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آب های زیرزمینی یکی از منابع اصلی آب آشامیدنی در ایران 
سلامت  در  مهمی  نقش  آنها  آلودگی  از  جلوگیری  و  هستند 
و بهداشت عمومی دارد. این منابع بواسطه نشت فاضلاب ها 
ویژه  به  میکروبی  آلاینده های  با  آلودگی  معرض  در  همواره 
ویروس های بیماری زا قرار دارند. در سال های اخیر، مدلسازی 
صافی 1های جاذب ویروس به عنوان یک موضوع مورد علاقه 
عنوان  به  روتاویروس2  تحقیق  این  در  است.  مطرح  محققین 
یک نمونه از ویروس های بیماری زا بررسی شد و عبور ویروس 
از خاک رس آمیخته با سه محلول قلیایی سدیم هیدروکسید، 
کربنات کلسیم و آلومینیوم هیدروکسید، جداگانه مورد مطالعه 
قرار گرفت. عیار ویروس با محاسبه آسیب دیدگی پنجاه درصد 
نیز برای   pH الکتریکی و اندازه گیری شد و هدایت  سلول ها 
داد  نشان  یافته ها  گردید.  بررسی  جذب  پارامترهای  تعیین 
و شرایط  زمان  از  تابعی  در  خاک  صافی های  از  استفاده  که 
شیمیایی بطور معنی داری سبب کاهش عیارسنجی3 ویروس ها 
یونی  قدرت  و  قلیایی   pH در  ویروس  نگهداشت  می گردد. 
بالاتر مطلوب بوده و بیشترین حذف ویروس به ستون خاک 
رس-کربنات کلسیم نسبت داده شد. براساس نتایج این بررسی 
كاربرد صافی های خاک رسی- آهکی در بهسازی چاه های آب 
و حذف یا كاهش ویروس های بیماری زای موجود در فاضلاب 

مؤثر و قابل توصیه می باشد.

خاک  ویروسی،  آلودگی های  زیرزمینی،  کلیدی:  آب  واژه های 
رس، روتاویروس.

Groundwater and aquifers are the major sources of drinking 
water in Iran. Water pollution prevention plays a key role 
in the public health. They have the potential to become 
contaminated with pathogenic microorganisms from 
wastewater and leaking sewage pipes. The transport of 
viruses in absorbent media as a filter has been a subject of 
great interest in recent years. We studied the transport of 
rotavirus, used as surrogate pathogenic viruses, through the 
clay mixed with three various alkaline solutions; Sodium 
hydroxide, calcium carbonate and aluminum hydroxide. 
TCID50 method )50% Tissue Culture Infective Dose( 
was used for Virus titration the electrical conductivity and 
pH parameters were also investigated. The experimental 
data were fitted with a transport model to determine the 
adsorption parameters. Using soil filters at a given time and 
under certain chemical conditions significantly reduced 
titration of viruses. At alkaline pH and higher ionic strength, 
rotavirus was retained significantly by attachment to the 
solid–water interfaces due to electrostatic interactions. 
A high initial removal can be ascribed to Calcareous clay 
column. To conclude, pH and ionic strength seem to be the 
major factors determining attachment of the virus to the soil 
grains. It is recommended to use Calcareous clay column to 
improve wells for reducing pathogenic viruses in water.

Keywords: Groundwater, Viral contaminants, Clay, 
Rotavirus.
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مقدمه

انتقال میکروارگانیسم های عامل بیماری زا4 به آب های زیرزمینی 
در  می تواند  که  است  زیست محیطی  مهم  بسیار  مسائل  از 
سطحی وسیع سبب شیوع بیماری شود )مهرآوران و اسماعیلی، 
در  فاضلاب ها  و  دامی  کودهای  از  استفاده  امروزه   .)1393
و  خاک  حاصلخیزی  افزایش  منظور  به  کشاورزی  زمین های 
نکته  ولی  است  یافته  افزایش  آن،  فیزیکی  ویژگی های  بهبود 
حائز اهمیت این است که کاربرد نادرست آنها باعث آلودگی و 
کاهش کیفیت آب سطحی و زیرزمینی شده و در نتیجه سلامت 
عمومی و زیست محیطی را به خطر انداخته است )جوانی و 
آب،  به  وابسته  بیماری  شکل  معمول ترین   .)1394 همکاران، 
جهانی  مقیاس  در  بیشتری  آسیب  سبب  که  شکلی  آن  بویژه 
می گردد، شامل بیماری هایی است که با آب آلوده به ادرار و 
مدفوع انسانی، منتقل می شوند )Melnick و همکاران، 1987(. 
هپاتیت های  وبا،  این دسته حصبه،  بیماری های  از عمده ترین 
و  Kocwa-Haluch ( و غیره هستند  اسهال ویروسی  مسری، 

