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 :مقدمه
كروم از عناصر فلزي است كه به دليل اهميت 

به طور گسترده اي در صنايع مختلف از جمله اقتصادي، 
تهيه آلياژهاي كرومي، آبكاري كروم، تركيبات 
بازدارنده خوردگي، تهيه رنگ، نساجي، صنايع چوب، 
دباغي و ساخت اجزاي ماشين و هواپيما به كار رفته و 
ورود آن به محيط زيست از طريق پساب اين صنايع و 

اي سطحي و متعاقبا آلودگي خاك، رسوبات و آب ه
شش  شكل دو به كروم. زيرزميني اجتناب ناپذير است

 آبي هاي سيستم در )III( و سه ظرفيتي )VI( ظرفيتي

 تحرك و سميت نظر از گونه دو اين كه دارد حضور
 كروم ظرفيتي سه گونه. متفاوتند كاملاً يكديگر با

 در راحتي به و داشته كمي تحرك و پذيري انحلال
 گيرد نمي قرار زنده موجودات وسيله به جذب معرض

 از كروم گونه اين از مناسبي غلظت حتي وجود ؛)1(
. است شده شناخته ضروري انسان براي اي تغذيه نظر

 نظر از ظرفيتي شش اين در حالي است كه كروم
 اكسي صورت به غالباً و بوده پايدار ترموديناميكي

CrO4آنيون
 آلوده هاي آب ويژه به آب، در  -2

  :چكيده
 Aيكي از اكسيد كننده هاي بسيار قوي و جز عناصر سرطان زاي گروه  )VI( كروم شش ظرفيتي :زمينه و هدف

ترشح شده توسط باكتري هاي  )EPS(اگزو پلي ساكاريدهاي . است كه در پساب صنايع مختلف وجود دارد
. ايفا نمايد در اين پساب ها مي تواند نقش موثري در افزايش مقاومت باكتري ها به اين عامل نامساعد موجود

و مقاومت آنتي بيوتيكي  VI باكتري هاي مقاوم به كرومات در احياي كروم EPSاين تحقيق با هدف بررسي نقش 
  .ها صورت گرفته است آن

آزمايشگاهي بر روي باكتري هاي مقاوم به كرومات موجود در انواع  - اين مطالعه مقطعي :روش بررسي
، احياي كرومات EPS، مقدار ترشح )MTC(ابل تحمل كرومات حداكثر غلظت ق. مختلف پساب صورت گرفت

   .بائر تعيين گرديد -و مقاومت آنتي بيوتيكي جدايه انتخابي به روش كيربي EPSتوسط 
بود، ) mg.ml-1117/0 ( EPSو حداكثر توان ترشح ) MTC ) mM128جدايه موثر كه واجد بالاترين  :يافته ها

 61مقايسه راندمان . تشخيص داده شد سودوموناس آئروژينوزاي گونه اي از بر اساس نتايج تست هاي بيوشيمياي
درصدي احياي سلولي كرومات حاكي از نقش قابل توجه  78با راندمان  EPSدرصدي احياي كرومات توسط 

EPS اين باكتري به طيف وسيعي از آنتي بيوتيك ها نيز مقاومت نشان داد. در احياي كرومات بود.  
كارگيري انواع مكانيسم هاي ه به افزايش مقاومت باكتري ها با ب در محيط منجر VI افزايش كروم :نتيجه گيري

اين . مي گردد و به موازات آن مقاومت آنتي بيوتيكي نيز افزايش مي يابد EPSسازشي چون افزايش ترشح 
اط با مكانيسم مقاومت مقاومت توام از لحاظ پزشكي بسيار مهم بوده و مي تواند اطلاعات ارزشمندي در ارتب

  .آنتي بيوتيكي، ژنتيك پلاسميد و اكولوژي جدايه مورد نظر در اختيار ما قرار دهد
  

  .، آنتي بيوتيك، پسابVI ، كرومسودوموناس آئروژينوزااگزو پلي ساكاريد،  :هاي كليدي واژه
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و پتانسيل  انحلال پذيري، تحرك. ددار حضور
 بسيار تركيبي اكسايش بالاي اين گونه از كروم، آن را به

تبديل  بيولوژيكي هاي سيستم براي خطرناك سمي و
تجمع كروم باعث ايجاد اختلال در عملكرد . نموده است

 اساس كه بر به طوري). 2( كبد، كليه و ريه مي گردد
 مريكاآ زيست محيط حفاظت آژانس اطلاعات

)USEPA(، كروم VI عناصر جز مزمن اثرات دليل به 
 اين بر). 3( است شده بندي طبقه A گروه زاي سرطان
 از آلاينده اين حذف براي موثر هايي روش يافتن اساس
 باشند، داشته همراه به نيز بالايي بازده كه آلوده هاي آب
  .است ضروري و مهم امري

 از VI كروم حذف براي مختلفي هاي روش
 توان مي جمله آن از كه است شده ارائه آبي هاي محيط

