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	آب- جستجو و شناسايي باكتريهاي آهن – 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 شناسائي 

باكتريهاي آهن – روش آزمون ميكروبيولوژي
	سمت يا نمايندگي
	    رئيس

	پژوهشگاه صنعت نفت
	محبعلي -  قاسمعلي( فوق ليسانس ميكروب شناسي )

	
	   اعضاء 

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

	    آزمايشگاه كنترل غذا و دارو    وزارت بهداشت ,درمان وآموزش پزشكي
	حيئمي-  پروين   ( دكتراي دامپزشكي )

	موسسه استانداردو تحقيقات صنعتي ايران  
	دوچشمه – مهدي( ليساس بهداشت محيط )

	موسسه استانداردو تحقيقات صنعتي ايران  
	زندوكيلي – فاطمه( فوق ليسانس علوم بهداشتي در تغذيه )

	شركت آب و فاضلاب استان تهران
	صديقي -  همـا( ليسانس بيولوژي )

	دانشگاه علوم پزشكي ايران
	غلامي – ميترا( دكتراي بهداشت محيط)

	سازمان حفاظت از محيط زيست استان تهران
	قائمي -  نسرين  ( فوق ليسانس بهداشت )

	مؤسسه استاندارد وتحقيقات صنعتي ايران
	    دبير 

	
	زرسازي – گيتا ( ليسانس صنايع )


پيشگفتـار
        اسـتاندارد آب - جستــجو و شـناسايي باكتريهاي آهن- روش آزمون ميكروبيولوژي كه توسط كميسيون هاي فني مربوطه تهيه و تدوين شده و در چهل و چهـارميـن جلسه كميته ملي استاندارد ميكروبيولوژي و بيولوژي مورخ 2/2/82  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 بــه 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 تجديدنظر 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 . 

منابع و مآخذي كه براي تهيه اين استاندارد بكار رفته به شرح زير است :

1-W.E.F AW.WA A.P.H.A  Standard methods for the examination of water and waste water , 1998 
2- AstM Designation : D 932-85 .

مقدمه 

باكتري هاي آهن ميكروارگانيسم هايي هستند كه قادر به متابوليسم آهن دو ظرفيتي محلول (‌به عنوان منبع انرژي ) و تبديل نمودن آن به آهن سه ظرفيتي نامحلول مي باشند . آهن حاصله در غلاف اين باكتريها رسوب نموده و فرآيند فوق همزمان با رشد سلولها ادامه يافته و مقادير زيادي رسوبات قهوه اي لزج تشكيل مي شود . اين باكتريها ، آهن مورد نياز خود را يا از ديواره لوله آهني و يا از آب كسب مي كنند . بدين ترتيب مقداري از هيدروكسيد فريك ( آهن سه ظرفيتي ) تشكيل مي شود كه در مقايسه با جسم باكتريهاي محصور در رسوبات حاصله بسيار زياد است .

رشد برخي از باكتريهاي آهن در آب مي تواند سبب بروز مشكلاتي مانند مسدود شدن لوله هاي انتقال آب،زنگ زدگي ، اختلال در سيستم هاي صنعتي از جمله تصفيه خانه هاي آب و فاضلاب ، كاهش انتقال حرارت در مبدل هاي حرارتي ، شود . متعاقباً با مرگ آنها ته رنگ قرمز همراه با رسوب و بوي ناخوشايندي در آب آشاميدني ايجاد مي شود .

همچنين اين فرآيند سبب افــزايش مواد آلي در آب شــده كه زمينه ساز رشد ساير باكتريها نيز مي گردد . در ميان روش هاي تشخيص باكتريهاي آهن ، مي توان از سريع ترين و آسانترين آنها يعني بررسي ميكروسكوپي استفاده نمود .
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آب - جستجو و شناسائي باكتريهاي آهن – روش آزمون ميكروبيولوژي
1
هدف

هدف از تدوين اين استاندارد تعيين روش آزمـون و شـناسـايي باكتـري هـاي آهن شامل جنس هاي سيدروكاپسـا ، گانيونلا ، اسپيروتيلوس ، كرينوتريكس ، كلونوتريكس و لپتوتريكس در انواع مختلف آب , رسوبات , لجن و پساب ها به روش ميكروسكوپي مي باشد . 

