��ده به عنوان س��ودوموناس 
آئروژینوزا شناس��ایی شدند. این جنس از باکتری قادر به تولید 
بیوفیلم در برابر استرس های محیطی است. همچنین عفونت های 
مختلفی مانند پنومونی، باکتریومی، عفونت های گوش و غیره را 

ایجاد می کند )21(. با توجه به جدول ۳ این باکتری بیش��ترین 
مقاومت را در بین س��ایر جدایه ها نش��ان داد و همچنین دارای 
الگ��وی مقاومت چن��د دارویی بود. از آنجایی ک��ه باکتری های 
محیطی مخزنی از ژن های مقاومت برای سایر باکتری ها هستند 
ای��ن احتم��ال وجود دارد ک��ه ژن مقاومت به س��ایر باکتری ها 
منتقل ش��ود و چه بس��ا این انتقال در بیوفیلم های تشکیل شده 
در س��طح فیلترها رخ دهد. باکتری دیگ��ر آئروموناس پاتوژن 
فرصت طلب برای انس��ان  اس��ت و می تواند باعث بروز التهاب 
دستگاه گوارش همراه با اسهال، اسهال خونی، تهوع و استفراغ 
و دردهای شکمی شود )21(. رودوکوکوس باکتری هایی متعلق 
به گروه نوکاردیاس��ه و جزو باکتری های گرم مثبت است. این 
باکتری از خاک های آلوده جدا شده اند. دارای کپسول هستند و 
همین کپسول یکی از عوامل شدت بیماری زایی آنهاست )25(. 
موسسه اس��تاندارد و تحقیقات کاربردی ایران بیان کرده است 
که تعداد کلی فرم های مقاوم به دما در mL 100 آب آشامیدنی 
بایستی صفر باشد )26(. در بررسی انجام شده در این پروژه بر 
روی فیلترهای دس��تگاه تصفیه، هیچ گونه باکتری اشریشیا کلی 
که یک باکتری کلی فرم و ش��اخص آلودگی آب است، مشاهده 
نش��د اما برخی از ان��واع دیگر کلی فرم ها از جمله کلبس��یلا و 
پروتئوس جداسازی گردید. با توجه به نتایج تست آنتی بیوگرام 
باکتری پروتئوس به همه آنتی بیوتیک های بررس��ی ش��ده بجز 

جنتامایسین مقاومت نشان داد.
بررس��ی جدایه ه��ا از نظر مقاومت آنتی بیوتیکی نش��ان داد که 
ش��یوع مقاومت در این باکتری ها بس��یار بالاست و بسیاری از 
ای��ن باکتری ها دارای الگ��وی مقاومت چندگانه هس��تند. این 
موض��وع اهمی��ت باکتری های شناس��ایی ش��ده در فیلترها رو 
دو چن��دان می کن��د. گرچه برخی از باکتری های جدا ش��ده از 
نظ��ر بیماری زایی برای انس��ان فاقد اهمیت هس��تند اما دارای 
این توانایی هس��تند که ژن های مقاومت را به س��ایر باکتری ها 
منتقل کنند. رش��د باکتری ه��ای مختلف روی فیلت��ر می تواند 
شرایط مناس��بی را برای انتقال ژن ها بین باکتری ها فراهم کند. 
در ص��ورت راهیابی باکتری های رش��د یافته روی فیلتر به آب 
آش��امیدنی و انتق��ال آن از راه آب ب��ه ب��دن می توانند ژن های 
مقاومت را به میکروارگانیسم های فلور و حتی بیماری زا فراهم 
کنند. در ص��ورت مطالعه مقاومت آنت��ی بیوتیکی باکتری های 
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موج��ود در آب آش��امیدنی پیش از فیلتر و باکتری های رش��د 
یافت��ه روی فیلتر می توان دریاف��ت که چه درصدی از جدایه ها 
در زمان فیلتراسیون و رشد روی فیلترها مقاومت آنتی بیوتیکی 

را دریافت می کنند.
Masoumi و همکاران )201۳( به بررس��ی دستگاه های فیلتر 
خانگی در ش��هر ش��یراز پرداختند )۴(. در مطالعه این گروه از 
محققین آب فیلتر شده مورد بررسی قرار گرفت و سودوموناس 
آئروژینوزا بیشترین جدایه شناسایی شده بود. در مطالعه حاضر 
س��ودوموناس آیروژینوزا بیش��ترین باکتری رش��د یافته روی 
فیلتره��ا بود. این امر نش��ان دهنده این موضوع اس��ت که این 
باکتری می تواند روی فیلتر رش��د کرده و س��پس به آب تصفیه 
شده منتقل ش��د. این باکتری دارای بیش��ترین الگوی مقاومت 
آنتی بیوتیک��ی در بین جدایه ها نیز بوده اس��ت. Ivnitsky و 
هم��کاران )2007( جمعیت میکروب��ی باکتری ها را در دماهای 
مختلف و در طول مدت 8-2۴ روز در فیلترهای نانوفیلتراسیون 
بررس��ی کردند. باکتری های شناس��ایی شده توس��ط این گروه 
باکتری هایی مانند س��ودوموناس و اس��فینگوموناس بوده است 
)27(. Bereschenko و همکاران )2010( فیلترهای اس��مز 
معکوس را بررس��ی کردند. بیش��ترین جدایه شناس��ایی ش��ده 
اس��فینگوموناس بوده است )28(. تعداد اس��فینگوموناس جدا 
ش��ده توسط پروژه حاضر نس��بت به سودوموناس که به عنوان 
بیشترین جدایه معرفی شد بس��یار کمتر بود. تفاوت حاصل از 
نتیجه جداس��ازی جدایه ها احتمالا به دلیل تفاوت در نوع آب 
اس��ت که در این مطالعه حجم زی��ادی از باکتری ها در مرحله 
اولیه کلر زنی حذف ش��ده بودند و آب آشامیدنی مجددا توسط 