 و يوني رزين هاي تعويض شيميايي، رسوب به
 ها روش اين چه گر). 2(نمود  اشاره جداسازي غشايي

 اما ؛اند گرفته قرار استفاده مورد اي گسترده طور به
 مواد زياد حجم بقايا، كنترل و اجرا بالاي هاي هزينه

 تا ها آن استقرار نتيجه در شده توليد لجن و مصرفي
نموده  محدود را ها روش اين از برخي كاربرد حدودي

هايي موثرتر و  بنابراين دسترسي به روش .است
از پساب هاي صنعتي  VI كارآمدتر جهت حذف كروم

از اين رو پژوهشگران به تكنولوژي سبز . مورد نياز است
روي آوردند كه پاكسازي زيستي قسمتي از اين 

كنولوژي را در بر مي گيرد و مبتني بر جداسازي و ت
شناسايي ميكروارگانيسم هاي مقاوم براي كاهش 
. كارآمد و كم هزينه سميت پساب هاي صنعتي است

 ها، ها از جمله باكتري ميكروارگانيسم از انواع مختلفي
   در ها قارچ و پروتوزوآها ها، جلبك مخمرها،
 هاي روش به كه شده اند يافت كروم هاي حاوي پساب

 خود از احيا و متيلاسيون جذب زيستي، شامل مختلفي
از  كه مي كنند محافظت VI كروم سمي مقابل اثرات در

و  بين مكانيسم هاي اشاره شده، احيا از موثرترين
بنابراين عمده تلاش ها ). 4(كارآمدترين فرآيندهاست 

از محيط هاي آلوده بر احياي  VI براي پالايش كروم
گونه از كروم به فرم سه ظرفيتي كه با كاهش اين 

تحرك و انحلال پذيري اين عنصر همراه است، تمركز 
 هاي از باكتري زيادي بر اين اساس شمار ).5(يافته است 

 پساب با تغيير فرم محلول به نامحلول از كروم به مقاوم
  اند كه از آن جمله  شده جدا كروم با مرتبط صنايع

 از سودوموناس، ميكروباكتريوم، ييها گونه مي توان به
شوانلا، باسيلوس و  اشرشيا، انتروباكتر، دسولفوويبريو،

  ).6( اشاره نمود اسينتوباكتر
كنش باكتري ها با فلزات سنگين در  هم بر غالباً

محيط در قالب ساختار بيوفيلم متشكل از پلي ساكاريدهاي 
). 7( است) EPSs= exopolysaccharides(برون سلولي 

EPS ًشامل تركيباتي با وزن مولكولي بالا چون  عموما
و ) 9(بوده  DNAانواع كربوهيدرات ها، پروتئين و 

امكان نگهداري عناصر غذايي و آب، اتصال باكتري ها 
به سطوح و محافظت سلول هاي پلانكتونيك در برابر 
  تجزيه شيميايي و عوامل نامساعد محيطي را تسهيل 

هاي  مواد به دليل وجود گروهاين ) 8-10(مي نمايند 
عامل باردار در ساختار خود، خصوصيات جذبي و 

 به همين دليل امكان دگرچسبي قابل توجهي دارند و
 سطح در فلزات مانند باردار هاي مولكول انواع جذب

گرديده و موجبات تثبيت كوتاه مدت يا  فراهم اين مواد
د ها را در محيط فراهم مي آورن توقف بلند مدت آن

)10،11.(  
ز اين رو پلي ساكاريدهاي برون سلولي نقش ا

مهمي را در قالب جاذب هاي زيستي در پالايش فلزات 
كه نتايج تحقيقات انجام شده  به طوري. ايفا مي نمايند

حاكي از پالايش موثر سرب، نيكل و كادميوم از پساب 
آلوده به اين فلزات به واسطه به دام افتادن در ساختار اين 

هاي عاملي چون هيدروكسيل،  وجود گروه. د استموا
كربوكسيل، فنول و سولفيدريل در ساختار پلي 
ساكاريدهاي برون سلولي، جذب آلاينده هاي آنيوني 

همكنش  شدت بر. چون كرومات را نيز تسهيل مي نمايد
به فراواني و تركيب  VI اين مواد با اكسي آنيون كروم

  باكتري و شرايط  و بنابراين به گونه EPSشيميايي 
تحقيقات نشان داده است كه . تغذيه اي آن وابسته است

به افزايش توليد پلي ساكاريدهاي  حضور كروم منجر
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  برون سلولي و تغيير مرفولوژي بيوفيلم باكتري هاي 
  .)12،13(احيا كننده سولفات مي گردد 

له نگران كننده در اين خصوص، ارتباط أمس
  ات سنگين و مقاومت موجود بين مقاومت به فلز

وجود اين مقاومت ها . آنتي بيوتيكي در باكتري هاست
در باكتري ها يك پديده محيطي انتخاب طبيعي براي 
بقاي باكتري است كه خطر انتقال اين مقاومت ها به 

هنگامي كه ). 14(جوامع انساني را افزايش مي دهد 
چندين عامل ضد ميكروبي به يك هدف مشترك حمله 

