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جستجو و شمارش اسپوركلستريديوم احياء  -آب 

 كننده سولفيت به روش غني سازي در آب
 

 

 
 چاپ اول



و  استانداردبا موسسه  آشنايي

 تحقيقات صنعتي ايران
استاندارد و تحقيقات صنعتي  موسسه

 مرجعايران به موجب قانون، تنها 

ر وظيفه رسمي كشور است كه عهده دا

تعيين، تدوين و نشر استانداردهاي 

 .باشدميملي)رسمي( 

هاي شتهراستاندارد در  تدوين

هاي فني مركب مختلف توسط كميسيون

صاحبنظران  ، كارشناسان موسسه از

مراكز و موسسات علمي، پژوهشي، 

مرتبط  وتوليدي و اقتصادي آگاه 

گيرد. سعي بر با موضوع صورت مي

اردهاي ملي، اين است كه استاند

و مصالح ملي و  هامطلوبيتدرجهت 

با توجه به شرايط توليدي، فني و 

 آگاهانهفن آوري حاصل از مشاركت 

 و منصفانه صاحبان حق و نفع شامل:

كنندگان، مصرف كنندگان،  توليد

 وبازرگانان، مراكز علمي و تخصصي 

هاي دولتي باشد. نهادها و سازمان

جهت پيش نويس استانداردهاي ملي 

ذينفع و  مراجعنظرخواهي براي 

هاي فني مربوط اعضاي كميسيون

شود. و پس از دريافت ارسال مي

در كميته ملي  پيشنهادهانظرات و 

مرتبط با آن رشته طرح و درصورت 

تصويب به عنوان استاندارد 

 شود.)رسمي( چاپ و منتشر ميملي

استانداردهايي كه توسط  نويسپيش

 وعلاقمند هاي موسسات و سازمان

ذيصلاح و با رعايت ضوابط تعيين 

شود نيز پس از طرح و شده تهيه مي

مربوط و  مليبررسي در كميته 

درصورت تصويب، به عنوان 

استاندارد ملي چاپ و منتشر 

استاندارهايي  ترتيبگردد. بدين مي

شود كه بر اساس مفاد ملي تلقي مي



مندرج در استاندارد ملي شماره 

كميته ملي مربوط  تدوين و در «5»

گردد به كه توسط موسسه تشكيل مي

 .باشدتصويب رسيده 

استاندارد و تحقيقات صنعتي  موسسه

ايران از اعضاء اصلي سازمان 

باشد كه استاندارد مي الملليبين

در تدوين استانداردهاي ملي ضمن 

هاي نيازمندي وتوجه به شرايط كلي 

هاي خاص كشور، از آخرين پيشرفت

فني و صنعتي جهان و علمي، 

المللي استفاده بين استانداردهاي

 نمايد.مي

استاندارد و تحقيقات صنعتي  موسسه

 موازينتواند با رعايت ايران مي

بيني شده در قانون به منظور پيش

حمايت از مصرف كنندگان، حفظ سلامت 

و عمومي، حصول  فرديو ايمني 

اطمينان از كيفيت محصولات و 

حيطي و اقتصادي، ملاحظات زيست م

بعضي از استانداردها را با  اجراي

تصويب شوراي عالي استاندارد 

به  تواندمياجباري نمايد. موسسه 

المللي منظور حفظ بازارهاي بين

براي محصولات كشور، اجراي 

صادراتي و درجه  كالاهاياستاندارد 

 بندي آن را اجباري نمايد.

به منظور اطمينان بخشيدن  همچنين

كنندگان از خدمات  تفادهاسبه 

ها و موسسات فعال در ضمينه سازمان

مميزي و  بازرسي،مشاوره، آموزش، 

هاي مديريت گواهي كنندگان سيستم

كيفيت و مديريت زيست محيطي، 

و كاليبره كنندگان  هاآزمايشگاه

وسايل سنجش، موسسه استاندارد 

را بر  موسساتها و اينگونه سازمان

يد صلاحيت اساس ضوابط نظام تائ

ايران مورد ارزيابي قرار داده و 



احراز شرايط لازم، گواهي  صورتدر 

نامه تائيد صلاحيت به آنها اعطا 

نظارت  آنهانموده و بر عملكرد 

المللي نمايد. ترويج سيستم بينمي

يكاها، كاليبراسيون وسايل سنجش، 

عيار فلزات گرانبها و  تعيين

انجام تحقيقات كاربردي براي 

از  مليي سطح استانداردهاي ارتقا

 باشد.ديگر وظائف اين موسسه مي

 



