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جدا شده از پسابهاي صنعتي، خانگي و  ايبررسي ميزان مقاومت كليفرمهاي روده
 بخشهايي از تصفيه خانه شهر اراك به فلزات سنگين

  2 محمد خليلي درمني و 3محمدرضا ذوالفقاري،  2، سحر شريفيان *1عباس اخوان سپهي

  گروه زيست شناسي ،دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران شمالتهران،  1
  ، گروه زيست شناسيخمين دانشگاه آزاد اسلامي واحدخمين،   2

  ، گروه زيست شناسيدانشگاه آزاد اسلامي واحد قم قم، 3

 27/8/92 :تاريخ پذيرش  27/3/90 :تاريخ دريافت

  چكيده
وارد  مختلف طرق به كه سمي هستند عناصر از كرومات و آنيونهاي تلوريت اكسي فلزات سنگين  نظير كادميوم، جيوه، نيكل و

 محيط از آنها حذف باشند، لذاآور مي زيان گياهان و انسان، حيوانات بالاخص بيولوژيكي، سيستمهاي شده و براي يستز محيط

 در و داشته فلزات سنگين زيستي حذف در بسيار مهمي نقش باكتريهابه ويژه  و هاميكروارگانيسم .است ضروري زيست

 از هاي مقاوم به فلزات سنگين سويه جداسازي و ايروده هاييفرمكل شپژوهش شمار اين در .دارند كاربرد بيوتكنولوژي
در اين مطالعه چهار جنس از . انجام شده استمختلف سيستم تصفيه پساب شهر اراك  خانگي و  قسمتهاي تي،صنع هايپساب

نمونه  از  spp Enterobacter  و  Klebsiella spp ،Escherichia coli، spp  Citrobacterشامل  ايخانواده باكتريهاي روده
در مقابل غلظتهاي مختلف فلزات سنگين  نظير كلريد  )(MICرشد  كننده متوقف تراكم و حداقل شدند جداسازي پسابهاي فوق

و مقاومت  تعيين گرديد آگار، در رقتروش  از استفاده سولفات نيكل، كلريد جيوه، كرومات پتاسيم و تلوريت پتاسيم با كادميوم،
 22mMبالاي  بسيار  MICبار براي اولين تحقيق  اين در .مشخص شد متد ابر تعدادي از آنتي بيوتيكها با روش ديسكآنها در بر

(4032μg/ml) 20كادميوم،  به نسبتmM (3884μg/ml)  ،20نسبت به كرومmM )6157 μg/ml ( ،10نسبت به تلوريتmM 
)2628μg/ml(  1نسبت به نيكل وmM ) (271.5μg/mlوه براي باكتري نسبت به جيKlebsiella spp دست آمده ب . 

  اي، مقاومت به فلز سنگين، مقاومت آنتي بيوتيكيكليفرمهاي روده :كليدي واژه هاي

  akhavansepahy@gmail.com :، پست الكترونيكي 22977860: تلفن نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
 3g/cm5چگالي فلزات سنگين عناصري هستندكه داراي

 جيوه، كادميوم، نيكل،: لزات سنگين شاملف .باشندمي

برخي  باشندآرسنيك، مس، سرب، كبالت، نقره وكروم مي
از فلزات سنگين به مقدار كم براي رشد سلولي نياز هستند، 

  .و تنها در غلظتهاي بالا سمي هستند

فلزات سنگين از جمله مواد آلوده كننده طبيعت به شمار 
استخراج معادن و ورود آيند كه طي عملكردهايي نظير مي

پسابهاي كارخانجات صنعتي از جمله كارخانجات رنگ و 

رزين، نساجي، دباغي، ذوب فلزات و آبكاري به محيطهاي 
طبيعي وارد مي گردند اين تركيبات غالباً به صورت محلول 
يا ذراتي در اتمسفر در محيطهاي آبي و خاكي رها 

خطرناكي شوند و گاه غلظت آنها در طبيعت به حد  مي
رسد و باعث آلودگي اكوسيستمهاي طبيعي مانند خاك،  مي

آبهاي سطحي و زيرزميني مي شوند و از سويي موجودات 
ثير قرار مي دهند از طرف ديگر مواد أزنده را نيز تحت ت
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آلاينده به اعماق زمين نفوذ كرده و سفره هاي آب 
   .)12( دهندرا در معرض آلودگي قرار مي زيرزميني

هاي مقاوم به فلزات نقش مهمي را يي ميكروارگانيسمشناسا
 ءدر رابطه با آلودگي محيط و نهايتاً تيمار اين محيطها ايفا

كنند به اين صورت كه با توجه به سطوح بالاي برخي مي
هاي آلوده به از فلزات در پسابها و به طور كلي در محيط

كنند ميها، مكانيسم مقاومتي را ايجاد فلز، ميكروارگانيسم
هاي مقاوم با توانايي تحمل سميت كه منجر به انتخاب گونه

ها در نتيجه معمولاً اين نوع ميكروارگانيسم .شوندفلزي مي
ي آلوده به فلز ظاهر مي شوند، محيطهاي محيطهاتماس با 

