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ABSTRACT
Introduction & Purpose: Fecal coliforms and Escherichia coli have been 
conventionally used as indicators of microbial pollution of drinking water. The 
European Directive on drinking water quality has recently included Clostridium 
perfringens as one of the microbiological organisms suitable for using in control 
of the quality of water for human consumption. This study endeavored to assess 
the efficacy of Clostridium perfringens in comparison with fecal coliforms and 
Escherichia coli in detection of the microbial pollution of water sources. 
Methods: In this study, 60 raw water samples were collected from drinking water 
in the Isfahan province, Iran from May to November 2012. Fecal coliforms, 
Escherichia coli, fecal streptococci and Clostridium perfringens were investigated 
by multiple-tube fermentation technique (MFT) using double-strength medium 
in 10 series of tubes according to the standard methods. Statistical analyses were 
carried out using SPSS version 18 at the 95% confidence level (α = 0.05). 
Results: The results of this study showed that 46.2 % of water samples were 
positive with regard to fecal contamination at least for one bacterial indicator. 
Clostridium perfringens was the most frequently detected indicator (36.5%), 
followed by fecal streptococci (34.6%), fecal coliforms (28.8%) and Escherichia 
coli (25%). According to Pearson’s coefficient, the most significant correlation 
was found between Clostridium perfringens and fecal streptococci (0.88).
Conclusion: Clostridium perfringens is an important indicator for water-
quality monitoring in communities, where raw water is used directly for human 
consumption without purification. Evaluation of the spores of this bacterium 
can provide an added margin of safety for predicting the microbial quality of 
drinking water.
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36/ ارزیابی توانایی کلستریدیوم پرفرنژنس در تعیین آلودگی مدفوعی آب در مقایسه با باکتری‌های شاخص

مقاله پژوهشی 	

ارزیابی توانایی کلستریدیوم پرفرنژنس در تعیین آلودگی مدفوعی آب در مقایسه 
با باکتری‌های شاخص

در  موجود  میکروبی  آلودگی  شاخص  باکتری‌های  اشرشیاکلی،  و  مدفوعی  کلیفرم  هدف:  و  مقدمه 
آب آشامیدنی هستند. اتحادیه اروپا برای تعیین کیفیت آب آشامیدنی، کلستریدیوم پرفرنژنس را یکی از 
به ‌منظور کارایی  این مطالعه  انسان در نظر گرفت.  برای کنترل کیفیت آب مصرفی  پارامترهای میکروبی 
با کلیفرم مدفوعی و اشرشیاکلی، برای ارزیابی آلودگی میکروبی آب  کلستریدیوم پرفرنژنس در مقایسه 

طراحی شد.
روش‌ کار: در این مطالعه توصیفی- تحلیلی، 60 نمونه آب خام در طی خرداد تا آذر سال 1391 از منابع تأمین 
آب استان اصفهان با رعایت شرایط استاندارد برداشت و آنالیز گردید. برای تعیین باکتری‌های کلیفرم مدفوعی، 
اشرشیاکلی، کلستریدیوم پرفرنژنس و استرپتوکوک مدفوعی، از روش تخمیر 10 لوله‌ای تک‌غلظته استفاده شد. 

برای آنالیز داده از نرم‌افزار SPSS 18 با سطح معنی‌داری کمتر از 0/05 درصد استفاده گردید.
باکتری‌های  از  نمونه‌های آب، حداقل یکی  از  نشان داد که در 46/2 درصد  این مطالعه  نتایج  یافته‌ها: 
شاخص آلودگی مدفوعی مثبت بود. بالاترین درصد شناسایی، به ترتیب به کلستریدیوم پرفرنژنس )36/5 
درصد(، استرپتوکوک مدفوعی )34/6 درصد(، کلیفرم مدفوعی )28/8 درصد( و اشرشیاکلی )25 درصد( 
مربوط بود. ضریب همبستگی پیرسون نشان داد که بالاترین وابستگی ارگانیسم‌های شاخص، به ترتیب بین 

کلستریدیوم پرفرنژنس و استرپتوکوک مدفوعی )0/88 درصد( بود.
کشورهای  در  آب  کیفیت  پایش  برای  مناسبی  شاخص  می‌تواند  پرفرنژنس  کلستریدیوم  نتیجه‌گیری: 
برای  آزمایش  می‌شود.  مصرف  تصفیه  بدون  و  مستقیم  به‌طور  توزیع  شبکه  آب  که  باشد  درحال‌توسعه 
پیشگویی کیفیت میکروبی آب  برای  از سلامت را  بالاتری  امن  باکتری، می‌تواند حاشیه  این  اسپورهای 

آشامیدنی فراهم کند.

