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	آب -  جستجو و شناسايي كليفرم ها به روش وجود -

 عدم وجود - روش آزمون ميكروبيولوژي


	چاپ اول



آشنايي با مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران به موجب قانون، تنها مرجع رسمي كشور است كه عهده دار وظيفه تعيين، تدوين و نشر استانداردهاي ملي (رسمي) ميباشد.

تدوين استاندارد در رشته هاي مختلف توسط كميسيون هاي فني مركب از كارشناسان مؤسسه، صاحبنظران مراكز و مؤسسات علمي، پژوهشي، توليدي واقتصادي آگاه ومرتبط با موضوع صورت ميگيرد. سعي بر اين است كه استانداردهاي ملي، در جهت مطلوبيت ها و مصالح ملي وبا توجه به شرايط توليدي، فني و فن آوري حاصل از مشاركت آگاهانه و منصفانه صاحبان حق و نفع شامل: توليدكنندگان ،مصرف كنندگان، بازرگانان، مراكز علمي و تخصصي و نهادها و سازمانهاي دولتي باشد.پيش نويس استانداردهاي ملي جهت نظرخواهي براي مراجع ذينفع واعضاي كميسيون هاي فني مربـوط ارسال ميشود و پس از دريـافت نظـرات وپيشنهادهـا در كـميته ملـي مرتبـط بـا آن رشته طرح ودر صورت تصويب به عنوان استاندارد ملي (رسمي) چاپ و منتشر مي شود.

پيش نويس استانداردهايي كه توسط مؤسسات و سازمانهاي علاقمند و ذيصلاح و با رعايت ضوابط تعيين شده تهيه مي شود نيز پس از طرح و بـررسي در كميته ملي مربوط و در صورت تصويب، به عنوان استاندارد ملي چاپ ومنتشرمي گردد. بدين ترتيب استانداردهايي ملي تلقي مي شود كه بر اساس مفاد مندرج در استاندارد ملي شماره ((5)) تدوين و در كميته ملي مربوط كه توسط مؤسسه تشكيل ميگردد به تصويب رسيده باشد.

مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران از اعضاي اصلي سازمان بين المللي استاندارد ميباشد كه در تدوين استانداردهاي ملي ضمن تـوجه به شرايط كلي ونيازمنديهاي خاص كشور، از آخرين پيشرفتهاي علمي، فني و صنعتي جهان و استانداردهـاي بين المـللي استفـاده مي نمايد.

مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران مي تواند با رعايت موازين پيش بيني شده در قانون به منظور حمايت از مصرف كنندگان، حفظ سلامت و ايمني فردي وعمومي، حصول اطمينان از كيفيت محصولات و ملاحظات زيست محيطي و اقتصادي، اجراي بعضي از استانداردها را با تصويب شوراي عالي استاندارد اجباري نمايد. مؤسسه مي تواند به منظور حفظ بازارهاي بين المللي براي محصولات كشور، اجراي استاندارد كالاهاي صادراتي و درجه بندي آنرا اجباري نمايد.

همچـنين بمنظـور اطـمينان بخـشيدن به استفاده كنندگـان از خـدمات سازمانها و مؤسسات فعال در زمينه مشاوره، آموزش، بازرسي، مميزي و گواهي كنندكان سيستم هاي مديريت كيفيت ومديريت زيست محيطي، آزمايشگاهها و كاليبره كنندگان وسايل سنجش، مؤسسه استاندارد اينگونه سازمانها و مؤسسات را بر اساس ضوابط نظام تأييد صلاحيت ايران مورد ارزيابي قرار داده و در صورت احراز شرايط لازم، گواهينامه تأييد صلاحيت به آنها اعطا نموده و بر عملكرد آنها نظارت مي نمايد. ترويج سيستم بين المللي يكاها ، كاليبراسيون وسايل سنجش تعيين عيار فلزات گرانبها و انجام تحقيقات كاربردي براي ارتقاي سطح استانداردهاي ملي از ديگر وظايف اين مؤسسه مي باشد.
كميسيون استاندارد آب – جستجو و شناسايي كليفرم ها 
به روش وجود - عدم وجود – روش آزمون ميکروبيولوژی

	   رئيس   
	سمت يا نمايندگي

	مهوش  ، اسكوئي(دکترای ميکروب شناسی )
	   انستيتو پاستور ايران

	   اعضاء 
	

	اصلاني ، محمد مهدي( دكتراي ميكروب شناسي )
	  انستيتو پاستور ايران

	افشار  ، امير مسعود(ليسانس ميكروب شناسي )
	شركت آب و فاضلاب استان اهواز

	زندوكيلي ، فاطمه( فوق ليسانس علوم بهداشتي در تغذيه )
	موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