توانند با تحول و دگرگوني در آلوده به طور اتفاقي مي
كرد باكتري، باعث ساختار ژنتيكي باكتري يا تغيير در عمل

انتخاب همزمان فاكتورهاي مقاومت شوند، بر حسب ميزان 
آلودگي ممكن است ظرفيت پلاسميدي يا ساختار سلولي 
آنها تغيير يابد تا به آنجا كه قدرت تحمل غلظتهاي بالاتر 
تركيبات سمي را داشته باشند از طرف ديگر باكتريهاي 

سويه هاي ديگر  مقاوم قادرند با انتقال عناصر ژنتيكي به
   .)10( هاي مقاوم را افزايش دهندتعداد سويه

و  فيزيكي عوامل و بيوتيكها آنتي به باكتريها مقاومت
ژنهاي  وجود از ناشي عموماً ديگر ميكروبي ضد شيميايي
) پلاسميد(خارج كروموزومي  DNAروي  بر مقاومت

ضروري  ميزبان سلول بقاي براي معمولاً پلاسميدها .است
مثلاً قرار گرفتن در برابر (خاص  شرايط در ولي تندنيس

 تضمين بقاي و مقاومت ايجاد به قادر) عوامل ضد ميكروبي

   .)7( ستنده سلول

امروزه به دلايل مختلفي نظير افزايش جمعيت، بالا بودن 
مصرف سرانه آب در شهرها و به تبع آن ايجاد پساب قابل 

ان مجبور به توجه، محدوديت منابع آب در دسترس، انس
مين آب مورد نياز خود از منابع آبي غير متعارف بوده كه أت

مصرف پساب فاضلابهاي شهري يكي از اين روشها مي 
از طرفي افزايش يونهاي فلزي سمي در . تواند باشد

زيست  له نگران كنندهئفاضلابهاي شهري و صنعتي، مس

در شهر اراك صنايع كوچك و بزرگ . باشدمحيطي مي
- جمع ي وجود دارند كه فاضلاب خود را وارد شبكهبسيار

اين موضوع باعث بالا رفتن . كنندآوري فاضلاب شهري مي
مقادير اين فلزات در فاضلاب شهري و در نهايت پساب 

با توجه به اينكه اين مواد . شودخروجي از تصفيه خانه مي
خاصيت تجمع پذيري دارند، لذا تعيين مقادير اين مواد در 

در . خروجي تصفيه خانه ضروري به نظر مي رسدپساب 
كنار مزاياي متعدد استفاده از آبهاي بازيافتي در كشاورزي ، 
مخاطراتي نيز متصور است، يكي از اين مخاطرات 

باشد كه باكتريهاي بيماري زاي زا ميهاي بيماريميكروب
ي هستند كه در زاي ميكروباي بيشترين عامل بيماريروده

  .)1( شوندميپساب يافت 

بر اساس طرح تحقيقاتي در شركت آب و  حاضر تحقيق 
باكتريهاي كليفرم مدفوعي  روي بر فاضلاب استان مركزي 

 و  Citrobacter ،Escherichia coli Klebsiella sppنظير 

Enterobacter است گرديده انجام.  

انتروباكترياسه ها گروه بزرگي از باسيلهاي گرم منفي، بدون 
كه در حالت هوازي و بي هوازي اختياري بوده اسپور 

در اين . طبيعي در روده انسان و حيوان زندگي مي كنند
خانواده، چندين جنس مانند اشرشيا، كلبسيلا، انتروباكتر، 
سيتروباكتر، سراشيا، شيگلا، سالمونلا و پروتئوس وجود 

ساكن روده بوده و  E.coliدارند برخي از اين باكتريها مانند 
و گاهي هم ايجاد  ي از فلور طبيعي روده هستندبخش

  .)3( بيماري مي كنند

 چند انتخاب و مقاومت ميزان بررسي پژوهش اين هدف

اشرشياكلي، كلبسيلا، انتروباكتر  هايسويه بين از مقاوم سويه
پساب صنعتي،  هاي نمونه از شده جداسازي و سيتروباكتر

شهر  خانگي و قسمتهاي مختلف تصفيه خانه فاضلاب
  . باشداراك مي

تحقيقات نشان داده كه يك ارتباطي بين تحمل فلز و 
به دليل اين . مقاومت به آنتي بيوتيك در محيط وجود دارد

احتمال كه ژنهاي مقاومت به هر دو نزديك به يكديگر و بر 
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اند بنابراين به احتمال زياد در روي يك پلاسميد قرار گرفته
دند به دليل افزايش حضور محيط با يكديگر منتقل مي گر

باكتريهاي پاتوژن مقاوم به آنتي بيوتيك، درمان بيماريهاي 
تر از قبل شده بنابراين نه تنها بايد تر و گرانعفوني مشكل
كيد نمود بلكه أثر از آنتي بيوتيكها در جامعه تؤدر استفاده م

بايد نسبت به استفاده از ديگر مواد ضد ميكروبي از جمله 
  .)12(گردند آگاه بودكه وارد محيط مي ينفلزات سنگ