 
جستجو و شمارش  -كميسيون استاندارد آب 

اسپوركلستريديوم احياء كننده سولفيت به روش 

 غني سازي در آب

 

 رئيس

روحبخش 

 - خالقدوست

 عباس 

متخصص علوم 

 آزمايشگاهي

آزمايشگاه 

 تشخيص طبي

 

 اعضاء

  -زندوكيلي

 فاطمه 

موسسه  ليسانس تغذيه

استاندارد و 

تحقيقات صنعتي 

 ايران

  -محبعلي

 عباسعلي 

فوق ليسانس 

 ميكروبيولوژي

پژوهشگاه شركت 

 نفت

شركت آب و  ليسانس بيولوژي هما   -صديقي

فاضلاب استان 

 تهران

  -قائمي

 نسرين 

فوق ليسانس 

 بهداشت

سازمان حفاظت 

 از محيط زيست

 

 دبير

 - روشن طبري

 ده مژ

فوق ليسانس 

 شناسيقارچ

موسسه 

استاندارد و 

تحقيقات صنعتي 

 ايران



 مطالب فهرست

 
 مقدمه

 و دامنه كاربرد هدف

 تعريف

 روش اساس

 هاكشت و معرف محيطهاي

 و وسايل لازم دستگاهها

 بردارينمونه

 كار روش



 

 بسمه تعالي

 پيشگفتار

جستجو و شمارش  -آب استاندارد

نده هاي احيأ كناسپور كلستريديوم

سولفيت به روش غني سازي در آب كه 

به وسيله كميسيون فني مربوطه 

تهيه و تدوين شده و در هفتدمين 

كميته ملي استاندارد 

مورد  78 / 9/ 28ميكروبيولوژي مورخ 

تاييد قرار گرفته ، اينك به 

قانون اصلاحي  3 ماده  1 استناد بند 

قوانين و مقررات موسسه استاندارد 

ي ايران مصوب بهمن و تحقيقات صنعت

بعنوان استاندارد رسمي  1371 ماه 

 گردد. ايران منتشر مي

حفظ همگامي و هماهنگي با  براي

هاي ملي و جهاني تحولات و پيشرفت

در زمينه صنايع و علوم 

استانداردهاي ايران در مواقع 

لزوم مورد تجديدنظر قرار خواهند 

گرفت و هر گونه پيشنهادي كه براي 

كميل اين استانداردها اصلاح يا ت

برسد، در هنگام تجديدنظر در 

كميسيون فني مربوط مورد توجه 

قرار واقع خواهد شد. بنابراين 

براي مراجعه به استانداردهاي 

ايران بايد همواره از آخرين چاپ 

 و تجديدنظر آنها استفاده نمود. 

تهيه و تدوين اين استاندارد  در

سعي شده است كه ضمن توجه به 

، ط موجود و نيازهاي جامعهشراي

حتي المقدور بين اين استاندارد و 

استاندارد كشورهاي صنعتي و 

 پيشرفته هماهنگي ايجاد شود. 

با بررسي امكانات و مهارتهاي  لذا

موجود و اجراي آزمايشهاي لازم اين 



استاندارد با استفاده از منبع 

 : زير تهيه گرديده است

  

1- International Standard )ISO( 6461/1-

1987 Water quality-Detection and 

enumeration of the spores of sulfite-reducing 

anaerobes (clostridia)  

Part 1: Method by enrichment in a liquid  

medium.  
  

 

جستجو و شمارش اسپور 

هاي احيأ كننده كلستريديوم

سولفيت به روش غني سازي در 

 آب

 مقدمه  0 
احيا كننده  هاياسپوركلستريديوم

سولفيت بطور وسيعي در محيط 

پراكنده هستند. و در مدفوع 

، فاضلاب و خاك يافت ، حيوانانسان

ها و ميشوند. آنها برخلاف كليفرم

اشرشياكلي به مدت طولاني در آب 

مانند و نسبت به مواد باقي مي

شيميايي و عوامل فيزيكي از اشكال 

توانند و ميرويشي مقاومترند 

تري به آلودگي باشند. نشانه حساس

هاي ها به غلظتاين ميكروارگانيسم

معمولي كلر كه براي ضدعفوني كردن 

رود نيز مقاومند، آب بكار مي

بنابراين براي كنترل مفيد 

 ميباشند. 