، پاسخ به اين عوامل مي تواند به طور همزمان مي كنند
صورت گيرد كه اين پاسخ تحت عنوان مقاومت همزمان 

براي مثال بررسي پلاسميدهايي . نامگذاري شده است
سيسات تيمار فاضلاب بوده، نشان أها از ت آن ءكه منشا

داده است كه اين پلاسميدها داراي ژن هاي مقاومت به 
  چندين ژن مقاومت به  جيوه، كرومات، تلوريت و

آناليز توالي نوكلئوتيدي نيز حاكي . آنتي بيوتيك هستند
از آن بوده كه عناصر ژنتيكي عامل مقاومت، يا در ناحيه 
 ورود يا در ناحيه ترنسپوزون قرار گرفته اند كه احتمالاً

ضمن حوادث نوتركيبي چندگانه، اين مقاومت ها به 
ه از ديدگاه پزشكي لأپلاسميد افزوده شده اند و اين مس

بسيار حائز اهميت است، چراكه گسترش اين مورد در 
محيط مي تواند تهديد جدي براي درمان موفقيت آميز 

از اين رو اين مطالعه با هدف ). 6(بيماري ها باشد 
بررسي نقش پلي ساكاريدهاي برون سلولي باكتري هاي 

و  VI موجود در پساب آلوده به كرم در احياي كروم
ين مقاومت آنتي بيوتيكي جدايه انتخابي به منظور تعي

آگاهي از عوارض احتمالي آن بر سلامت جوامع انساني 
  .صورت گرفته است

  
  :روش بررسي

آزمايشگاهي در آزمايشگاه  - اين مطالعه مقطعي
. پژوهشي دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان انجام شد

ي هاي براي نمونه برداري از پساب و جداسازي باكتر
  هاي بطري در پساب هاي ، نمونهVI كروم مقاوم به

 آوري جمع استريل، و شده شويي اسيد اي شيشه
 براي .يافت انتقال آزمايشگاه به يخ روي بر و گرديده

 محيط ابتدا كرومات به مقاوم هاي باكتري جداسازي
 آگار استريل )Brain Heart Infusion )BHIكشت 

 نمك از استفاده با( VI ومكر ميلي مولار 5/0 و تهيه
K2Cr2O7 (ميلي 1 سپس. شد افزوده كشت محيط به 

 به) 10-6 تا 10-1( پساب مختلف هاي رقت از ليتر
 كروم حاوي كشت محيط سطح به استريل پيپت وسيله

VI پليت سطح بر كج سر اي شيشه ميله با و افزوده 
 30 دماي در روز 7 تا 3 مدت به ها پليت و گرديد پخش
 به منظور خالص سازي، .اري شدذگرماگ سانتيگراد درجه

آگار حاوي  BHIبه محيط  كلني هاي رشد يافته مجدداً
انتقال يافت و پس از حصول اطمينان از  VI كروم

خالص شدن باكتري ها، حداكثر غلظت قابل تحمل 
)MTC= Maximum Tolerable Concentration (

در  براث BHIبراي هر جدايه در محيط  VI كروم
ميلي  200تا VI )5/0 حضور غلظت هاي مختلف كروم

  ).11( گرديد تعيين K2Cr2O7ك با استفاده از نم) مولار
براي انتخاب جدايه اي كه قادر به توليد 
حداكثر پلي ساكاريد برون سلولي است، در محيط 

ساعته هر جدايه  24براث از كشت  BHIكشت 
   5پس س. مك فارلند تهيه گرديد 5/0سوسپانسيون 

 BHIميلي ليتر  100ميلي ليتر از اين سوسپانسيون  به 
دور در دقيقه شيكر به  180براث انتقال يافته و با سرعت 

 درجه سانتيگراد 30ساعت در دماي  48مدت 

محيط كشت حاوي باكتري به . گرماگذاري گرديد
سانتريفيوژ شده،  g 10000×دقيقه با سرعت 10مدت 

و با حجم معادل اتانول  محلول صاف روئين جدا شده
شبانه روز در  1مخلوط حاصل به مدت . مخلوط  شد

درجه سانتيگراد نگهداري گرديد تا پلي  4دماي 
 30به مدت  سپس مجدداً. ساكاريدها رسوب نمايند

سانتريفيوژ و رسوب ته نشين  g ×10000دقيقه با سرعت
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رسوب حاصل دو بار با اتانول . شده جمع آوري گرديد
 اسيد - به روش فنل EPSه و در نهايت مقدار شسته شد

به اين  EPSبراي تعيين مقدار . سولفوريك تعيين شد
ميلي ليتر  1ميلي ليتر از عصاره بالا،  2روش بايستي به 

درصد افزود و پس از آنكه مخلوط حاصل خوب  5فنل 
ميلي ليتر اسيد سولفوريك غليظ نيز به  5به هم زده شد، 
نيم ساعت پس از خنك شدن حدود . آن اضافه شود