تاكنون ارتباط بين تحمل فلز و مقاومت به آنتي بيوتيك 
چندين بار گزارش شده است و با نتايج حاصل از اين 
-تحقيق مطابقت دارد كه از همه اين گزارشات چنين بر مي

آيد كه ژنهاي كد كننده مقاومت به فلزات و آنتي بيوتيكها 
  .)7( قابل انتقال قرار گرفته انددهاي بر پلازمي

ابتدا ميزان مقاومت اين باكتريها در مقابل غلظتهاي مختلف 
كلريد كادميوم، سولفات نيكل، كلريد جيوه، (فلزات سنگين 

تعيين  MICتوسط ) كرومات پتاسيم و تلوريت پتاسيم
گرديد، مقاومت آنها در برابر تعدادي از آنتي بيوتيكها 

ي باكتريهاعه ارتباط بين مقاومت مشخص شد و نيز مطال
مقاوم به فلزات سنگين مورد آزمايش و مقدار فلزات 
سنگين و نوع پسابهاي مورد آزمايش مورد بررسي قرار 

  .گرفت

 راههاي از كه است سمي سنگين فلزات از يكي كادميوم

 و كشاورزي خانگي، صنعتي، يپسابها نظير مختلف

 وارد صنعتي و شهري زايد مواد غيربهداشتي دفن مكانهاي

استنشاق مزمن تركيبات كادميوم، به . شود مي آب منابع
كند كه مي شكل بخارات يا گرد و خاك، ايجاد ورم ريوي

هاي كوچك هوايي بزرگ شده و در اين حالت كيسه
  .)16( شوندعاقبت در اثر حجم كم ريه تخريب مي

 معمولاً +Cr3 صورت به آن حاوي تركيبات و كروم عنصر

 مي  +Cr6صورت  به وليكن اندازد خطر نمي به را لامتيس

 تنفسي و گوارشي پوستي، از طريق كروم .باشد سمي تواند

 در كروم ظرفيتي شش استنشاق تركيبات .شود مي جذب

  .)18( شود ريه مي سرطان باعث مدت دراز

روي  بر مزمن و حاد اثرات داراي پتاسيم همچنين تلوريت
روي  بر تاثير آن حاد اثرات از كه شدبا مي حيوانات و انسان
چشمي  بيماريهاي و پوست گوارشي، سيستم تنفسي، سيستم

 آنيون اكسي دو داراي تلوريوم برد عنصر نام توان مي را

 سميت كه نحوي به باشد، مي تلورات و تلوريت سمي

 اين كه باشد مي بالاتر به مراتب تلورات به نسبت تلوريت

 اكسي است تلوريت بالاي اربسي حلاليت دليل به امر

 گروههاي اكسيداسيون تلوريت با و كرومات سمي آنيونهاي

 هاي گروه با جانشيني سلولي، مختلف آنزيمهاي تيولي

 زيان اثرات غيره و موتاسيون القاي سولفورآمينواسيدها،

  .)11( ددار دنبال به را باري

نيكل به طور گسترده در بيوسفر وجود دارد و از نظر 
اني در پوسته زمين بيست و چهارمين عنصر نسبت به فراو

علاوه نيكل يكي از عمومي ترين ه ب. عناصر ديگر مي باشد
استفاده هاي صنعتي  .فلزات در آبهاي سطحي مي باشد

وتجاري از نيكل شامل استنلس استيل، آبكاري، رنگها، 
نيكل در كوتاه مدت مشكلاتي ايجاد . سراميكها مي باشد

تواند باعث كاهش وزن درطولاني مدت ميكند اما نمي
 ب، كبد، تحريك و حساسيت بالا شودبدن، صدماتي به قل

)13(.  

به علت  يكي از سمي ترين فلزات سنگين است جيوه
توانايي آن در تركيب شدن با فلزات ديگر، مصرف صنعتي 

تركيبات جيوه در صنايع باطري سازي،  قابل توجهي دارد
ر كشاورزي به عنوان قارچ كش، دستگاههاي الكتريكي، د

  .)2( علف كش و باكتري كش استفاده مي شود

 محيطي زيست اين فلزات سنگين اثرات اينكه به توجه با

 فلزات كه  اين مقاوم به يباكتريها وجود لذا دارند، فراواني

 شاياني كمك تواند باشند، مي محيط از آنها حذف به قادر

 و سمي ركيباتاين ت از زيست محيط زدايي سم در

 زنده بر موجودات آنها شديد سمي اثرات از جلوگيري

 .باشد داشته
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  هاروش و مواد
نمونه از  7پژوهش تعداد  اين در: كشت و جداسازي

خانه، بركه بي پساب صنعتي  ، خانگي، ورودي تصفيه
خروجي  هوازي، بركه اختياري يك، بركه اختياري دو و