مدفوعی،  شاخص  باکتری‌های  اشرشیاکلی،  مدفوعی،  استرپتوکوک  آب،  آلودگی  کلیدی:  کلمات 
کلستریدیوم پرفرنژنس
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مقدمه

برای  مهم  موضوعی  آشامیدنی،  آب  میکروبیولوژی  کیفیت 

مقام‌های  و  قانون‌گذاران  آب،  مصرف‌کنندگان، تأمین‌کنندگان 
تعیین  به‌منظور  ازاین‌رو،   .]1[ است  مسئول سلامت عمومی جامعه 
امکان انتقال عوامل بیماری‌زا از طریق آب، آزمایش‌های میکروبی 
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آزمایش  ازآنجا‌که  می‌شود.  انجام  روتین  به‌طور  آشامیدنی  آب 
در آب  آنها  حضور  احتمال  که  بیماری‌زا  ارگانیسم ‌های  انواع 
اساس  بر  آب  معمول  کنترل  و  پایش  نیست،  ممکن  دارد،  وجود 
 ،1914 سال  اوایل  از   .]2[ می‌شود  انجام  شاخص  ارگانیسم‌های 
کلیفرم کل به‌عنوان شاخص آلودگی آب آشامیدنی توسط انجمن 

بهداشت عمومی آمریکا پیشنهاد گردید ]3[.
منشأ  کل  کلیفرم  گروه  اعضای  از  برخی  این‌که  به  توجه  با   
برنامه پایش و  از  غیر مدفوعی دارند، مقرر گردید تا کلیفرم کل 
کنترل معمول آب حذف و به‌جای آن حضور کلیفرم مدفوعی و 
به‌عنوان  مدفوعی  کلیفرم  ]4،5[. حضور  شود  ارزیابی  اشرشیاکلی 
تأکیدی بر حضور مواد مدفوعی ناشی از حیوانات خون گرم است 
تکثیر  توانایی  به‌طورمعمول  اشرشیاکلی  چون  این،  بر  افزون   .]6[
نشانگر آلودگی  ندارد، وجود آنها در آب  در محیط‌های آبی را 
کلیفرم‌های  ماندن  زنده  الگوی  اگرچه   .]7[ است  مدفوعی جدید 
به  است،  باکتریایی  پاتوژن‌های  مشابه  اشرشیاکلی  و  مدفوعی 
مقایسه  در  محیطی  نامساعد  شرایط  برابر  در  کمتر  مقاومت  دلیل 
از  امکان تکثیر در محیط،  با تک‌یاخته‌ها و ویروس‌ها و همچنین 
مدفوعی  استرپتوکوک‌های   .]8،9[ است  برخوردار  اعتبار کمتری 
نیز که عموماً در مدفوع انسان و حیوانات وجود دارند، به‌ندرت در 
آب آلوده تکثیر می‌یابند و در شرایط نامطلوب ازنظر رشد مقاومت 
زیادی از خود نشان می‌دهند؛ ازاین‌رو، در مقایسه با اشرشیاکلی و 

باکتری‌های کلیفرم پایدارترند ]10[. 
 از استرپتوکوک‌های مدفوعی به‌عنوان شاخص اضافی برای 
تعیین کارایی تصفیه و کنترل مداوم سیستم‌های شبکه توزیع پس 
تشخیص  برای  و یا  تعمیرشده  یا  جدید  اصلی  لوله‌های  نصب  از 
آلودگی به‌وسیله ریزش‌های سطحی به داخل آب‌های زیرزمینی 
اتحادیه  امروزه   .]11،12[ می‌شود  استفاده  سطحی  آب‌های  یا 
پرفرنژنس  تعیین کیفیت آب آشامیدنی، کلستریدیوم  برای  اروپا 
را به‌عنوان یکی از پارامترهای میکروبی برای کنترل کیفیت آب 
پرفرنژنس  کلستریدیوم   .]13[ است  گرفته  نظر  در  انسان  مصرفی 