Zalewska ، 2002( که بروز آنها بطور همزمان، بین افرادی که از 
 .)2011 ،WHO( یک منبع آب استفاده کرده اند، مشخص می شود
روتاویروس ها بعنوان یکی از عوامل بیماری زای مهم ایجادکننده 
بیماری های اسهالی بشمار می روند و جزء خانواده رئوویریده5 
طبقه بندی می شوند )Bridger و Pocock، 1986(. در کشورهای 
ویروس های  میان  در  موجود  روتاویروس های  توسعه،  حال  در 
تلفات شناخته شده ی  بیشترین  از طریق آب عامل  انتقال  قابل 
حاصل  از التهابات معده و روده هستند. سویه6 های متعددی 
از روتاویروس ها در جهان پراکنده اند و عامل اسهال های شدید 
حاصل از آب در کودکان و بزرگسالان به شمار می آیند. ویروس ها 
در آب های سطحی، آب های زیرزمینی فاضلاب های تیمار شده، 
شناسایی  آشامیدنی  آب های  در  همچنین  و  فاضلاب  رسوبات 
شده اند. لازم به ذکر است که میزان دفع روتاویروس ها از افراد 
بیمار بسیار زیاد است؛ هر چند که در زمان ورود به آب و فاضلاب 
بنابراین  می یابد.  کاهش  آن ها  غلظت  و  می شوند  رقیق  بسیار 

حضور این ویروس ها در فاضلاب نشان دهنده قابل انتقال بودن 
این ویروس ها از طریق آب می باشد )عمویی و یحیی پور، 1385(.

و  خاک  در  ویروسی  آلاینده های  انتقال  دقیق  پیش بینی  برای 
تعیین خطر آلودگی منابع آب، مدل هایی لازم است که بتوانند 
آلاینده ها  این  شدن  غیرفعال  و  نگهداشت  انتقال،  وضعیت 
مدلسازی  در  نخست  گام  کنند.  برآورد  مناسب  تخمینی  با  را 
انتقال ویروس در خاک، شناسایی سازوکارها و فاکتورهای موثر 
بایستی  بعدی  گام  در  است.  خاک  در  آن  انتقال  و  جذب  بر 
شایان  بیان شوند.  کمی  به صورت  فاکتورها  و  سازوکارها  این 
ذکر است که ویژگی های فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیک خاك 
و همچنین بار ویروس، بر جذب و انتقال آن در خاك موثرند 

)Torkzaban و همکاران، 2006(.
انتقال آنها در خاك  اندازه عوامل بیماری زا نقش مهمی را در 
انتقال  قابل  میكروارگانیسم های  انواع  بین  در  دارد.  عهده  بر 
در خاك مطالعه حركت و چگونگی حركت ویروس ها در خاك 
به دلیل اندازه كوچك تر آنها با مشكلات بیشتری همراه است 
آنجا که در صنعت تصفیه آب  .از   )2000 ،Zeiss و   Doran(
و فاضلاب کاربرد صافی یا صافی های شنی - خاکی به عنوان 
تصفیه  سامانه های  در   و  بوده  متعارف  تصفیه  مرحله  اولین 
مورد استفاده قرار می گیرند، انگیزه ساخت ستون های شنی یا 
خاکی در حول محور چاه ها و سفره های آب زیرزمینی جهت 
جذب ناخالصی های معلق و آلاینده های میکربی همواره مد 
نظر محققین بوده است )قلی پور و علامتیان، 1394(. از طرفی 
و  معلق  مواد  بستر،  درون  از  مایع  عبور  با  صافی ها  این  در 
ذرات ریز در بین خلل و فرج بستر باقی می مانند و آب زلال 
خارج می گردد )Sobsey و همکاران، 1980(. در ساختن صافی 
مهم ترین قسمت، انتخاب ماده جاذب است .در مطالعه حاضر 
بیماریزای  ویروس های  حذف  برای  بایستی   جاذب  ماده  این 
منظور  به  مطالعه  این  باشد.  واكنش پذیر  فاضلاب  در  موجود 
طراحی مقدماتی مدل سازی صافی های شنی–خاکی برای حذف 
یک  قالب  در  فاضلاب ها  از  بیماری زا  ویروس های  كاهش  یا 