 استفاده اين عمل  با تصفيه خانه شهر اراك جمع آوري شد

 ميلي 250 اي برداري شيشه نمونه مخصوص ظروف از

 3 حدود كه شد دقت و گرفت صورت استريل ليتري

 شروع هنگام در تا بماند خالي بطري بالاي از سانتيمتر

 نمونه  pHتا زد هم به كاملاً را نمونه راحتي به بتوان آزمايش

 محل دماي شت،بردا تاريخ نمونه براي هر .شود يكنواخت ،

 شيشه سطح بر كه برچسبي روي نمونه نوع و برداري نمونه

 شده آوري جمع هاي نمونه .شد نوشته بود گرديده نصب

 روي كار مختلف مراحل تا گرديد منتقل آزمايشگاه فوراٌ به

 1شده  هموژن صنعتي پساب نمونه هر از .گيرد انجام آنها
 رقتهاي و شد تهبرداش استريل كاملاً شرايط در ليتر ميلي

 ميلي 9حاوي  آزمايش هاي لوله در 10- 10 تا 10- 1  متوالي

- هيدروكسيد سديم و پتاسيم دي(ليتر سرم فيزيولوژي 

 بازيافت جهت pH  2/7با استريل) هيدروژن فسفات

 1/0سپس از هر رقت . شد استفاده ميكروبي  جمعيت
آگار به روش   EMBليتر در دو پليت حاوي محيط  ميلي

Spread plate   كشت داده شد و سپس پليتهاي كشت داده
براي . درجه سانتي گراد قرار داده شد 37شده در انكوباتور 

شمارش كلنيها از دستگاه كلني كانتر استفاده شد پليتهايي 
 . بود شمارش شد 300تا  30كه تعداد كلني در آنها بين 

  شمارش احتمالي: MPN-شمارش احتمالي كليفرمها
MPN  كل گروه  در استفاده از روش چند لوله ايبا

هوازي  كليفرمها انجام شد كه شامل باكتريهاي هوازي و بي
اختياري، گرم منفي، بدون اسپور و ميله اي شكل بودند و 

ساعت در حرارت  24قادر بودند لاكتوز را در فاصله 
درجه سانتي گراد تخمير نموده و ايجاد گاز  5/0±35

 .نمايند

در اين : ميكروب هاي مقاوم به فلزات  روش جداسازي
تحقيق براي بررسي ميكروبهاي مقاوم به فلزات از روش 

 . استفاده شده است  رقيق سازي در آگار

 BHIپس از تهيه محيط كشت  Agar dilutionروش در 
آگار از اين محيط با پيپت برداشته داخل ارلنهاي كوچك 

درجه سانتي  121در دماي و تقسيم گرديد، در اتوكلاو 
عد از دقيقه استريل شده، به طوري كه ب 15گراد به مدت 

با روش فيلتراسيون كه اضافه كردن محلول فلز سنگين 
 pHد و يليتر رسميلي 25حجم نهايي به  استريل شدند

  .تنظيم شد 7محيط كشت برابر 

 از شده جدا باكتريايي هاي سويه مقاومت سنجش براي
 5/0- 24ي غلظتها با MICساس ا بر مقاومت الگوي پسابها

 سانتي درجه 35 دماي گار درآ در رقت روش ميلي مولار با

 .گرفت صورت pH 2/7 با گارآ نوترينت محيط در گراد،
 مانع از كاملاً كه محلول فلز سنگين  تراكم از ترين پايين(

  ).14()شودناميده مي  MIC گردد باكتري مي  رشد

 37دقيقه در   30به مدت پس از بسته شدن محيط، پليتها  
درجه  سانتي گراد قرار داده شد تا سطح پليت عاري از هر 

ميلي ليتر از  1در اين مرحله . گونه رطوبت شود
مك فارلند تهيه  5/0سوسپانسيون ميكروبي كه معادل با 

را با پيپت استريل در سطح محيط كشت فلز دار  ه بودشد
ح پليت پخش ريخته و با ميله شيشه اي استريل در سط

درجه  35- 37ساعت انكوباسيون  در  24و پس از  گرديد
د، از دو پليت نيز به  عنوان شسانتي گراد نتيجه بررسي 
  .كنترل استريلي استفاده  شد

  كنترل استريلي محيط كشت ) الف

  كنترل استريلي محلول فلزي) ب

  BHIمحيط  باكتريهاپس از اين مرحله به منظور نگهداري 
 درفلز به صورت شيب دار تهيه كرده و كلونيها  آگار حاوي

ساعت انكوباسيون و رشد  24آن كشت داده پس از 
  . گرديددرجه سانتي گراد نگهداري  4در يخچال  باكتريها
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- به برخي از آنتي نسبت باكتريها حساسيت مرحله بعد در

  (Padtan teb) ، توسط ديسك هاي آنتي بيوگرامبيوتيكها
 به نسبت حساسيت جهت تعيين. گرفت رقرا ارزيابي مورد

  :بيوتيكهاي آنتي
 Amikacin (30μg/Disc), Ciprofloxacin (5μg/Disc), 
Gentamycin (10μg/Disc) Tobramycin (10μg/Disc), 
Sulfamethoxazol, Tetracycline (30μg/Disc), 
Ampicillin (10μg/Disc), Chloramphenicol  
(30μg/Disc), Cefixime (5μg/Disc)        