نسبت  که  است  هاگ‌دار  و  بی‌هوازی  مثبت،  گرم  باسیل‌های  از 
تقریباً  و  است  مقاوم  کاملًا  گندزدایی،  و  محیطی  فشارهای  به 
نیز  آبی  و در محیط‌های  دارد  فاضلاب حضور  دائمی در  به‌طور 
تکثیر نمی‌کند ]14[. به همین دلیل، پیشنهاد شد تا از کلستریدیوم 
یا  داشتن  حضور  برای  مناسب‌تر  شاخص  به‌عنوان  پرفرنژنس 
واحدهای  در  تک‌یاخته‌ای  کیست‌های  و  ویروس‌ها  نداشتن 
تصفیه آب و همچنین، برای حضور داشتن یا نداشتن اسُُیست‌های 
از  مخلوطی  با  گندزدایی  از  پس  پاروم  کریپتوسپوریدیوم 
طولانی‌مدت  بقای  اگرچه،  ]15[؛  شود  استفاده  اکسیدان‌ها 
پاتوژن‌های  با  مقایسه  در  پرفرنژنس  کلستریدیوم  اسپورهای 
روده‌ای مانند ویروس‌ها و تک‌یاخته‌ای موجب گردید تا استفاده 
 .]16[ باشد  مواجه  محدودیت‌هایی  با  پرفرنژنس  کلستریدیوم  از 
آشامیدنی،  آب  کیفیت  تعیین  برای  اروپا  اتحادیه  باوجوداین، 
برای  میکروبی  پارامترهای  از  یکی  را  پرفرنژنس  کلستریدیوم 
این   .]12[ است  نظر گرفته  در  انسان  کنترل کیفیت آب مصرفی 
مطالعه برای تعیین توانایی کلستریدیوم پرفرنژنس برای پیش‌بینی 
آلودگی مدفوعی آب در مقایسه با باکتری‌های شاخص مدفوعی 

طراحی گردید.

روش‌ کار
 
از  آب  نمونه   60 تحلیلی،  توصیفی-  مطالعه  این  انجام  برای 
چشمه،  عمیق،  چاه  اصفهان شامل  استان  آشامیدنی  آب  منابع 
قنات و رودخانه در طی خرداد تا آذر سال 1391 مطابق استاندارد 
 6 از  زمانی کمتر  فاصله  در  و  برداشت  میکروبیولوژی  آزمایش‌ها 
ساعت، به آزمایشگاه آب دانشکده بهداشت اصفهان منتقل گردید 
استرپتوکوک  اشرشیاکلی،  مدفوعی،  کلیفرم  تعیین  برای   .]17[
لوله‌ای   10 تخمیر  روش  از  پرفرنژنس،  کلستریدیوم  و  مدفوعی 
از  مدفوعی،  کلیفرم  شناسایی  برای   .]18[ شد  استفاده  دوغلظته 
محیط کشت Lactose broth )دمای انکوباسیون oC 35 به مدت 
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بالاترین درصد شناسایی، به ترتیب به کلستریدیوم پرفرنژنس )36/5 
درصد(، استرپتوکوک مدفوعی )34/6 درصد(، کلیفرم مدفوعی )28/8 