	سرگزي  ، مريم( ليسانس ميكروب شناسي )
	شركت آبهاي شهرها و شركهاي استان تهران

	شقاقي  ، غلامرضا(فوق ليسانس بهداشت محيط وحرفه اي )
	وزارت بهداشت ،درمانوآموزش پزشكي- اداره سلامت

	صديقي ، هما ( ليسانس بيولوژي )
	   شركت آب و فاضلاب استان تهران

	ضرغامپور ، زهره(فوق ليسانس ميکروب شناسی )
	شرکت آب و فاضلاب استان تهران

	عابديان ، زينب( فوق ليسانس ميكروب شناسي )
	انستيتو پاستور ايران

	دبير
	

	زرسازي ، گيتا( ليسانس صنايع- استاندارد و كنترل كيفيت )
	موسسه استانداردوتحقيقات صنعتي ايران


مقدمه 

شناسايي باكتري هاي نشانگر يكي از بهترين راه ها براي ارزيابي كارائي روشهاي تصفية آب است . باكتر هاي كليفرم به دليل سرعت و سهولت جدا سازي و شناسايي ، شاخص ميكروبي مناسبي  براي تعيين كيفيت آب آشاميدني هستند اين باكتريها نبايد در آب آشاميدني تصفيه شده وجود داشته باشند . وجود باكتريهاي كليفرم در آب نشانگر فرآيند ناكافي و يا آلودگي پس از تصفيه است . 

يكي از روش هاي ساده  براي شناسايي كلــيفرم ها در آب روش آزمون وجود - عدم وجود كليفرم1 مي باشد. اين روش امكان آزمون تعداد زيادي از نمونه هاي آب را به طور همزمان فراهم مي كند 

پيشگفتـار

         آب - جستجو و شناسايي كليفرم ها به روش وجود - عدم وجود - روش آزمون ميکروبيولوژی كــه توسط كميسيون هاي فني مربوطه تهيه و تدوين شده و در پنجاه و سومين جلسه كميته ملي استاندارد ميكروبيولوژي مورخ 17/3/82 مورد تصويب قرار گرفته است , اينك به استناد بند 1 ماده 3 قانون اصلاح قوانين و مقررات موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران مصوب بهمن ماه 1371 به عنوان استاندارد ملي ايران منتشر مي شود .

براي حفظ همگامي و هماهنگي با تحولات و پيشرفتهاي ملي و جهاني در زمينه صنايع ، علوم و خدمات ، استانداردهاي ملي ايران در مواقع لزوم تجديدنظر خواهد شد و هرگونه پيشنهادي كه براي اصلاح يا تكميل اين استانداردها ارائه شود , در هنگام تجديدنظر در كميسيون فني , مربوط مورد توجه قرار خواهد گرفت . بنابراين براي مراجعه به استانداردهاي ايران بايد همواره از آخرين تجديدنظر آنها استفاده كرد .

در تهيه و تدوين اين استاندارد سعي شده است كه ضمن توجه به شرايط موجود و نيازهاي جامعه ، در حد امكان بين اين استاندارد و استاندارد ملي كشورهاي صنعتي و پيشرفته هماهنگي ايجاد شود . 

منبع و مآخذ كه براي تهيه اين استاندارد بكار رفته به شرح زير است :
W.E.F , A.W.W.A , A.P.H.A  Standard methods for the examination of water and waste water . 1998 water – Detection and identification presence-Absence (P-A) coliform test.
آب - جستجو و شناسايي كليفرم ها به روش وجود - عدم وجود - روش آزمون ميکروبيولوژی
1 
هدف 

هــدف از تــدوين اين استاندارد تعيين روش آزمون وجود و يا عــدم وجود كليفرم ها در آب مي باشد . 

2 
دامنه كاربرد 
اين استاندارد در مورد انواع آب هاي آشاميدني كاربرد دارد .