 Mueller-Hinton Agarپليت در محيط  ديسك از روش 

(Merck)  به مدت پليتها دادن كشت از پس شد و استفاده 

 به توجه با سپس گرفتند، قرار انكوباتور در ساعت 20- 16

تعيين  حساس و مقاوم باكتريهاي رشد عدم ايجاد هاله
     ).6( گرديدند

در اين تحقيق : باندازه گيري فلزات سنگين در پسا
مقدار فلزات سنگين موجود در پساب ورودي و 
خروجي تصفيه خانه به كمك دستگاه جذب اتمي 

 ).14(مورد بررسي قرار گرفتند Scientific Buckمدل 
  .آورده شده است 5كه نتايج حاصل در جدول 

  نتايج 
-ميلي 22بالاي  بارمقاومت اولين براي پژوهش اين در

مولاري نسبت به ميلي 20دميوم، كا به مولاري  نسبت
 مولاريميلي 10مولاري نسبت تلوريت، ميلي 20كرومات،  

مولاري نسبت به جيوه براي ميلي 1به نيكل و  تنسب
صنعتي و ورودي  كه ازپساب Klebsiella sppباكتري 

 MIC. دست آمده تصفيه خانه شهر اراك جدا شده بود ب
 5/5به كادميوم، نسبت ) (4032μg/mlمولاري ميلي 22

 )8( و همكارانش Filaliگزارش شده توسط  MICبرابر 
)733μg/ml & 4Mm ( در موردK. pneumonia است .

 Karbasizaedگزارش شده توسط  MICبرابر  20 همچنين
در مورد ) 200μg/ml( مي باشد و )19(همكارانش و 

Kelebsiella pneumoniae   برابر  5/1وMIC  گزارش شده
 در مورد) 15mM( و )18(ش و همكارانSharma توسط 

Klebsiella planticola  سويهCd-1 بنابراين. باشدمي 

به كادميوم  مولاري ميلي MIC 22كه  كرد ادعا توان مي
 .است شده گزارش حال به تا كه است MICبالاترين 
نسبت به )   (3884μg/mlمولاري ميلي MIC 20همچنين  

، Klebsiella spp ،Escherichia coliكروم، در باكتريهاي 
spp Citrobacter دست آمد،ه جداشده از پساب صنعتي ب 

گزارش شده  MICبرابر   5/17و   19، 26كه به ترتيب 
به ترتيب (است كه  )15(و همكارانش  Rajbanshi توسط 
-ميكروگرم بر ميلي 220و 200، 150ي فوق باكتريهابراي 

مولاري يليم MIC 20همچنين  . باشندمي) ليتر
6157μg/ml) ( ،نسبت به تلوريتMIC10 ميلي-

- ميلي MIC 1نسبت به نيكل و )  (2628μg/mlمولاري

نسبت به جيوه براي باكتري ) (271.5μg/mlمولاري 
Klebsiella spp صنعتي و ورودي تصفيه خانه  كه ازپساب

 MICكمترين .  دست آمده شهر اراك جدا شده بود ب
ي ترين فلز بررسي شده يعني مربوط به سم گزارش شده

  .جيوه مي باشد

 
  ي گرم منفي موجود در پسابهاي بررسي شدهباكتريهادرصد فراواني  -1شكل 
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سولفات : Ni/ كلريد كادميوم: Cd.  پساب صنعتي ،فلزات سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه (MIC)حداقل ميزان غلظت ممانعت كننده از رشد - 2شكل

  كرومات پتاسيم: Cr/ تلوريت پتاسيم: Te/ يوهكلريد ج: Hg/ نيكل 
  

  
  پساب خانگي ،فلزات سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه (MIC)حداقل ميزان غلظت ممانعت كننده از رشد - 3شكل

  

  
  پساب ورودي تصفيه خانه ،فلزات سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه (MIC)حداقل ميزان غلظت ممانعت كننده از رشد-4شكل

  
  پساب بركه بي هوازي ،فلزات سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه (MIC)داقل ميزان غلظت ممانعت كننده از رشدح- 5شكل
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نتايج حاصل از شمارش مستقيم باكتريهاي گرم  1در شكل 
منفي موجود در پسابها نشان داده شده است، كه پساب 
  ورودي بيشترين سهم را  و پساب خروجي كمترين سهم

 .صاص داده استرا به خود اخت

در بين كليفرمهاي مدفوعي جدا شده از پسابهاي مختلف 
كه ميزان مقاومت آنها در برابر فلزات سنگين بررسي شد 
بيشترين مقاومت مربوط به كلبسيلا و كمترين الگوي 

همان ). 2شكل (مقاومتي مربوط به انتروباكتر مي باشد، 
گوي نشان داده شده است بيشترين ال 2طور كه در شكل 

در پساب صنعتي مي  مقاومتي مربوط به باكتريهاي موجود
توان به تماس دائمي باكتريها با باشد كه علت آن را مي
با توجه به سطوح بالاي برخي از . فلزات سنگين ارتباط داد

ها، از جمله فلزات در پسابهاي صنعتي، ميكروارگانيسم
كنند كه كليفرمهاي مدفوعي  مكانيسم مقاومتي را ايجاد مي

هاي مقاوم با توانايي تحمل سميت منجر به انتخاب گونه
ي بالاتر غلظتهاشوند، تا به آنجا كه قدرت تحمل فلزي مي