2
دامنه كاربرد 
اين اسـتاندارد بـراي شـناسايي جنس هاي مختلف باكتريهاي آهن موجود در شبكه هاي آبرساني و سيستم هاي توزيع آب , فاضلاب و پساب ها كاربرد دارد . اين روش تراكم باكتريهاي آهن و در نتيجه وضعيت لوله ها از نظر انسداد ناشي از تجمع اين باكتريها را نشان مي دهد .

3 
مراجع الزامي 
مدارك الزامي زير حاوي مقرراتي است كه در متن استاندارد به آن ارجاع داده شده است . بدين تـرتيـب آن مـقررات جزئي از اين استاندارد محسوب مي شود. در مورد مراجع داراي تاريخ چاپ و/يا تجديدنظر ، اصلاحيه ها و تجديدنظرهاي بعدي اين مدارك موردنظر نيست . معهذا بهتر است كاربران ذينفع اين استاندارد ، امكان كاربرد آخرين اصلاحيه ها و تجديدنظرهاي مدارك الزامي زير را مورد بررسي قرار دهند . در مورد مراجع بدون چاپ و/يا تجديدنظر ،آخرين چاپ و/يا تجديدنظر آن مدارك الزامي ارجاع داده شده موردنظر است .

استفاده از مراجع زير براي كاربرد اين استاندارد الزامي است :
1- استاندارد ملي ايران شماره 4208 سال 1376 ( آئين كار نمونه برداري از آب جهت آزمونهاي باكتريولوژيكي ) .

2- استاندارد ملي ايران شماره 4207 سا 1376 ( آئين كار آزمونهاي باكتريولوژيكي آب )

4 
اساس روش 

اين روش براساس بررسي ميكروسكوپي رسوبات موجود در نمونه استوار است . نمونه را با روشهاي مختلف از جمله با استفاده از صافي غشايي يا سانتريفوژ تغليظ نموده و آن را براي آزمون ميكروسكوپي آماده مي كنند . 

5
نمونه برداري 

نمونه برداري از آب بايد مطـابق بـا اسـتاندارد ملي ايران به شماره 4208 انجام شود . حداقل 500 ميلي ليتر از نمونه آب را در يك ظرف شيشه اي سترون شده با گنجايش يك ليتر بريزيد . براي جلوگيري از بي هوازي شدن نمونه , ظروف نمونه برداري نبايد بيش از نيمه گنجايش آن پر شود . براي دستيابي به بيشترين تعداد باكتري آهن , نمونه هاي گل ولاي را از منطقه تماس با ستون آب و مواد ته نشين شده جمع آوري كنيد . نمونه هاي رسوب و گل ولاي را به بطري هاي دهان گشاد منتقل نموده و سطح آنها را با آب تميز و بدون كلر بپوشانيد . بدين ترتيب تا زمان اجراي آزمون , نمونه ها بايد مرطوب باقي بمانند . همچنين آنها را در دماي 4 درجه سلسيوس و بدور از تابش آفتاب نگهداري كنيد . سپس در كوتاه ترين فاصله زماني ممكن آنها را مورد آزمون ميكروسكوپي قرار دهيد . 

6
مواد لازم

6-1
محلولها 

6-1-1
محلول كريستال ويوله  - اگزالات آمونيم1 

طرز تهيه : ( محلول A ) 2 گرم كريـستال ويولـه با خلوص90% را در 20 ميلي ليتر الكل اتيليك 95% حل كنيد . 

( محلول B ) 8/0 گـرم اگزالات آمـونيوم منـوهيدراته2 را در 80 ميلي ليتر آب مقطر حل كنيد. 

سپس دو محلول A و B را با يكديگر به خوبي مخلوط نماييد .

6-1-2 محلول اسيد كلريدريك 1 + 4 ( يك به چهار )

طرز تهيه : 
1 حجم اسيدكلريدريك غليظ را با 4 حجم آب مقطر مخلوط كنيد .