درصد( و اشرشیاکلی )25 درصد( مربوط بود )جدول 1(.
 مقایسه نتایج شناسایی و جداسازی کلستریدیوم پرفرنژنس با 
کلیفرم مدفوعی در نمونه‌های آب، نشان داد که به‌طور همزمان هر 
دو ارگانیسم در 23 درصد از نمونه‌ها شناسایی شدند. باوجوداین، 
مثبت  نمونه‌های  از  پرفرنژنس  کلستریدیوم  مثبت  نمونه‌های  تعداد 
داد  نشان  نتایج  این  بوده است )جدول 1(.  بیشتر  کلیفرم مدفوعی 
مدفوعی،  کلیفرم  حاوی  مثبت  نمونه‌های  از  درصد   5/8 در  که 
نسبت  این  درحالی‌که  نگردید؛  شناسایی  پرفرنژنس  کلستریدیوم 
در  که  به‌گونه‌ای  بود؛  متفاوت  پرفرنژنس  کلستریدیوم  برای 
نداشتند،  حضور  مدفوعی  کلیفرم  که  نمونه‌هایی  از  درصد   13/5

کلستریدیوم پرفرنژنس شناسایی گردید.
داد  نشان  نیز  اشرشیاکلی  با  پرفرنژنس  کلستریدیوم  مقایسه   
باکتری  دو  هر  همزمان  به‌طور  نمونه‌ها،  از  درصد   21/2 در  که 
کلستریدیوم پرفرنژنس و اشرشیاکلی حضور داشته‌اند؛ اما در 15/4 
درصد از نمونه‌هایی که اشرشیاکلی حضور نداشت، کلستریدیوم 
پرفرنژنس شناسایی شد. در مقابل در 3/8 درصد از نمونه‌هایی که 
نشد.  پرفرنژنس شناسایی  اشرشیاکلی حضور داشت، کلستریدیوم 
نیز نشان  استرپتوکوک مدفوعی  با  مقایسه کلستریدیوم پرفرنژنس 
داد که در 26/9 درصد از نمونه‌ها، به‌طور همزمان هر دو باکتری 
کلستریدیوم پرفرنژنس و استرپتوکوک مدفوعی حضور داشته‌اند؛ 
اما در 9/6 درصد از نمونه‌هایی که استرپتوکوک مدفوعی حضور 
 7/7 در  مقابل،  در  شد.  شناسایی  پرفرنژنس  کلستریدیوم  نداشت، 

انکوباسیون  )دمای   EC broth محیط کشت  و  ساعت(   48 تا   24
oC 0/5±44 به مدت 24 ساعت( و برای شناسایی اشرشیاکلی، از 
 Lauryl Sulfate و   Sorbitol Mac Conkey Agar کشت  محیط 
Broth حاوی MUG )دمای انکوباسیون oC 0/5 ±35 به مدت 24 

ساعت( استفاده شد. 
 Azide از محیط کشت برای شناسایی استرپتوکوک مدفوعی، 
تا 48  به مدت 24   35±2 oC انکوباسیون Dextrose Broth )دمای 

ساعت( و Pfizer Selective Enterococcus Agar )دماي انکوباسیون 
شناسایی  برای  گردید.  استفاده  ساعت(   24 مدت  به   35±2  oC
 Fluid Thioglycolate کلستریدیوم پرفرنژنس، ابتدا از محیط کشت
Medium )دماي انکوباسیون oC 2±35 به مدت 24 تا 48 ساعت(، 

انکوباسیون  )دماي   Tryptose Sulfite Cycloserine Agar محیط 
 Motility Nitrate کشت  محیط  ساعت(،   24 مدت  به   35±2  oC
Medium )دماي انکوباسیون oC 2±35 به مدت 48-24 ساعت( و 

تست Reduction Nitrate استفاده شد. نتایج همه آزمایش‌ها به‌صورت 
تعداد ارگانیسم )MPN( در 100 میلی‌لیتر گزارش گردید ]18[. برای 
تجزیه‌وتحلیل داده‌های این مطالعه، از آزمون کای اسکوئر و ضریب 
همبستگی پیرسون با استفاده از نرم‌افزار SPSS 20ب برای تعیین روابط 

.]19[ )α=0/05( بین شاخص‌های میکروبی استفاده شد

یافته‌ها

 نتایج این مطالعه نشان داد در 46/2 درصد از نمونه‌های آب، حداقل 
باکتری‌های شاخص آلودگی مدفوعی حضور داشته است.  از  یکی 