تركيبات سمي را داشته باشند از طرف ديگر باكتريهاي 
مقاوم قادرند با انتقال عناصر ژنتيكي به سويه هاي ديگر 

   ).17(دهندتعداد سويه هاي مقاوم را افزايش 

نشان داده شده است در بين  3همان طور كه در شكل 
ي مورد بررسي پساب خانگي علي رغم دارا بودن پسابها

اي بيشتر نسبت به پساب صنعتي تعداد كليفرمهاي روده
اي مقاوم به سهم كمتري را در وجود كليفرمهاي روده

فلزات سنگين دارد كه اين موضوع  را مي توان چنين 
ابهاي خانگي باكتريها كمتر در معرض تفسير كرد كه در پس
لازم به ذكر است كه در پسابهاي . باشندفلزات سنگين مي

ي مقاوم به فلزات وجود دارند همين باكتريهاخانگي نيز 
طور در سنجش ميزان فلزات سنگين در پساب خانگي  

ييد شد كه اين امر مي تواند به علت  أوجود فلزات سنگين ت
د به ميزان ناچيز در مواد شوينده و وجود برخي از اين موا

كارگاههاي كوچك صنعتي نظير كارگاههاي ريخته گري، 

رنگ كاري، صاف كاري در سطح شهر باشد كه پساب 
  . خود را وارد پساب شهري مي كنند

، كليفرمهاي جدا شده از پساب ورودي 4با توجه به شكل 
نشان خانه الگوي مقاومتي بالايي را به فلزات سنگين تصفيه

دهند كه اين به علت مخلوط شدن پسابهاي خانگي و مي
  . باشدخانه ميصنعتي در ورودي تصفيه

نتايج حاصل از حداقل ميزان غلظت فلزات سنگين كه 
ي جدا شده از بركه باكتريهاممانعت كننده از رشد براي 

باشند، در شكلهاي مي 2و 1هاي اختياري هوازي و بركهبي
در پساب خروجي نيز باكتريها . است آورده شده 7و 6 ،5

دهند كه بيشترين الگوي مقاومتي قابل توجهي را نشان مي
باشد كه حداقل مي Klebsiella sppآن مربوط به باكتري 

غلظت كروم و كادميوم كه از رشد اين باكتري ممانعت 
  .)8شكل ( باشدمولار ميميلي 20كنند مي

 

  
،فلزات  (MIC)كننده از رشدحداقل ميزان غلظت ممانعت  - 6شكل

  1 پساب بركه تثبيت اختياري سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه
  

 
فلزات  ،(MIC)حداقل ميزان غلظت ممانعت كننده از رشد - 7شكل

2بركه تثبيت اختياري شماره  سنگين ،براي كليفرمهاي مربوطه
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  اي كليفرمهاي مربوطه خروجي تصفيه خانه،فلزات سنگين ،بر (MIC)ميزان غلظت ممانعت كننده از رشد  -8شكل

  
  نتايج حاصل از بررسي مقاومت و يا حساسيت كليفرمهاي جدا شده از پساب صنعتي نسبت به آنتي بيوتيكها - 1جدول 

CFM C AM TE SXT TOB GM CI AK  سويه باكتري

S S R R R S S S S كلبسيلا 

R S R S R S S S S اشرشياكلي 

R S R R S S S S S يتروباكترس 

R R R R S S S S S انتروباكتر 

 نتايج حاصل از بررسي مقاومت و يا حساسيت كليفرمهاي جدا شده از پساب خانگي نسبت به آنتي بيوتيكها -  2جدول 

CFM C(30) AM TE(30)SXTTOB GM CI AK
سويه
 باكتري

S S R R R S S S S كلبسيلا 

R S R S R S S S S اشرشياكلي
R S R R S S S S S سيتروباكتر
R R R S S S S S S انتروباكتر

  نسبت به آنتي بيوتيكها 2و1هاي بي هوازي واختياري نتايج حاصل از بررسي مقاومت و يا حساسيت كلي فرم هاي جدا شده از پساب بركه - 3جدول 

CFM C(30) AM TE(30)SXT TOB GM CI AK سويه باكتري

S S R S S S S S S كلبسيلا 

S S S S S S S S S اشرشياكلي
S S S R S S S S S سيتروباكتر 

R R R S S S S S S انتروباكتر 

  آنتي بيوتيكها هاي جدا شده از پساب خروجي تصفيه خانه  نسبت بهنتايج حاصل از بررسي مقاومت و يا حساسيت كلي فرم - 4جدول 

CFM C(30) AM TE(30) SXT TOB GM CI AK سويه باكتري
S S R R R S S S S كلبسيلا 

R S R S R S S S S اشرشياكلي
R S R S S S S S S سيتروباكتر 

R R R R S S S S S انتروباكتر 
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 4تا  1 هاينتايج حاصل از تست آنتي بيوگرام در جدول
الگوي مقاومت به آنتي بيوتيكها در  آورده شده است،

اختياري يك،  باكتريهاي جدا شده از بركه بي هوازي، بركه
بركه اختياري دو، تصفيه خانه يكسان بود لذا تنها يك 