دستگاه، تصفیه می شود. 
در مطالع��ه حاضر تعداد باکتری های ش��مارش ش��ده در فیلتر 
ش��ماره ۳ از سه فیلتر دیگر مورد بررس��ی بیشتر بود. دلیل این 

امر احتمالا ناش��ی از ماندگاری بیشتر این فیلتر و تعویض دیر 
هنگام آن است که اجازه رشد بیشتر باکتری ها و تشکیل بیوفیلم 
را می ده��د. تعداد باکتری در این فیلتر حتی تا  cfu/g 10۹ هم 
می رس��ید. از لحاظ تنوع جدایه ها بیشترین تنوع مربوط به فیلتر 
ش��ماره یک بود. در هر بار فیلتراسیون تعدادی از باکتری ها به 
کمک فیلترها حذف می ش��وند و بنابراین این انتظار می رود که 

فیلتر شماره یک دارای بیشترین تنوع باکتریایی باشد.

نتیجه گیری  
نتایج این مطالعه نش��ان داد ک��ه گرچه یکی از نقش های اصلی 
فیلتره��ای دس��تگاه تصفیه ح��ذف میکروارگانیس��م ها از آب 
آش��امیدنی اس��ت ولی خود فیلترها می توانند ب��ا گیر انداختن 
میکروب ه��ا به عنوان محیطی مناس��ب برای تش��کیل بیوفیلم 
میکروبی عمل کنند. تنوع باکتری های رشد یافته در این محیط 
بس��یار زیاد بوده و بسیاری از آنها مقاوم به آنتی بیوتیک هستند 
و احتم��الا دارای این توانایی هس��تند که ژن های مقاومت را به 
باکتری ه��ای دیگر و ی��ا حتی از طریق آب آش��امیدنی به بدن 
منتق��ل کنند. در این میان با توجه به شناس��ایی س��ودوموناس 
آیروژین��وزا به عنوان جدایه غالب و همچنین دارای بیش��ترین 
مقاومت آنتی بیوتیکی به نظر می رس��د ک��ه این باکتری دارای 

اهمیت ویژه ایی است.

تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل بخش��ي از پایان نامه با عن�وان "بررسی الگوی 
مقاوم��ت آنت��ی بیوتیکی باکتری ه��ای جدا ش��ده از فیلترهای 
سیس��تم های تصفیه آب خانگی" در مقط�ع کارشناس�ي ارش�د 
اس��ت که با حمایت مالی و معنوی دانشکاه شهید چمران اهواز 

اج�را ش�ده است. 
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Background and Objective: The use of household water filter 
systems has been widely increasing in recent years because of 
water pollution.  In water filter systems, bacterial biofilm forms on 
the surface of the membranes, thereby increasing the possibility 
of transferring antibiotic resistance among bacteria and allowing 
their entry into the human body. This study analyzed the types of 
bacteria that grow in the membranes of water filter systems and 
their antibiotic resistance.
Materials and Methods: For this study, samples were collected 
from 80 membranes of household water filter systems. Bacteria 
grown on these membranes were identified using biochemical 
and molecular methods. Resistance against antibiotics including 
penicillin, tetracycline, erythromycin, gentamycin, cephalexin, and 
trimethoprim-sulfamethoxazole was evaluated by disk diffusion 
method.
 Results: The detected bacteria included Pseudomonas, Rhodococcus,
Bacillus, Sphingomonas, Zymomonas, Aeromonas, Klebsiella, Citrobac-
 ter, Drexia and Achromobacter. Majority of the isolates were identified
 as Pseudomonas aeruginosa. The antibiogram test showed that most of
these bacteria exhibited multi-drug resistance (MDR). Maximum resis-
 tance was observed toward cephalexin and the least resistance was toward
gentamicin.
Conclusion: The results revealed that membranes of household 
water filter systems were suitable environments for the growth 
of bacteria. In these conditions, MDR bacteria presumably could 
transfer antibiotic resistance genes to bacteria and microflora of 
the human body through water. Therefore, membranes should 
be designed in such a manner that not only they can remove the 
bacteria from water but also kill them.
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