كامل محلول، جذب آن توسط اسپكتروفتومتر در طول 
  ).15( نانومتر اندازه گيري گرديد 485موج 

پس از انجام رنگ آميزي گرم و تست هاي 
 بيوشيميايي، شناسايي جدايه هاي انتخابي بر طبق

Bergey s manual of systematic bacteriology 
جدايه انتخاب شده  سپس منحني رشد. صورت گرفت

 شامل VI در حضور غلظت هاي مختلفي از كروم

. ميلي گرم در ليتر تعيين گرديد 100و  10،50،)كنترل(0
 BHIميلي ليتر  100بدين منظور، به ارلن هاي حاوي 

نيز  VI براث كه حاوي غلظت هاي مختلفي از كروم
سلول باكتري به عنوان مايه تلقيح اوليه  5/1×108بودند، 

نانومتر به وسيله  600فه گرديد و رشد در طول موج اضا
  ).15(دستگاه اسپكتروفتومتر اندازه گيري گرديد 

به منظور تعيين مقدار توليد پلي ساكاريدهاي برون 
، جدايه VI سلولي در حضور غلظت هاي مختلف كروم

براث حاوي غلظت هاي  BHIميلي ليتر  100انتخاب شده به 
تلقيح ) ميلي گرم در ليتر 100و  VI )0،10،50 مختلف كروم

روز  3گرديد، پلي ساكاريدهاي برون سلولي پس از گذشت 
اسيد سولفوريك تعيين  - استخراج شده و سپس به روش فنل

 2در فواصل زماني  EPSسينتيك توليد . كميت گرديد
 ميلي گرم در ليتر كروم 100و  10،50ساعته و در سه غلظت 

VI ت و مقدار توليد به روش نيز مورد بررسي قرار گرف  
  ).15(اسيد سولفوريك اندازه گيري شد  –فنل

به وسيله  VI جهت تعيين پتانسيل احياي كروم
ميلي  100جدايه انتخابي، يك لوپ پر از جدايه انتخابي به 

تلقيح  VI ميلي گرم در ليتر كروم 10براث حاوي  BHIليتر 
دور در  180ساعت و با سرعت  24ارلن ها به مدت . گرديد

درجه سانتيگراد تكان داده شده و سپس  30دقيقه در دماي 

. دقيقه سانتريفيوژ گرديد 10و به مدت  g×10000با سرعت 
به  VI در محلول روئين حاصل از سانتريفيوژ غلظت كروم

روش دي فنيل كاربازيد و با استفاده از دستگاه 
بعد در مرحله ). 16(اسپكتروفتومتر دو پرتويي تعيين گرديد 

به وسيله اگزوپلي  VI به منظور بررسي احياي كروم
ساكاريدهاي استخراج شده از جدايه انتخابي، يك لوپ پر 

براث تلقيح شده و  BHIميلي ليتر  100از جدايه انتخابي به 
ساعت از شروع گرماگذاري در دماي  18پس از گذشت 

، يك )دور در دقيقه 180: سرعت شيكر(درجه سانتيگراد  30
پلي . ميلي ليتري از آن برداشت گرديد 20نه نمو

ساكاريدهاي برون سلولي از اين نمونه استخراج شده و در 
در نهايت . قرار گرفت VI ميلي گرم در ليتر كروم 10معرض 

 Perkin(غلظت كل كروم با استفاده از دستگاه جذب اتمي 

Elmer, Analyst 800( و غلظت كروم VI  به روش رنگ
  ).16(كربازيد اندازه گيري گرديد سنجي دي فنيل 

در نهايت براي بررسي مقاومت آنتي بيوتيكي جدايه 
جنتامايسين : انتخابي از ديسك هاي آنتي بيوتيكي شامل

)GM10( آميكاسين ،)AN30( نئومايسين ،)N30( ،
، سفتازيديم )CF30(، سفالوتين )CT30(سفتيزوكسيم 

)CFZ30( سفكسيم ،)CFM5( ونكومايسين ،)V30( ،
، اريترومايسين )CP5(، سيپروفلوكساسين )TE30(تتراسيكلين 

)E15( سولفامتوكسازول ،)SXT( سفالكسين ،)CN30( ،
، )NA30(، ناليديكسيك اسيد )FM300(نيتروفورانتوئين 

تهيه شده از  )MEM30(و مروپنم  )CA100(كاربني سيلين 
شركت پادتن طب جهت آنتي بيوگرام استفاده شد و 

 - به روش كيربي سودوموناس آئروژينوزاري حساسيت باكت
بر روي محيط كشت مولر هينتون آگار ) Kirby-Bauer( بائر

)MHA( در نهايت، . در سه تكرار مورد سنجش قرار گرفت
قطر هاله عدم رشد با خط كش ميلي متري اندازه گيري شد 

واسط گزارش گرديد  و با عناوين مقاوم، حساس و حد
در سه تكرار صورت گرفت و داده ها كليه آزمايشات  ).17(