3

مراجع الزامي 

مدارك الزامي زير حاوي مقرراتي است كه در متن اين استاندارد به آنها ارجاع داده شده است. بدين ترتيب آن مقررات جزئي از اين استاندارد محسوب مي‌شود. در مورد مراجع داراي تاريخ چاپ و / يا تجديدنظر، اصلاحيه‌ها و تجديدنظرهاي بعدي اين مدارك مورد نظر نيست. معهذا بهتر است كاربران ذينفع اين استاندارد، امكان كاربرد آخرين اصلاحيه‌ها و تجديدنظرهاي مدارك الزامي زير را مورد بررسي قرار دهند. در مورد مراجع بدون تاريخ چاپ و / يا تجديدنظر، آخرين چاپ و / يا تجديدنظر آن مدارك الزامي ارجاع داده شده مورد نظر است. استفاده از مراجع زير براي كاربرد اين استاندارد الزامي است :
3-1     استاندارد ملی ايران 4208 : سال 1376 آئين کار نمونه برداری از آب جهت آزمونهای باکتريولوژی

3-2     استاندارد ملی ايران 2747 : سال 1380  آئين کار در آزمايشگاه ميکروبيولوژی
3-3     استاندارد ملی ايران 3759 : سال 1375  جستجو و شناسايي کليفرم ها در آب به روش چند لوله ای
1
4 
اصطلاحات و تعاريف 
در اين استاندارد اصطلاحات و / يا واژه ها با تعاريف زير به كار مي رود : 

4-1 
كليفرم ها 

گروهي از باكتري هاي هوازي و بي هوازي اختياري ، گرم منفي ، ميله اي شكل و بدون اسپور هستند كه قادرند در شرايط هوازي در محيط هاي كشت انتخابي لاكتوزدار در دماي 5/0 ± 35 درجه سلسيوس در مدت 24 تا  48 ساعت توليد اسيد و گاز كنند . 

5 
اساس روش 

اين روش  براساس تلقيح حجم معيني از نمونه آب به محيط انتخابي لاكتوز دار و گرمخانه گذاري در دماي 5/0 ± 35 درجه سلسيوس انجام مي پذيرد . سپس با استفاده از محيط های كشت انتخابي و تائيدي ، وجود كليفرم ها تائيد مي شود .  

6 
نمونه برداري 

دست کم 500 ميلی ليتر آب را ( طبق استاندارد ملي 4208 ) سال 1376 آئين کار نمونه برداری از آب جهت آزمونهای باکتريولوژی نمونه برداري كنيد .

7 
مواد لازم 

7-1 
محيط هاي كشت 
7-1-1 
آبگوشت P-A 1 
تركيبات

     مقدار (غلضت معمولی )
         مقدار (غلضت سه برابر )
عصاره گوشت گوساله
                      3 گرم
  
                       9 گرم
پپتون


                      5 گرم

  
           15 گرم
لاكتوز


                 46/7 گرم

                 38/22 گرم
تريپتوز


                   8/9 گرم
            
     49/ 29 گرم

دي پتاسيم هيدروژن فسفات              35/1 گرم

                   05/4 گرم

منوپتاسيم هيدرژن فسفات
       35/1 گرم

                   05/4 گرم

كلريد سديم


       46/2 گرم

                  38/7 گرم

لوريل سولفات سديم

       05/0 گرم

                  15/0 گرم

بروموكروزول ارغواني

    0085/0 گرم

              0255/0 گرم

آب مقطر


  1000 ميلي ليتر

            1000 ميلی ليتر

طرز تهيه : 

تركيبات فوق را با جوشاندن در آب مقطر حل نمائيد . سپس به حجم های 50 ميلی ليتر در ظروف شيشه اي با گنجايش 250 ميلي ليتری ريخته ، و در اتوكلاو با دماي 1 ± 121 درجه سلسيوس به مدت 12 دقيقه سترون كنيد . pH  نهايي محيط بايد 2/0± 8/6 باشد. 
3

7-1-2 آبگوشت لاكتور – صفرا – سبز درخشان 1 (  BGLB) 
تركيبات





مقدار 
پپتون






10 گرم 
لاكتوز






10 گرم
پودر صفراي گاوي




20 گرم 
سبز درخشان





13 ميلي ليتر 
آب مقطر






1000 ميلي ليتر
طرز تهيه  : 
پپتون را در 500 ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد . سپس 20 گرم صفراي گاوي را كه در 200 ميلي ليتر آب مقطر جداگانه حل نموده ايد ، به آن اضافه كنيد . pH اين محلول بايد برابر 5/0± 7 باشد.حجم محلول فوق را با آب مقطر به 975 ميلي ليتر رسانده و پس از افزودن لاكتوز به آن ، pH را برابر 4/7 تنظيم كنيد .  محلول سبز درخشان را به آن افزوده و با آب مقطر به حجم 1000 ميلي ليتر برسانيد . سپس در لوله هاي حاوي دورهام به حجم های 5 ميلي ليتري ريخته و در اتوكلاو با دماي 115 درجه سلسيوس به مدت 10 دقيقه سترون كنيد . 