جدول 1: حضور باکتری‌های شاخص ازنظر تعداد )درصد(

کلرودخانهقناتچشمهچاهباکتری شاخص

)28/8%( 30)13/3%( 4)73/3%( 22)12/5%(2)6/7%( 2کلیفرم گرماپای
)25%( 26)3/8%( 4)19/2%( 20مشاهده نگردید)1/9%( 2اشرشیاکلی

)34/6%(36)3/8%( 4)19/2%(20)5/8%( 6)5/8%( 6استرپتوکوک مدفوعی
)36/5%( 38)5/8%( 6)15/4%( 16)5/8%( 6)9/6%( 10کلستریدیوم پرفرنجنس
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داشت،  حضور  مدفوعی  استرپتوکوک  که  نمونه‌هایی  از  درصد 
کلستریدیوم پرفرنژنس شناسایی نشد.

همبستگی  بالاترین  داد که  نشان  پیرسون  همبستگی  ضریب   
کلستریدیوم پرفرنژنس، به ترتیب با استرپتوکوک مدفوعی )0/88( 

و اشرشیاکلی )0/83( بود )جدول 2(.

بحث و نتیجه‌گیری

 امروزه در بیشتر کشورهای دنیا، از کلیفرم گرماپای )مدفوعی( 
میکروارگانیسم شاخص آلودگی مدفوعی  به‌عنوان  اشرشیاکلی  و 
آب استفاده می‌شود. وجود این باکتری‌ها نشان‌دهنده آلودگی‌های 
کلیفرم‌های  است.  حیوان  و  انسان  مدفوع  با  آب  جدید  و  تازه 
آلوده  آب‌های  طریق  از  می‌توانند  اشرشیاکلی(  از  )غیر  گرماپای 
آب  وارد  نیز  و خاک  فساد  حال  در  گیاهان  صنعتی،  فاضلاب  با 
شوند ]14[. نتایج این مطالعه نشان داد که کلستریدیوم پرفرنژنس 
در مقایسه با اشرشیاکلی، در تعداد بیشتری از نمونه‌های آنالیز شده 

شناسایی گردید )جدول 1(. 
 آنالیز آماری نشان داد که در 21/2 درصد از نمونه‌هایی که 
کلیفرم  باکتری‌های  از  یکی  حداقل  نداشته،  حضور  اشرشیاکلی 
مدفوعی و استرپتوکوک مدفوعی شناسایی شده‌ است؛ درحالی‌که 
این نسبت برای کلستریدیوم پرفرژنس کمتر بود؛ به‌گونه‌ای که در 
9/6 درصد از نمونه‌هایی که کلستریدیوم پرفرنژنس حضور نداشته، 
استرپتوکوک  و  مدفوعی  کلیفرم  باکتری‌های  از  یکی  حداقل 