به كمك آمار توصيفي با تعيين فاصله اطمينان توافقي و 
  .محاسبه خطاي استاندارد توصيف گرديد
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  :يافته ها
 نتايج بررسي حداكثر غلظت قابل تحمل كروم

VI  و توان توليد پلي ساكاريدهاي برون سلولي براي
جدا باكتري  10جدايه هاي مختلف در نشان داد؛ از 

كه گونه اي  1شده از پساب هاي مورد مطالعه، جدايه 

را به خود  MTCباسيل گرم منفي است، بالاترين 
نتايج استخراج پلي ساكاريدهاي . اختصاص داده است

برون سلولي نيز حاكي از توليد بيشترين اگزوپلي 
بوده  9و  1،2ساكاريد به ترتيب توسط جدايه هاي 

 ).1ه جدول شمار(است 

 

  حداكثر غلظت قابل تحمل و غلظت توليدي اگزوپلي ساكاريدها توسط جدايه ها :شماره ا لجدو

 (mg.ml-1)*ميزان اگزوپلي ساكاريد  محل نمونه برداري نوع پساب MTC (mM)  نوع باكتري جدايه

  117/0±038/0  ذوب آهن اصفهان ذوب فلز 128 باسيل گرم منفي 1
  105/0±028/0  نعتي دولت آبادمنطقه ص آبكاري 48 كوكسي گرم مثبت 2
  097/0±042/0  دانشگاه آزاد خوراسگان فاضلاب شهري 64 كوكوباسيل گرم منفي 3
  085/0±029/0  فولاد مباركه اصفهان ذوب فلز 32 باسيل گرم مثبت 4
  093/0±053/0  فولاد مباركه اصفهان ذوب فلز 32 باسيل گرم مثبت 5
  087/0±035/0  شگاه آزاد خوراسگاندان فاضلاب شهري 24 باسيل گرم مثبت 6
  081/0±080/0  دانشگاه آزاد خوراسگان فاضلاب شهري 28 باسيل گرم مثبت 7
  079/0±066/0  چرمشهر ورامين چرم سازي 32 باسيل گرم مثبت 8
  100/0±033/0  چرمشهر ورامين چرم سازي 24 باسيل گرم مثبت 9
  094/0±067/0  خوراسگان دانشگاه آزاد فاضلاب شهري 20 باسيل گرم منفي 10

MTC=  خطاي استاندارد گزارش شده اند ± داده ها به صورت ميانگين*حداكثر غلظت قابل تحمل؛.  
  

بنابراين جدايه موثر بر اساس نتايج به دست 
و  VI آمده از حداكثر غلظت قابل تحمل كروم

حداكثر توان توليد پلي ساكاريدهاي برون سلولي 
سايي آن پس از تعيين واكنش انتخاب شد و براي شنا

گرم، اقدام به انجام انواع تست هاي بيوشيميايي 
گرديد؛ بر اساس نتايج بدست آمده جدايه موثر، 

تشخيص داده شد  ئروژينوزاآ سودوموناسسويه اي از 
  ).2 جدول شماره(
 

  ويژگي هاي مورفولوژيك و بيوشيميايي جدايه انتخابي :2شماره  جدول
  نتيجه  تست  يجهنت تست نتيجه  تست

    حركت -  مانيتول باسيل مورفولوژي
  -  H2Sتوليد -  سوكروز - واكنش گرم

  -   متيل رد -  فروكتوز KOH تست 
  -   وژرپرسكوئر -  گالاكتوز منفرد آرايش

  -   هيدروليز نشاسته   احياي نيترات آبيسبز )آگار روي بر(پيگمان
  -   توليد گاز   اوره آز  قند از اسيد توليد

  كاتالاز  -  اندول ‐ لوكزگ

  اكسيداز   سيترات ‐ لاكتوز

  .عدم رشد باكتري در محيط هاي مورد مطالعه را نشان مي دهد): -(رشد و علامت (+): علامت
  

 ئروژينوزاآ سودوموناسدر بررسي منحني رشد 
مشخص  VI در حضور غلظت هاي مختلف كروم

د در محيط، رش VI گرديد، با افزايش غلظت كروم
وابسته  باكتري كاهش يافته و شدت كاهش رشد كاملاً
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كه  طوريه ب. در محيط بوده است VI به غلظت كروم
   10در حضور غلظت  روژينوزاآئ سودوموناسرشد 

ثير قرار أچندان تحت ت VI ميلي گرم در ليتر كروم
، رشد VI كه با افزايش غلظت كروم نگرفته، در حالي

ل قابل توجهي كاهش متناسب با افزايش غلظت به شك
تفاوت در شيب اوليه منحني رشد باكتري در . يافته است

به واسطه  ، احتمالاVIً حضور غلظت هاي مختلف كروم
  تفاوت در زمان مورد نياز براي سازش باكتري با 

كه شيب  طوريه ب. غلظت هاي مختلف كروم بوده است
   100و  0،10،50منحني در غلظت هاي مختلف 

به ترتيب معادل  VI ليتر كرومميلي گرم در 
. )1نمودار شماره( بوده است 04/0و  5/0،27/0،18/0