پروژه آزمایشگاهی انجام گرفته است.

روش بررسی

• ویروس و سلول
از  پیشگیری  و  کنترل  مرکز  گزارشات  طبق  که  آنجا  از 
عنوان  به  روتاویروس   7)CDC( متحده  ایالات  بیماری های 
در  می آید،  شمار  به  چاه ها  آب  ویروسی  آلودگی  شاخص 
این پژوهش، روتاویروس به عنوان مدل شاخص آلودگی های 
از سویه  ویروسی آب مورد بررسی قرار گرفت. بدین منظور 
8SA11 استفاده شد که از بانک ویروس موجود در دانشکده 

گردید.  انتخاب  ایران  پزشکی  علوم  دانشگاه  ویروس شناسی 
اندازه  و  بودن  پوشش  فاقد  ویروس ها  این  برجسته  ویژگی 
 .)2015  ،Fuchs( می باشد  آنها  نانومتری   100 الی   80 حدود 
دودمان سلولی BSC-1 )بانک سلولی انستیتو پاستور، تهران، 
ترتیب  این  به  استفاده گردید.  روتاویروس  تکثیر  برای  ایران( 
 %10 حاوی   9DMEM کشت  محیط  در  را  سلول ها  ابتدا  که 
و  ساعت   24 گذشت  از  پس  داده،  پاساژ  گاوی  جنین  سرم 
برای  مناسب  سلولی  لایه  تک  فلاسک،  سطح  کامل  پرشدن 

تلقیح ویروس آماده گردید.
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• تلقیح روتاویروس به سلول BSC-1 و  تکثیر ویروس
BSC- به کشت تک لایه سلول های SA11 سویه روتاویروس

یک  مدت  به   37ºC انکوباتور10  در  فلاسک  گردید،  تلقیح   1
ساعت قرار داده شد تا مراحل اتصال ویروس انجام پذیرد و 
48 ساعت بعد، اثر آسیب سلولی )CPE(11 روتاویروس ظاهر 

گردید. 

شکل 1 – رده سلولی BSC-1 قبل از تلقیح ویروس)A(. آسیب 

.)B(سلولی ناشی از تكثیر روتاویروس

روش  به  آن  عیار  سنجش  و  ویروس  سوسپانسیون  تهیه   •
  13TCID50

بعد از تلقیح روتاویروس و مشاهده آسیب سلولی، با استفاده 
سلول  کشت  فلاسک  از   را  سلول ها  سلولی13  پاروی  یک  از 
جدا کرده و در بافر محلول نمکی فسفات استریل سوسپانسه 
گردید. مقدار ویروس در واحد میلی لیتر كه توان ایجاد اثرات 
مرگ سلولی را در 50% از سلول های تلقیح شده داشته باشد، 
روش  از  استفاده  با  مطالعه  این  در  که  می گویند   TCID50
تعیین   )1983  ،Muench و    Reed( رید–مانچ  تیتراسیون 
 96 میكروپلیت های  از  تست  این  دادن  انجام  برای  گردید. 
خانه ای استریل استفاده شد؛ به این ترتیب كه در هر چاهك 
 10 )حاوی  سوسپانسیون  میكرولیتر   100 مقدار  میكروپلیت، 
گاوی(  سرم   %10 و   DMEM كشت  محیط  در  سلول  هزار 
افزوده شد و پس از 48 ساعت نگهداری در انکوباتور، تك لایه 
تازه شستشو  محیط  با  هر چاهك  شد. سپس  تشكیل  سلولی 
داده شد و از رقت های 4-10 تا 7-10 ویروس استفاده گردید؛ 
گرفته  نظر  در  چاهك   4 ویروسی  رقت  هر  برای  كه  بطوری 
علائم   37ºC انکوباتور  در  ساعت   72 و   48  ،24 از  پس  شد. 