جهت گزارش تست آنتي بيوگرام اين ) 3جدول (جدول 
 . سه منطقه آورده شده است

نتايج حاصل از اندازه گيري مقدار فلزات سنگين موجود 
به كمك اراك  تصفيه خانهورودي و خروجي در پساب 

كه نتايج . قرار گرفتندمورد بررسي دستگاه جذب اتمي 
دهد كه اين فلزات نشان ميآورده  5حاصل در جدول 

  .وجود دارندآمده بررسي  در اينسنگين در پسابهايي كه 

  بحث 
بر اساس اطلاعات به دست آمده از آزمايشها غلظت فلزات 
كادميوم،  نيكل، كروم و جيوه در پساب خروجي به ترتيب 

گرم بر ليتر به دست ميلي >01/0و 06/0، 1/0، >01/0برابر 
اين در حالي است كه غلظت اين فلزات در پساب . آمد

، 25/0، 02/0اراك به ترتيب برابر  خانهورودي به تصفيه
  .باشدگرم بر ليتر ميميلي >01/0و  1/0

غلظت فلزات سنگين اندازه گيري شده  در پساب ورودي  -5جدول 
  و پساب خروجي تصفيه خانه شهر اراك 

 خروجي تصفيه خانه ورودي تصفيه خانه واحد ندهآلاي
 >mg/l 0,02 0,01 كادميوم

 mg/l 0,25 0,1 نيكل

 mg/l 0,1 0,06 كروم

 >mg/l 0,01< 0,01 جيوه
كيفيت استاندارد سازمان حفاظت محيط زيست ايران و  -6جدول 

آمريكا در مورد فلزات سنگين موجود در پساب خروجي تخليه شده به 
  يآبهاي سطح

استاندارد ايران EPAاستاندارد  آلاينده واحد

05/0 05/0 mg/l كادميوم 

38/2 2 mg/l نيكل 

71/1 2 mg/l كرم 

01/0< 01/0<  mg/l جيوه 

مقايسه نتايج حاصله با استاندارد محيط زيست ايران و 
 6كه در جدول   US-EPAاستانداردهاي مربوط به سازمان 

ت كه در تمام موارد نمونه اند، حاكي از آن اسآورده شده
برداري، مقادير فلزات مورد آزمايش پايين تر از حد 

مي باشد، كه با توجه به وفور تعداد  EPAاستاندارد 
كارگاهها و صنايع در سطح شهر كه باعث ورود فلزات 

رود كه گردند، انتظار ميسنگين به فاضلاب شهري مي
باشد در حالي  مقدار فلزات سنگين بالاتر از حد استاندارد

هاي به دست آمده نشان داد كه اين مقادير پايين تر كه داده
تواند به اين عامل مي) 5جدول .(از حد استاندارد بودند

ها و يا تعطيلي فصلي دليل دفع غير مجاز فاضلاب كارخانه
 .كارگاههاي موجود در سطح شهر باشد

ل دنياي امروز، آلودگي محيط ئترين مسا يكي از مهم
. باشديست به فلزات سنگين  سمي و خطرناك ميز

روشهاي متداول حذف فلزات سنگين از محيط آبي، 
 معكوس، فرآيند اسمز شيميايي دهيتعويض يون، رسوب

براي . باشندتبخير،  جذب سطحي، كه اغلب پر هزينه مي
پاسخ گويي به اين نياز، مطالعه در زمينه جذب زيستي 

 سمي و سنگين فلزات ي جذبتواناي ).4(باشدضروري  مي

 پژوهشگران خاص به توجه منجر ها ميكروارگانيسم توسط

 باكتريهاي و مخمرها، جلبكها قارچها، انواع مطالعه به

 فلزات اين حذف آن به دنبال و آنها جذب جهت در مختلف

 صنعتي، پساب كارخانجات خصوص به زيست محيط از

 گرديده فلزات هگون به اين آلوده فاضلابهاي و هارودخانه

  ).9(گويندميزيستي  سازي پاك آن به كه است

اگرچه تعدادي از فلزات سنگين عناصر كمياب ضروري 
توانند در غلظتهاي بالا براي تمام هستند، اما بيشترشان مي

هاي حيات مانند ميكروبها، با تشكيل تركيبات شاخه
كمپلكس در داخل سلول سمي باشند، فلزات سنگين بطور 

يندهاي صنعتي آدليل فره دي در زيستگاههاي ميكروبي بزيا
شوند، از اين رو بيشتر ميكروبهاي و طبيعي يافت مي

موجود در اين محيطها داراي چندين مكانيسم تكامل يافته 
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براي تحمل حضور فلزات سنگين هستند و يا آنها را به 
عنوان پذيرنده نهايي الكترون در تنفس بي هوازي به كار 

اثر ديگر تحمل فلزات سنگين در محيط اين است . دبرنمي
وسيله افزايش دادن فشار انتخابي محيط ه كه اين امر ب

اين . شودباعث حذف ژنهاي مقاومت آنتي بيوتيكي مي
احتمال وجود دارد كه ژنهاي مقاومت به آنتي بيوتيك و 