6-1-3 محلول يـد 

طرز تهيه : 
ابتدا 2 گرم يدور پتاسيم را در 10 ميلي ليتر آب مقطر حل نموده و 1 گرم يد را به آن اضافه كنيد . سپس به اين محلول 300 ميلي ليتر آب مقطر بيفزائيد .

7 وسايل لازم 
7-1           وسايل صاف كردن نمونه ( پمپ خلا , قيف , نگهدارنده صافي , ارلن خلا و .....)
7-2
       صافي غشايي با اندازه روزنه 45/0 ميكرون 
7-3
كاغذ صافي با مش ( اندازه روزنه يك ميلي متر ) 20
7-4
  سانتريفوژ مجهز به لوله هاي مخروطي و قابل تنظيم در دور g650 - 600
7-5
  ميكروسكوپ با بزرگنمايي 400 الي 1000 برابر و مجهز به تنظيم كننده نور زمينه تاريك 
7-6
دستگاه آب مقطر گيري 
7-7
پي پت 10 ميلي ليتري دهان گشاد ( مور )1 با قطر دهانه 3 الي 4 ميلي متر براي نمونه هاي غليظ 
7-8
           پي پت 1 ميلي ليتري ( مور ) براي نمونه هاي رقيق 
7-9
لام در اندازه 25 × 76 ميلي متر 
7-10
لامل از نوع مربع و يا دايره با قطر 19 ميلي متر 

7-11
 قاشقك باريك براي نمونه برداري از لجن و گل ولاي و نمونه هاي غليظ 
7-12
وسايل معمول در آزمايشگاه ميكروبيولوژي 
8
آماده سازي آزمونه   
8-1
تغليظ نمونه

بررسي حضور و بروز احتمالي باكتريهاي آهن در چاه هاي آب ، يا در سيستم هاي توزيع آب نياز به تغليظ نمونه دارد . 
8-1-1
تغليظ با استفاده از صافي غشايي 

در روش فوق حدود 500 ميلي ليتر از نمونه آب ، يا مقداري از رسوب ويا گل ولاي رقيق شده را با استفاده از دستگاه پمپ خلا از صافي غشايي با اندازه روزنه 45/0 ميكرون عبور دهيد .

يادآوري - 
اجزا دستگاه فوق قبل از انجام كار نيازي به سترون شدن ندارند ولي پس از پايان هر آزمون بايد كاملاً شستشو و تميز شوند .

8-1-2
 تغليظ با استفاده از صافي كاغذي  

براي تغليظ نمونه هائي كه تعداد باكتري هاي آهن در آنها بسيار كم است مانند ( سيستم توزيع آب آشاميدني) از يك انشعاب جانبي مجهز به صافي كاغذي مناسب بند ( 7-3 ) به مدت 24 ساعت استفاده كنيد . سرعت جريان آب بايد متناسب با حداكثر ظرفيت عملكرد صافي باشد . 

8-1-3
تغليظ با استفاده از سانتريفوژ

چنانچه نمونه آب داراي ذرات معلق بوده و يا كدر باشد , تا حداكثر حجم 500 ميلي ليتر از آن را در دور g600 به مدت 5 دقيقه سانتريفوژ نماييد تا ذرات موجود ته نشين شوند . سپس مايع رويي را دور ريخته و رسوب را بررسي كنيد .

8-1-4
تغليظ با استفاده از پي پت مور 

چنانچه نمونه مورد بررسي حاوي توده1 باشد ، از پي پت دهان گشاد مور استفاده كنيد به اين ترتيب كه نمونه را به درون پي پت كشيده و آنرا ايستاده نگهداريد و تا زمان رسوب شدن توده در انتهاي پي پت صبر كنيد . در اين شرايط , توده ها در اولين قطره آن متمركز مي شوند .

يادآوري1 - 
صرف نظر از نوع روش تغليظ , رسوب تهيه شده بايد تا زمان انجام بررسي ميكروسكپي همچنان مرطوب باقي بماند .

يادآوري2 - 
توجه داشته باشيد كه فاصله زماني بين نمونه برداري و آماده سازي نمونه از 24 ساعت بيشتر نشود .