 هدف و دامنه كاربرد  1 
از تدوين اين استاندارد  هدف

جستجو و شمارش 

احياكننده هاي اسپوركلستريديوم

سولفيت به روش غني سازي در محيط 



باشد و براي انواع آبها، مايع مي

از جمله آبهاي كدر قابل اجرا 

 . است

 تعريف  2 
احيا كننده سولفيت  هايكلستريديوم

هاي بي هوازي هستند كه باكتري

كنند و به خانواده اسپور توليد مي

ها با سيلاسه و جنس كلستريديوم

 تعلق دارند. 

 اساس روش  3 
و شمارش  جستجو

هاي احياكننده اسپوركلستريديوم

سولفيت در حجم معيني از آب با 

روش غني سازي به ترتيب زير انجام 

 گيرد: مي

 انتخاب اسپورها  1 ـ 3

با حرارت دادن نمونه  اسپورها

براي از بين بردن اشكال رويشي و 

 ايجاد شوك حرارتي انتخاب ميشوند. 

 غني كننده  محيط كشت 2 ـ 3

و شمارش  جستجو

هاي احياكننده اسپوركلستريديوم

سولفيت با تلقيح مقدار معيني 

آزمونه به محيط كشت مايع و سپس 

درجه سلسيوس 1±37 گذاري در گرمخانه

ساعت در شرايط بي  48 به مدت 

 هوازي انجام ميشود. 

 ها محيطهاي كشت و معرف 4 
به منظور بهتر شدن  1 ـ 4

شود كه نتايج توصيه مي تكرارپذيري

ها و براي تهيه رقيق كننده

محيطهاي كشت از مواد پايه خشك و 

يا محيطهاي خشك و يا محيطهاي خشك 

آماده استفاده شود. در صورت 

استفاده از محيهاي كشت و معرفهاي 

تجارتي بايستي طبق دستور سازنده 

 عمل شود. 



شيميايي كه براي تهيه  مواد

ها به كار محيطهاي كشت و معرف

رود بايستي داراي كيفيت مي

شيميايي شناخته شده بوده و آب 

مصرفي نيز بايستي آب مقطر و عاري 

از مواد بازدارنده رشد 

 ها باشد. ميكروارگانيسم

 pH  توسط pH  درجه  25 سنج در

 گيري ميشود. سلسيوس اندازه

محيط كشت فورا به مصرف  اگر

 رسد و توصيه ديگري نشده باشدنمي

درجه سلسيوس  4 توان آنها را در مي

 تا يكماه نگهداري نمود. 

هاي رقيق محيطهاي كشت و محلول 2 ـ 4

 كننده 

محيط كشت براي تشخيص  1 ـ 2ـ 4

 ها اسپوركلستريديوم

محيط پايه با غلظت  1 ـ 1ـ 2ـ 4

 معمولي 

 
 : تهيه روش

، استات سديم و عصاره گوشت ،پپتون

ميلي ليتر  800 عصاره مخمر را در 

ميلي ليتر  200 آب حل كنيد و با 



آب باقيمانده محلولي از نشاسته 

 را به شرح زير تهيه نمائيد. 

را در مقدار كمي آب سرد  نشاسته

حل كنيد تا به شكل خمير درآيد. 

بقيه آب را حرارت دهيد تا بجوشد 

و در حاليكه مخلوط نشاسته را به 

زنيد آب را به آن آهستگي به هم مي

اضافه نمائيد تا كاملا حل شود سپس 

اين محلول را به مخلوط اولي 

اضافه كرده آنقدر حرارت دهيد تا 

بجوش آيد و كاملا حل شود. پس از 

گلوكز و هيدروكلرايد ال سيستين 

محيط را  pH را در آن حل نمائيد 

 7 / 7-1/ 2توسط سود يك نرمال به 
ميلي  25 برسانيد و در حجمهاي 

ف مناسب تقسيم و در ليتري در ظرو

 درجه سلسيوس به مدت 1±121 حرارت 
 دقيقه سترون نمائيد.  15

محيط پايه با غلظت دو  2 ـ 1ـ 2ـ 4

 برابر 

تهيه محيط با غلظت دو  براي

برابر، تركيبات داده شده در محيط 

 500 را براي  1) ـ 1ـ 2ـ 4كشت بند )

ميلي ليتر آب مقطر در نظر بگيريد 

عمل  1) ـ 1ـ 2ـ 4و مانند بند )

 كنيد. 