كاهش شيب اوليه منحني به واسطه افزايش غلظت 
حاكي از آن است كه باكتري  احتمالاً VI كروم

براي سازش با غلظت هاي بالاتر كروم به زمان 
  .بيشتري نياز داشته است
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  VI در حضور غلظت هاي مختلف كروم دوموناس آئروژينوزاسومنحني رشد  :1نمودار شماره

  
نتايج بررسي توليد پلي ساكاريدهاي برون 

و  0،10،50 سلولي در حضور غلظت هاي مختلف شامل
نشان داد كه افزايش  VI ميلي گرم در ليتر كروم 100

در محيط رشد باكتري، با افزايش توليد  VI غلظت كروم
به  ؛همراه بوده است پلي ساكاريدهاي برون سلولي

ميلي گرم  100در غلظت  EPSكه حداكثر مقدار  طوري
ساعت از شروع رشد باكتري  18در ليتر كروم و پس از 

ميلي گرم در ميلي ليتر  171/0صورت گرفته و معادل 
در  EPSاين در حالي است كه حداكثر مقدار توليد . بود

  ر ميلي گرم در ميلي ليت 117/0معادل  VI غياب كروم
اين نتايج حاكي از آن است ). 2 نمودار شماره(مي باشد 

يكي از مكانيسم هاي افزايش سازگاري  كه احتمالاً
  موجود در محيط، افزايش توليد  VI باكتري با كروم

  .پلي ساكاريدهاي برون سلولي است
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  VI حضور غلظت هاي مختلف كروم ساعته در 2توليد پلي ساكاريدهاي برون سلولي در فواصل زماني  :2نمودار شماره
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به وسيله باكتري ها از طريق  VI احياي كروم

مجموعه اي از مكانيسم هاي درون سلولي و برون 
در اين مطالعه براي بررسي . سلولي صورت مي گيرد

نقش انحصاري پلي ساكاريدهاي برون سلولي در احياي 
كرومات، پلي ساكاريدهاي استخراج شده در معرض 

دست آمده با نتايج ه قرار گرفت و نتايج ب VI كروم
به وسيله  VI حاصل از بررسي احياي سلولي كروم

غلظت كروم . مقايسه گرديد ئروژينوزاآ سودوموناس
روز به ترتيب معادل  3پس از گذشت  VI كل و كروم

ميلي گرم در ليتر بود كه  42/3±56/0و  731/0±70/8
  ز طريق درصدي احياي كرومات ا 61گوياي بازده 

اين در حالي است . پلي ساكاريدهاي برون سلولي است
كه راندمان احياي سلولي كرومات توسط باكتري 

  .درصد بوده است 78معادل  سودوموناس آئروژينوزا
نتايج تست آنتي بيوگرام بر روي ايزوله 

نشان مي دهد كه جدايه انتخابي  ائروژينوزآ سودوموناس
سفتازيديم، تتراسيكلين، به آنتي بيوتيك هاي سفكسيم، 

اريترومايسين، سفالكسين، كاربني سيلين، مروپنم و 
  ناليديكسيك اسيد مقاوم بوده است كه اين موضوع 

ژن هاي مقاومت به  مي تواند بيانگر آن باشد كه احتمالاً
فلز و مقاومت به آنتي بيوتيك بر روي يك كروموزوم 

  .)3ه جدول شمار( يا يك پلاسميد واقع شده اند
  

  جدا شده از پساب آلوده به كرومات سودوموناس آئروژينوزاالگوي مقاومت آنتي بيوتيكي  :3شماره جدول 
  الگوي مقاومت  آنتي بيوتيك الگوي مقاومت آنتي بيوتيك
 حساس سيپروفلوكساسين حساس جنتامايسين
 مقاوم اريترومايسن حساس آميكاسين
 مقاوم سفالكسين حساس سفتيزوكسيم
 مقاوم كاربني سيلين مقاوم سفكسيم
 مقاوم مروپنم مقاوم سفتازيديم

 مقاوم اسيدناليديكسيك نيمه حساس سولفومتوكسازول
 مقاوم نيتروفورانتوئين مقاوم تتراسيكلين

  
  :بحث

پلي ساكاريدهاي برون سلولي با ايجاد يك 
لايه حفاظتي در مقابل عوامل ضد باكتريايي و مضر 

هاي آلي و  امكان جذب يوندر شرايط نامساعد، 
در حقيقت . آلي را از محيط فراهم مي آورند غير

ترشح اين مواد توسط باكتري ها به محيط پيرامون 
خود از تماس مستقيم آلاينده با باكتري ممانعت به 
عمل آورده و امكان مقاومت و بقاي بيشتر باكتري 

در  VI بنابراين حضور كروم. را فراهم مي آورد
عنوان فلزي سمي و خطرناك، منجر به محيط به 

تحريك ترشح پلي ساكاريدهاي برون سلولي توسط 
ها را  باكتري ها گرديده، سازگاري و مقاومت آن