يادآوری : چنانچه محيط های کشت به صورت تجارتی دردسترس باشد ، طبق دستورالعمل سازنده انجام دهيد . 
7-1-3 آبگوشت لوريل تريپتوز1 ( باغلظت مضاعف )
تريپتوز





40  گرم
لاكتوز





10  گرم 
كلريد سديم 




10  گرم
دي پتاسيم هيدروژن فسفات                            5/5 گرم  

پتاسيم دي هيدروژن فسفات


5/5 گرم
لوريل سولفات سديم



2/0 گرم
آب مقطر



        1000 ميلي ليتر
طرز تهيه : 

تريپتوز ، لاكتور ، كلريد سديم و دی پتاسيم هيدروژن فسفات را به آب مقطر اضافه كرده و حرارت دهيد تا حل شوند . سپس لوريل سولفات سديم را به آن افزوده و به آرامي تكان دهيد به گونه اي كه كف نكند . pH را برابر 2/0 ± 8/6 تنظيم نمائيد و در حجم هاي 10 و 50 ميلي ليتري در لوله هاي حاوي دورهام تقسيم نموده و در اتوكلاو با دماي 3 ± 115 درجه سلسيوس به مدت 10 دقيقه سترون كنيد. 

8 
وسايل لازم 

از وسايل معمول در آزمايشگاه ميكروب شناسي (طبق استاندارد ملي 2747 ) سال 1380 آئين کار در آزمايشگاه ميکروب شناسی استفاده كنيد . 

9 
روش اجراي آزمون 
9-1     تلقيح نمونه 
نمونه مورد آزمــون را به مــدت 5 ثانــيه بشدت تكان دهيد. سپس 100 ميلي ليتر از آن را به 50 ميلي ليتر محيط كشت آبگوشت P-A بند 7-1-1 با غلظت سه برابر تلقيح نموده و پس از يكنواخت شدن ، در دماي 5/0 ± 35 درجه سلسيوس به مدت 24 تا 48 ساعت گرمخانه گذاري نمائيد  . 

9-2     بررسي نمونه 
نمونه تلقيح شده بند 9-1 را پس از پايان زمان گرمخانه گذاري بررسي كنيد . مشاهده رنگ زرد در  محيط کشت آبگوشت P-A  نشانگر تخمير لاكتوز و توليد اسيد و گاز همچنين حباب گاز
است. كه با تكان دادن ظرف به آرامي حباب گاز و کف را می توانيد در سطح آن مشاهده كنيد. توليد اسيد و گاز نشانگر وجود احتمالي كليفرم ها در نمونه مورد آزمون مي باشد كه براي تائيد آن بايد آزمون تائيدي انجام پذيرد . 
9-3
آزمون تائيدي
براي تائيد وجود كليفرم ها ، با استفاده از حلقه کشت سترون ، از كشت بند 9-2 که توليد اسيد و گاز نموده اند ، برداشت نموده و به محيط كشت آبگوشت لاكتوز - صفرا - سبز درخشان بند 
7-1-2 انتــقال داده و در دماي 5/0± 35 درجه سلسيوس به مدت 24 تا 48 ساعت گرمخانه گذاري نمائيد. مشاهده گاز و کف در محيط فوق ، نشانگر وجود باكتري هاي كليفرم در نمونه مورد آزمون مي باشد . 
10 
بيان نتايج 

نتايج را بصورت "" كليفرم ها در 100 ميلي ليتر نمونه آب وجود دارد "" و يا "" كليفرم ها در 100 ميلي ليتر نمونه آب وجود ندارد "" بيان كنيد . 

6
11 
گزارش آزمون

گزارش آزمون بايد داراي آگاهي هاي زير باشد : 

11-1 مشخصات كامل نمونه مانند ( نوع نمونه ، تاريخ و محل نمونه برداري ، تاريخ ارسال نمونه به آزمايشگاه )

11-2 روش آزمون طبق استاندارد ملی .................... .

11-3 بيان نتايج طبق بند 10 اين استاندارد
11-4 ساير اطلاعات که مرتبط با روش آزمون 
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1- Presence- Absence (P-A) Coliform test . 
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1- P-A broth
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1- Brilliant green Lactose bile broth  (BGLB)
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1- Lauryl Triptose (lactose) broth
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