با  یادداشت شد. سپس  و  بررسی  در چاهك ها  سیتوپاتوژنیك 
محاسبه  ویروس  تیتر  رید-مانچ  تیتراسیون  فرمول  از  استفاده 

گردید.

• آماده کردن ستون های خاک رس به عنوان مدل صافی
رس  خاک  ذرات  می باشد.   Clay لاتین  در  رس  لغوی  ریشه 
معمولاً با اندازه کوچکتر از 0/002 میلی متر تعریف می شوند. 
نمونه خاک استفاده شده در این آزمایش از نوعی رس به نام 
تهیه  ایران(  ساوه،   - لیکا  )شرکت  موریونیت  مونت  یا  ایلیت 
میزان مواد  برای ساخت صافی،  آنجا كه لازم است  از  گردید. 
جاذب در سرتاسر صافی یكسان باشد، از لوله های پلی اتیلن به 
ارتفاع یکسان استفاده شد. این لوله های پلی اتیلن 12 عدد به 
ارتفاع 10 و قطر 2 سانتی متر انتخاب شده بودند که هر کدام 
انتهای  به ارتفاع 1 سانتی متر با خاک رس پر شدند. سپس در 
هر لوله سه سوراخ با فواصل منظم و مساوی به منظور خروج 

یكنواخت زه آب ایجاد شد. 

• اندازه گیری pH و هدایت الکتریکی خاک 
ابتدا مقدار 2 گرم از نمونه خاک در یک بشر کوچک وزن شد، 
مخلوط  و  گردید  اضافه  آن  به  مقطر  آب  میلی لیتر   10 سپس 
به مدت 30 دقیقه به آرامی هم زده شد. سپس با استفاده از 
اندازه گیری  الکترودهای دستگاه pH متر میزان pH هر نمونه 
گردید. از طرفی هدف از اندازه گیری EC تعیین مقدار یون های 
موجود در محلول خاك و اثرات نمك ها بر ساختار خاك می باشد. 
موجود  املاح  میزان  نماینده  خاک   14)EC( الکتریکی  هدایت 
 .)2006 همکاران،  و   Torkzaban( می باشد  خاک  محلول  در 
حسب  بر  هدایت سنج15  دستگاه  توسط  الکتریکی  هدایت 
محلول  اندازه گیری شد.   )µS/cm( سانتی متر  بر  میکروزیمنس 
سوسپانسیون تهیه شده در مرحله قبل صاف گشت و هدایت 

الکتریکی محلول شفاف اندازه گیری شد. 
به هر كدام از لوله های پلی اتیلن حاوی خاک رس تهیه شده در 
مرحله قبل، بصورت دسته بندی 3 تایی، 3 میلی لیتر از محلول 
یک مولار مواد قلیایی سدیم هیدروکسید، کربنات  کلسیم و 
آلومینیوم هیدروکسید اضافه گردید. کنترل نیز حاوی ستون خاک 
رس بدون هر گونه محلول قلیائی اضافی بود. یک روز پس از 
اضافه نمودن املاح قلیایی و خشک شدن سطح ستون های خاک، 
به میزان 5 میلی لیتر از سوسپانسیون ویروسی با تیتر معین 5/2- 
10 اضافه گردید. زه آب حاصل شده بعد از 15، 30 و 60 دقیقه 
در لوله های جداگانه جمع آوری شد. سپس هر لوله، جداگانه 
برای اندازه گیری pH و هدایت الکتریکی و تیتر ویروس مورد 

بررسی قرار گرفت.