9
روش اجراي آزمون 
9-1
تهيه لام ( روش اول )

مقدار مناسبي از نمونه آماده شده در بند 8  و يا لجن فعال شناور , توده هاي ميكروبي موجود در درياچه ها , رودخانه و ساير جريان هاي آبي و توده هاي مخاطي موجود در آب برجهاي خنك كننده و نيز نمونه هاي تغليظ شده را به كمك پي پت مور و يا يك قاشقك باريك در سطح لام تميز ريخته و با لامل آن را بپوشانيد .

9-2
بررسي ميكروسكپي غلاف و پايه باكتريها 

براي بررسي ميكروسكوپي غلاف و پايه باكتري ، لام فوق را در زير ميكروسكوپ بررسي نمائيد. فقط در اين شرايط مي توان پايه مارپيچ گانيونلا را مشاهده نمود . چرا كه با افزودن محلول اسيد كلريدريك به لام ، اين ضمايم حل مي شوند .

9-3
حذف رسوب آهن از غلاف باكتريها  

محلول اسيد كلريدريك ( بند 6-1-2 ) را در يك سمت لامل قرار داده و با كمك يك صافي كاغذي , مايع زير لامل را از سمت ديگر آن با احتياط كامل طوري جذب و خارج مي كنيم كه به نمونه آسيب نرسد . دوباره قطره اي محلول اسيد كلريدريك را به كناره لامل افزوده و از سمت ديگر آن را به كمك صافي كاغذي جذب مي كنيم . اين روش را آنقدر تكرار مي كنيم تا ديگر رنگ زرد كلرورفريك در محلول زير لامل مشاهده نشود . بدين ترتيب آهن رسوب شده در غلاف باكتريها حذف شده و سلولها در زير ميكروسكوپ قابل مشاهده مي گردند .

9-4
رنگ آميزي نمونه با محلول يد 

به همان روش فوق ( طبق بند 9-3 ) محلول يد( بند 6-1-3 ) را به زير لامل هدايت كنيد . اين عمل را تا زماني كه رنگ محلول زير لامل به رنگ زرد تبديل شده و يا كاغذ صافي رنگي شود ، ادامه دهيد. محلول يد سلول باكتري را قهوه اي رنگ مي كند به طوري كه سلولها راحت تر زير ميكروسكوپ مشاهده شوند . 

9-5
مشاهده ميكروسكپي باكتري  

در جستجوي جنس هاي باكتريهاي آهن ، لام آماده شده در بند 9 را در زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي 400 تا 1000 برابر بررسي كنيد . مي توانيد با احتياط از روغن سدر نيز استفاده كنيد . اشكال برخي از باكتريهاي آهن در پيوست است . 

9-6       تهيه لام و بررسي آن ( روش دوم )

مقداري از نمونه را در سطح يك لام تميز قرار داده و صبر كنيد تا در دماي اتاق خشك شود سپس آنرا به مدت يك دقيقه با محلول كريستال ويوله – اگزالات آمونيوم رنگ كنيد . لام رنگ شده را با آب شستشو داده و پس از خشك نمودن آن ، در زير ميكروسكوپ با بزرگنمايي 1000 به كمك روغن سدر ( ايمرسيون ) مورد بررسي قرار دهيد.سلول هاي باكتري ( سيدروكاپسا ) به رنگ بنفش مشاهده خواهند شد .  

10           بيان نتايج و گزارش آزمون 
نتايج آزمون را بصورت باكتريهاي آهن در نمونه فوق ( يافت شد ) و يا ( يافت نشد ) بيان كنيد . گزارش آزمون را پس از انجام پي در پي دو روش فوق و با توجه به ماهيت نمونه و همچنين ارجاع به استاندارد مربوطه درج نمائيد .

اشكال مربوط به برخي از گونه هاي باكتريهاي آهن

پيوست الف

	2- لپتوتريكس
	1- گانيونلا


	4- كرينوتريكس
	3- كلونوتريكس


	6- سيدروكاپسـا
	5- اسپيروتيلوس
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1- Ammonium oxalate – Crystal violet solution 


2- Ammonium oxalate monohydrate ( NH4 )2 C2O4 – H2O 


1 - Mohr – type pipete


1- Flock
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