واقع  باكتريهافلزات سنگين هردو روي يك نوع پلازميد در 
ا همديگر در محيط نابر اين به احتمال زياد بشده باشند ب

اين موضوع زماني مشخص  تاهمي). 5(ندمنتقل مي شو
شود كه انسان و يا دامها به طور مستقيم و غير مستقيم مي

ي آلوده به فلزات سنگين قرار گيرد و يا، پسابهادر معرض 
با استفاده از محصولات كشاورزي كه در معرض اين 

سارات جاني جبران ناپذيري براي انسان و اند خبوده پسابها
ي مقاوم به فلزات باكتريها حتي مسئله. دام به وجود مي آيد

سنگين موجود در پساب خود مي تواند مشكلاتي از قبيل 
پس از طرفي . مقاومت به درمان آنتي بيوتيكي را ايجاد كند

بايد پسابها را از وجود فلزات سنگين و ميكروبهاي بيماري 
اي كه در نتيجه تماس با اين باكتريهاي رودهه ويژه بزا، 

ممكن است مسئله مقاومت به اين فلزات و در پي  محيطها
آن مقاومت آنتي بيوتيكي  در آنها ايجاد شده است تيمار 

و از طرفي ديگر نمي توان از نقش همين  گردد
ميكروارگانيسم هاي مقاوم به فلزات در حذف فلزات 

زيرا از نظر صنعتي كاربرد باكتري  سنگين چشم پوشي كرد
در تصفيه پساب و حذف فلزات آلوده كننده از محيط 

بايد در نظر داشت كه . زيست بسيار مقرون به صرفه است
كاربرد ميكروارگانيسم ها نيز  خود مستلزم شرايط خاص و 
مناسبي براي آنها مي باشد و چنانچه اين شرايط فراهم 

با . نيز مقدور نخواهد بودنشود، فعاليت اين موجودات 
پرورش باكتري و كاربرد مهندسي ژنتيك اين خاصيت 

انتخابي را مي توان تقويت كرده و طوري عمل كرد كه 
باكتري فلز خاصي را به تنهايي و در حضور ساير فلزات 

به عنوان مثال چنانچه باكتري در محيطي كه . جذب كند
يج غلظت و به تدر يابدفقط يك فلز خاص دارد پرورش 

پس از گذشت  پيدا كندفلز در محيط پرورش افزايش 
چندين نسل باكتري خود را به جذب فلز مورد نظر تطبيق 

خواهد  داده و حضور آن را در محيط به مقدار بيشتر تحمل
  ).13( كرد

بالاي كليفرمهاي گرم  بسيار مقاومت به توجه باو در آخر 
كه اين  ودب اميدوار توان منفي جدا شده از پساب مي

 زيستي سازي پاك جهت بسيار مناسبي ها انتخاب سويه

سنگين كادميوم، نيكل ، جيوه و  از فلزات صنعتي يپسابها
يند آفر .كرومات باشد و آنيونهاي سمي  تلوريت اكسي

جذب زيستي ، روشي مناسب براي زدايش فلزات سنگين 
از محيط آبي مي باشد و هزينه آن بسيار كمتر از روشهاي 

فناوري جذب زيستي هنوز در مراحل . يميايي مي باشدش
پيش بيني مي شود در آينده . ابتدايي توسعه قرار دارد 

اما براي . هزينه آن كاهش يافته و عملكرد آن بهبود يابد
استفاده گسترده از آن در مقياس واقعي به تحقيقات بيشتر 

و و برقراري ارتباط با صنايع توليد كننده محصولات مشابه 
رود با رواج اين انتظار مي. صنايع مصرف كننده نياز است

فناوري ارزان قيمت، گام مهمي در بهبود كيفيت محيط 
  .زيست برداشته شود

 شكر و قدردانيت

شركت آب و فاضلاب استان  مساعدت از وسيله بدين
 لازمه هماهنگيهاي و و امكانات هزينه مينأت جهت مركزي
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Abstract 

Heavy metals such as cadmium, mercury, nickel and Oxyanions for example chromate 
and tellurite are toxic elements that entering  into the environment in different ways and 
are harmful for biological systems, especially humans, animals and plants, so to remove 
it  from the environment is essential. Microorganisms, especially bacteria have a very 
important role in the biological removal of heavy metals and are used in biotechnology. 
In this essay, the heavy metal resistance patterns of bacterial strains isolated from 
industrial wastewater, domestic wastewater and various parts of the wastewater 
treatment system of Arak city have been studied. 28 intestinal bacterial strains were 
screened and identified as Klebsiella, Escherichia coli, Citrobacter and Enterobacter 
species biochemical methods. The minimum inhibitory concentration (MIC) against the 
various heavy metals including cadmium chloride, nickel sulfate, mercuric chloride, 
potassium chromate and potassium tellurite were determined using the agar dilution 
method and some antibiotics by disk method. In this study, for first time, we have found 
high MIC for Klebsiella sp., 22 mM (4032 μg/ml) for cadmium, 20 mM (3884 μg/ml) 
for chromium, 20 mM (6157 μg/ml) for telluride, 10 mM (2628 μg/ml) for nickel and 
1mM (271.5 μg/ml) for mercury. 
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