اسقایی، م. و خدایاری، ا.ح.بررسی پالایش آب های زیرزمینی از آلاینده های ویروسی با استفاده از ...
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یافته ها

تیتر ویروس در سه ستون خاکی مورد نظر در  میانگین مقدار 
افزایش  با  این آزمایش نشان داد  نتایج  جدول )1( آمده است. 
مقدار قدرت یونی، تیتر ویروس کاهش و بنابراین مقدار جذب 
ویروس افزایش می یابد. دلیل این افزایش جذب ویروس با افزایش 
درجه قلیائی بودن را می توان در بار مناسب این کانی برای جذب 

ویروس جستجو کرد. البته در فرآیند جذب، ابتدا تیتر ویروس در 
فاز مایع با گذر زمان کاهش یافت، اما پس از مدتی کوتاه به 
یک مقدار ثابت رسید. پس از محاسبه تیتر ویروس در زه آب های 
روش  به  دقیقه   60 و   30  ،15 زمان های  در  شده  جمع آوری 
تیتراسیون TCID50 مشاهده گردید پس از 30 دقیقه، تغییرات 
ثابت شد، به عبارتی زمان رسیدن به تعادل 30  دقیقه بدست 

آمد )شکل 2(. 

كلیه عملیات آماری در نرم افزار SPSS 16 مورد تجزیه و تحلیل 
قرار گرفت و سطح معنی داری آزمون ها P>0/05 در نظر گرفته 
شد. متغیر تیمار16 با محلول قلیایی به عنوان فاکتور بین گروهی و 

متغیر زمان به عنوان فاکتور داخل گروهی تعریف شدند.  
با  بنابراین  و  داد  نشان  را  واریانس ها  برابری   Mauchly آزمون
 Repeated measures آنالیز  از  همسان  واریانس های  فرض 

و   Post Hoc Tests تعقیبی آزمون های  کردیم. سپس  استفاده 
Tukey's HSD تمام تریتمان ها را با هم و با کنترل مقایسه نموده 
و خروجی آنالیزها تفاوت های معنی داری را در داخل هر گروه 
تریتمان شده و همچنین بین گروه ها نشان داد و معنی دار بودن 
این اختلاف در مورد ستون خاک رسی-آهکی )CaCO3( از سایر 

تریتمان ها بیشتر بود.

جدول 1-  میانگین تغییرات تیتر ویروس پس از عبور از ستون های خاک

زه آب جمع آوری شده
تیتر اولیه

میانگین تیتر ویروس زه آب ها در زمان 

جمع آوری

ml / TCID50 Log10

 سری ستون های

Triplicate

 تیمار شده با

محلول قلیایی
60 دقیقه30 دقیقه15دقیقه0 دقیقه

NaOH5/23/32/22/2شماره 1

CaCO35/23/01/81/8شماره 2

Al)OH(35/23/52/52/5شماره 3
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 شکل 2- تغییرات تیتر ویروس پس ازعبور از ستون های خاک در تابع زمان
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بحث و نتیجه گیری

 ترکیبات قلیایی در خاک می تواند از طرق مختلف بر جذب و 
انتقال ویروس در آن تأثیرگذار باشد. رسوب نمک های قلیا در 
منافذ خاک باعث افزایش قدرت یونی و سبب افزایش جذب 
ویروس ها به ذرات خاک می شود. انتقال ویروس ضروری است 
دارای  كه  رس  كانی های   .)2006 همکاران،  و   Torkzaban(
عوامل  جذب  برای  كمتری  توانایی  هستند  بیشتری  منفی  بار 
بیماری زا   دارند )Schijven و Hassanizadeh، 2002(. غلظت 
افزایش  سبب  خاک  لایه های  شدن  فشرده  بر  تأثیر  با  املاح 
جذب سطحی عوامل بیماری زا به خصوص ویروس ها می شود 
به  هم  ظرفیتی  چند  كاتیون های   .)2012  ،Lalouiو  Fauriel(
و  كرده  عمل  میكروارگانیسم ها  و  خاك  ذره  بین  پلی  عنوان 
El-( می شوند  در خاك  بیماری زا  عوامل  كاهش حركت  باعث 