حضور  نظر  از  دیگر،  سوی  از  است.  گردیده  شناسایی  مدفوعی 
مطالعه  باکتری‌های مورد  با دیگر  پرفرنژنس  همزمان کلستریدیوم 
پرفرنژنس  کلستریدیوم  که  نمونه‌هایی  از  درصد   36/5 در  نیز، 
و  مدفوعی  کلیفرم  باکتری‌های  از  یکی  حداقل  داشته،  حضور 
این  درحالی‌که  است؛  گردیده  شناسایی  مدفوعی  استرپتوکوک 
درصد   25 در  که  به‌گونه‌ای  بود؛  کمتر  اشرشیاکلی  برای  نسبت 
از  یکی  حداقل  نداشته،  حضور  اشرشیاکلی  که  نمونه‌هایی  از 
مدفوعی  استرپتوکوک  و  مدفوعی  کلیفرم  شاخص  باکتری‌های 
شناسایی گردیده است. حضور تعداد بیشتر کلستریدیوم پرفرنژنس 
بیشتر  مقاومت  و  بالاتر  عمر  دلیل طول  به  می‌تواند  منابع آب،  در 
دیگر  با  مقایسه  در  محیطی  نامساعد  شرایط  به  نسبت  باکتری  این 
باکتری‌های موردمطالعه مانند کلیفرم مدفوعی و اشرشیاکلی باشد. 
کلستریدیوم  که  داد  نشان  نیز   )1999(  Payment مطالعه   
مانند  بیماری‌زا  ارگانیسم‌های  از  بسیاری  با  مقایسه  در  پرفرنژنس 
اشرشیاکلی، طول عمر بیشتر در محیط و مقاومت بیشتر در شرایط 
موجب  این  که  دارد  ضدعفونی‌کننده  مواد  و  محیطی  نامساعد 
می‌شود بتواند سال‌ها در خاک و بیوفیلم زنده بماند ]15،20[. مطالعه 
آقای محمدی و همکاران )1380( نیز نشان داد که در 5 درصد از 
نمونه‌های آب واحد تولید ماکارونی، کلستریدیوم پرفرژنس مشاهده 
گردید که از نظر استاندارد، آب واحدهای تولید مواد غذایی باید 
نشان  نیز  دیگر  مطالعات   .]21[ باشند  پرفرژنس  کلستریدیوم  فاقد 
و  نامساعد  شرایط  در  نداشتن  تحمل  دلیل  به  اشرشیاکلی  که  داد 
بقای کمتر در محیط، به‌عنوان یک شاخص مدفوعی جدید و تازه 
به علت تکثیر در محیط  مطرح است و همچنین، کلیفرم مدفوعی 
و منشأ غیر مدفوعی آن، موجب کاهش حساسیت آن در مقایسه با 
کلستریدیوم پرفرنژنس می‌شود ]25-22[. ازاین‌رو، شناسایی موارد 
کمتر اشرشیاکلی در نمونه‌های آب موجب می‌شود تا نتایج کاذب 
منفی از نظر نبود آلودگی میکروبی و به دنبال آن، قضاوت نادرستی 

از ایمنی شبکه توزیع آب به علت نبود اشرشیاکلی ایجاد گردد. 
 حضور کلستریدیوم پرفرنژنس در تعداد بیشتری از نمونه‌های 

جدول 2: ضریب همبستگی میکروارگانیسم‌های شاخص در منابع آب 
)α >0/001(

باکتری شاخص
کلیفرم 
مدفوعی

اشرشیاکلی
کلستریدیوم 

پرفرنژنس
0/840/830/88استرپتوکوک مدفوعی
0/800/82کلستریدیوم پرفرنژنس

0/91اشرشیاکلی
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40/ ارزیابی توانایی کلستریدیوم پرفرنژنس در تعیین آلودگی مدفوعی آب در مقایسه با باکتری‌های شاخص

کیفیت  پیشگویی  برای  را  بالاتری  ایمنی  ضریب  می‌تواند  آب، 
میکروبی آب فراهم کند. ازاین‌رو، پایش شبکه‌های آب آشامیدنی 
باکتری‌های  همراه  به  پرفرنژنس  کلستریدیوم  به  آلودگی  نظر  از 
در  می‌تواند  اشرشیاکلی،  و  مدفوعی  کلیفرم  متداول  شاخص 
بسیار  آشامیدنی  آب  منابع  میکروبی  وضعیت  دقیق‌تر  شناسایی 
کلستریدیوم  باکتری  از  استفاده  ازاین‌رو،  باشد؛  کننده  کمک 
روستایی  مناطق  در  به‌ویژه  آب،  میکروبی  کنترل  در  پرفرنژنس 
که آب شبکه‌های توزیع بدون گندزدایی وارد شبکه توزیع آب 
می‌گردد، می‌تواند برای پیشگیری از بیماری‌های ناشی از آب مهم 

باشد.

قدردانی

بررسی  عنوان  با  پایان‌نامه‌ای  از(  )بخشی  حاصل  مقاله  این   
پارامترهای ميکروبی منابع آب شرب استان اصفهان به‌منظور تعيين 
مقطع  در  منابع آب شرب  سريع  و  دقيق  ارزيابی  مناسب  شاخص 
بهداشت محیط، در سال 1391 و کد 390530  مهندسی  دکترای 
است که با حمایت مالی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی 
درمانی اصفهان اجرا شده است. از همه کارشناسان بهداشت محیط 
نمونه‌برداری  در  که  اصفهان  استان  شهرستان‌های  بهداشت  مراکز 

آب کمک کردند، تشکر و قدرانی می‌شود.
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