بنابراين اين تحقيق با هدف بررسي . افزايش مي دهد

نقش پلي ساكاريدهاي برون سلولي در احياي 
كرومات و ايجاد مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري 

از اين رو پس از  ؛طراحي گرديد VI كروممقاوم به 
و پتانسيل توليد پلي ساكاريدهاي  MTCبررسي 

باكتري جداشده از پساب هاي  10برون سلولي 
 MTCبه دليل داشتن بالاترين  1صنعتي، جدايه 

 EPSو حداكثر توان توليد ) ميلي مولار 128(
به عنوان جدايه ) ميلي گرم در ميلي ليتر 117/0(

كه بر اساس نتايج تست هاي  ب گرديدموثر انتخا
تشخيص  سودوموناس آئروژينوزاگونه اي از بيوشيميايي 

 VI در مطالعات صورت گرفته آستانه تحمل كروم. داده شد
حاوي براي انواع باكتري هاي موجود در پساب هاي 
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ميلي مولار  12كروم بسيار متفاوت و به عنوان نمونه شامل 
 Pseudomonas aeruginosa )18( ،19 براي باكتري

 Enterobacter cloacae SUKCr1Dبراي ميلي مولار 
 R1-7A  Staphylococcusميلي مولار براي 760، )15(

arlettae )6 ( ميلي مولار براي باكتري  22و
Corynebacterium hoagie )19 (شده است گزارش .

در محيط پيرامون  EPSاكثر باكتري ها قادر به توليد 
اين توانايي امكان اتصال، تحمل و  خود هستند و

ها را افزايش مي دهد  احياي كروم به وسيله آن
به  EPSدر اين تحقيق افزايش توليد ). 20،21(

در محيط رشد باكتري،  VI موازات افزايش كروم
مويد وجود اين مكانيسم سازگاري در باكتري 

كه حداكثر  طوريه ب. است سودوموناس آئروژينوزا
ميلي  100ط اين باكتري در غلظت توس EPSترشح 

ميلي گرم در  171/0و معادل  VI گرم در ليتر كروم
ميلي ليتر بوده است كه در مقايسه با شرايط عدم 

 46، )شرايط كنترل(در محيط  VI حضور كروم
برابر  2/2 درصد افزايش نشان داده است و تقريباً

EPS  گزارش شده در شرايط مشابه توسط باكتري
Enterobacter cloacae  در مطالعهHarish  و

  ). 15(همكاران بوده است 
و  Sundarدر نتايج تحقيقات اخير توسط 

توسط باكتري هاي مقاوم  EPSهمكاران نيز به توليد 
به كروم جدا شده از پساب صنايع چرم سازي با 

  ميلي گرم در  063/0تا  059/0غلظتي در حدود 
افزايش ن نيز به اين محققي. ميلي ليتر اشاره شده است

اثر  در Bacillus subtilisتوسط باكتري  EPSتوليد 
). 22(افزايش غلظت كروم در محيط اشاره نموده اند 

بر روي  VI در مطالعه ديگري پيرامون جذب زيستي كروم
 Bacillus(كربن فعال، گزارش شده است كه سه باكتري 

coagulans (CECT12 ،Streptococcus equisimilis 

(CECT 926)  وEscherichia coli (CECT 515) به ترتيب 
پلي  ميلي گرم 77/4و  24/7، 19/9قادر به توليد 

  ).23( اند ساكاريد در هر گرم زيست جاذب بوده

درصدي احياي كرومات  61مقايسه راندمان 
درصدي احياي سلولي  78با بازده  EPSاز طريق 

كرومات حاكي از دخالت فرآيندهاي وابسته به 
ول در احياي زيستي كرومات است كه از آن سل

جمله مي توان به نقش آنزيم احيا كننده كروم نيز 
مقايسه نتايج اين تحقيق با نتايج محققين . اشاره نمود

و احياي  EPSديگر كه احياي كرومات از طريق 
درصد  9/71و  7/31سلولي كرومات را به ترتيب 

لي گزارش نموده اند، به نقش موثرتر احياي پ
در مطالعه  Pseudomonas aeruginosaساكاريدي 

اشاره  Enterobacter cloacaeحاضر در مقايسه با 
در نتايج تحقيقات صورت گرفته، ). 15(دارد 

گزارش شده است كه در اكثر سيستم هاي هوازي، 
آنزيم هاي كرومات ردوكتاز محلول در سيتوزول،  

سلول در درون  IIIم به كرو VIم ول احياي كروئمس
  از جمله . يا خارج از غشاي پلاسمايي هستند

  باكتري هايي كه فرآيند احياي كرومات توسط 
  از طريق سيستم آنزيمي صورت  ها عمدتاً آن

و  E.coliمي گيرد، مي توان به باكتري هاي 
Bacillus firmus  24(اشاره نمود.(  

سودوموناس مقاومت آنتي بيوتيكي باكتري 
سيعي از آنتي بيوتيك ها در به طيف و آئروژينوزا