این كاتیون های چند  بر  Senousy و همکاران، 2014(. علاوه 
به  میكروارگانیسم ها  ذرات  تجمع  و  گردآوری  باعث  ظرفیتی 
یكدیگر شده  و باعث محبوس شدن آنها در بین فضاهای خالی 
.با   )1960  ،Coleman و   Ragland( می گردند  خاك  ذرات  و 
توجه به مطالعات قبلی )Lin و Coleman، 1960( به عنوان 
مثال استفاده كلرید آلومینیوم به غلظت 0/1 میلی مول در زه 
 40 از  بیش  عمق  به  ویروس ها  نفوذ  از  جلوگیری  باعث  آب 
 .)2000  ،Hassanizadeh و   Schijven( می شود  سانتی متری 
آثار  نیز  آهن  سولفات  و  كلسیم  فسفات های  از  استفاده 
مشابهی را به دنبال دارد. دانشمندان انتقال این ویروس ها را 
در ستون های شن که ذرات آن دارای پوشش اکسید آلومینیوم 
بودند، مطالعه کردند. نتایج  Linو Coleman )1960( نشان 
برگشت ناپذیر  شکل  به   MS ویروس های  درصد   34 که  داد 
جذب یا غیرفعال شدند. اصولاً جذب پرتون باعث تغییر تعادل 

 ،Tufenkji( خاک می گردد pH یونیزانسیون و در نتیجه تغییر
افزایش مقدار  با  نیز نشان داد که  ما  نتایج  پژوهش   .)2007
کاتیون ها مقدار جذب افزایش می یابد. از آنجا که کاتیون دارای 
بار موافق برای جذب ویروس می باشد، لذا ویژگی جذب سریع 
و پالایش ویروس را می توان به کربنات کلسیم خاک های قلیایی 

مورد مطالعه نسبت داد. 
قلیایی  ترکیبات  نقش  پژوهش مطالعه کمی  این  اصلی  هدف 
بر جذب ویروس ها در خاك و تعیین مدل برآوردکننده پالایش 
با  ویروس  آزمایش جذب  نتایج  بود.  خاکی  در صافی  ویروس 
باعث  كاربرد صافی خاك  كه  داد  نشان  تیتراسیون  از  استفاده 
می شود  آب خروجی  زه  در  ویروس  معنی دار  جذب  افزایش 
و  رسوب  جذب،  همچون  احتمالی  سازوکارهای  اینجا  در  که 
می توان  نهایت  در  است.  مطرح  حاصله  آب  زه  یونی  تبادل 
یا  حذف  در  رسی-آهکی  خاک  صافی های  كاربرد  كه  گفت 
كاهش ویروس های بیماری زای موجود در فاضلاب مؤثر و قابل 
چاه  دهانه  بهسازی  می گردد جهت  پیشنهاد  می باشد.  توصیه 
و محافظت چاه یا چشمه از ورود آب های سطحی آلوده، در 
مناطق نزدیک به فاضلاب های دفعی موجودات زنده، اطراف 
مواد  با  تیمارشده  و  کوبیده  رس  خاک  با  را  چاه  دیواره های 
قلیایی به ویژه آهک، به قطر چند میلی متر بپوشانند تا از نفوذ 

آلاینده های ویروسی به داخل آنها جلوگیری شود.

سپاسگزاری

در  ویروس شناسی  گروه  کارکنان  از  مقاله  این  نویسندگان 
دانشکده پزشکی دانشگاه علوم پزشکی ایران و گروه مهندسی 
به  تبریز  اسلامی  آزاد  دانشگاه  فنی  دانشکده  عمران خاک در 

دلیل حمایت های علمی و آزمایشگاهی کمال امتنان را دارند.

پی نوشت

1- Filter
2- Rotavirus
3- Titration
4- Pathogen
5- Reoviridae
6- strains of viruses
7- Centers for Disease Control and Prevention

8- Simian Rotavirus
9- Dulbecco's Modified Eagle Medium
10- incubator
11- Cytopathic effect
12- 50% Tissue Culture Infective Dose
13- cell scraper
14- Electric Conductivity
15- Conductometer
16- treatment
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