سفكسيم، سفتازيديم، تتراسيكلين، (اين مطالعه 
اريترومايسين، سفالكسين، كاربني سيلين، مروپنم، 
) ناليديكسيك اسيد، كاربني سيلين و نيتروفورانتوئين

ناشي از افزايش توان تحمل باكتري در  نيز احتمالاً
ان به عنو EPSمحيط به واسطه پتانسيل بالاي توليد 

مكانيسمي براي افزايش سازگاري و مقاومت در 
گروهي از محققين نيز موفق به شناسايي . محيط است

، Pseudomonas aeruginosa چندين باكتري شامل
Klebsiella pneumoniae و Staphylococcus epidermidis 

  شدند كه با تشكيل بيوفيلم نسبت به چندين 
اومت نشان آنتي بيوتيك و فلز سنگين از خود مق

  ).19(دادند 
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 بر مبني در مطالعات انجام شده، شواهدي
 و باكتري محيط فلزي آلودگي بين ارتباط وجود

 وجود ها بيوتيك آنتي به نسبت مقاومت گسترش
 و كننده آلوده فلزات ميزان و نوع ارتباط. دارد

 مبين بيوتيكي آنتي مقاومت اختصاصي الگوهاي
  به نسبت توام مقاومت متعدد سازوكارهاي

 توان مي و باشد مي سنگين فلزات و ها بيوتيك آنتي
 ايجاد ولئمس هاي ژن احتمالاً كه نمود گيري نتيجه

 يكسان خارجي عامل دو هر به نسبت مقاومت
   و فلزات به باكتري مستقيم غير هاي پاسخ. هستند
 اين مبين نيز EPS توليد قبيل از ها بيوتيك آنتي
  ).25( است مطلب

  
  :گيرينتيجه 

به تنهايي و  EPSنتايج اين تحقيق نشان داد كه 
آنزيمي نقش موثر و  -بدون دخالت فرآيندهاي سلولي

 كارآمدي در احياي كرومات و كاهش سميت 

افزايش ترشح پلي . پساب هاي صنعتي دارد
سودوموناس ساكاريدهاي برون سلولي توسط باكتري 

به  در حقيقت پاسخي به افزايش كرومات آئروژينوزا
عنوان يك عامل نامساعد محيطي و به كارگيري 
مكانيسمي جهت افزايش سازگاري و مقاومت باكتري 
است كه نتيجه آن افزايش مقاومت اين باكتري به طيف 

زيرا ژن هاي  ؛وسيعي از آنتي بيوتيك ها بوده است
بر روي  مقاومت به فلز و مقاومت به آنتي بيوتيك عموماً

  ر مجاورت يكديگر قرار يك پلاسميد يا اپرون د
  بنابراين افزايش فلزات سنگين در محيط . گرفته اند

به افزايش مقاومت باكتري ها گردد و  مي تواند منجر
علاوه بر پيامدهاي زيست محيطي، مخاطراتي براي 

  .سلامتي انسان به دنبال داشته باشد
  

  :تشكر و قدرداني
بدين وسيله از سركار خانم نفيسه قاسمي، 

اس آزمايشگاه ميكروبيولوژي و جناب آقاي كارشن
مهندس اميني رئيس محترم آزمايشگاه هاي دانشكده 
كشاورزي دانشگاه آزاد اسلامي واحد خوراسگان 
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Background and aims: Cr (VI) is one of the strongest oxidizing agents and is classified as 
carcinogen group A which presents in various industrial wastewaters. Exopolysaccharides (EPS) 
are natural polymers that are secreted from several environmental bacterial groups especially in 
response to adverse conditions. Therefore, exopolysaccharides from bacterial species of these 
astewaters may contribute in increasing their resistance to unfavorable factors. Thus the aim of 
this study was to investigate the role of exopolysaccharides from chromate resistant bacteria in 
chromate reduction and antibiotic resistance. 
Methods: This research was a laboratory crossectional study that was performed on chromate 
resistant bacterial species in different kinds of wastewaters. Maximum tolerable concentration 
(MTC), amount of exopolysaccharides secretion, chromate reduction by EPS and antibiotics 
resistance of selected isolation were determined. The data were analyzed by determining the 
standard error and agreed confidence intervals (P<0.05). 
Results: An effective isolation showed the highest MTC and EPS production: 128 mM and 
0.117 mg.ml-1 respectively was identified as Pseudomonas aeruginosa based on biochemical 
test results. Comparison between chromate reduction efficiency by EPS solely (61%) and 
chromate reduction efficiency by bacterial cell (78%) indicated considerable role of EPS in 
chromate reduction. These bacteria also indicated resistance to a wide range of antibiotics. 
Conclusion: Environmental increasing of Cr(VI) concentration leads to increasing in bacterial 
resistance using various types of adaptable mechanisms such as higher EPS production. This 
resistance is very important in terms of a medicine subject and can be valuable information for us 
in the relationship to the mechanisms of antibiotic resistance, plasmid genetics and the desired 
isolated ecology. 
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