 10 محيط كشت را در مقادير  سپس

ميلي ليتر به  50 ميلي ليتر و 

 100 و  25 ترتيب در ظروف مناسب 
ميلي ليتري تقسيم نموده و در 

 درجه سلسيوس به مدت 1±121 حرارت 
 دقيقه در اتوكلاو سترون نمائيد.  15

محلول سولفيت سديم  3 ـ 2ـ 4

(3SO2Na) 
ميلي  100 سدم را در گرم سولفيت  4 

ليتر آب مقطر حل نموده و به كمك 

 2 صافي سترون كنيد سپس محلول را
درجه سلسيوس نگهداري و هر  5 الي 



دو هفته يكبار از محلول تازه 

 استفاده نمائيد. 

نيترات آهن سه ظرفيتي  4 ـ 2ـ 4

(Fe7C5H6C) 

گرم سيترات آهن سه ظرفيتي را  7 

حل  ميلي ليتر آب مقطر 100 در 

نموده و با صافي سترون كنيد سپس 

درجه  5 الي  2 محلول فوق را 

سلسيوس نگهداري و هر دو هفته 

يكبار از محلول تازه استفاده 

 نمائيد. 

 محيط كامل  5 ـ 2ـ 4

هاي در هنگام آزمايش حجم 1 ـ 5ـ 2ـ 4

مساوي از محلول سولفيت سديم بند 

و نيترات آهن سه ظرفيتي  3) ـ 2ـ 4)

 را مخلوط كنيد.  4) ـ 2ـ (4بند 

نيم ميلي ليتر از مخلوط  2 ـ 5ـ 2ـ 4

را به هر يك از  1) ـ 5ـ 2ـ 4بند )

ظروف محتوي محيط با غلظت معمولي 

 1) ـ 1ـ 2ـ 4يا يك برابر غلظت بند )
را كه جهت خروج هواي حل شده در 

آن قبلا حرارت داده و خنك شده است 

 به آرامي اضافه نمائيد. 

 4ـ 5ـ 2ـ 4از مخلوط بند ) 3 ـ 5ـ 2ـ 4

ميلي ليتر را به طور  0 / 1)

ميلي  10 جداگانه به ظروف حاوي 

ميلي ليتر را به ظروف  2 ليتر و 

ميلي ليتر محيطهاي با  50 حاوي 

كه  2) ـ 1ـ 2ـ 4غلظت دو برابر بند )

قبلا حرارت داده و خنك شده است به 

 آرامي اضافه نمائيد. 

 كننده  هاي رقيقمحلول 2 ـ 2ـ 4

رقيق كننده را طبق  هايمحلول

ملي ايران  356 استاندارد شماره 

هاي مواد غذايي )آماده كردن نمونه

ها( تهيه و شمارش ميكروارگانيسم

 كنيد. 



 دستگاهها و وسايل لازم  5 
دستگاهها و وسايل معمول در  از

آزمايشگاه ميكروبيولوژي استفاده 

 نمائيد. 

 برداري نمونه 6 
اندارد ملي آئين كار است به

هاي برداري از آب جهت آزموننمونهن

 4208 باكتريولوژيكي با شماره 
 مراجعه شود. 

 روش كار  7 
 انتخاب اسپورها  1 ـ 7

از انجام آزمايش نمونه را  قبل

 75 دقيقه در  15 بايستي به مدت 
درجه سلسيوس در بن ماري حرارت 

داد براي كنترل دما مقداري آب 

ا به يك ظرف مشابه اضافه معمولي ر

نموده و پس از قرار دادن يك 

دماسنج در آن ظرف را در مجاورت 

نمونه مورد آزمون در بن ماري 

 بگذاريد از زمانيكه دماسنج دماي 
درجه سلسيوس را نشان داد زمان  75

دقيقه بعد  15 را يادداشت نموده و 

نمونه مورد آزمون را از بن ماري 

 خارج نمائيد. 

 گذاري تلقيح و گرمخانه 2 ـ 7

 7ميلي ليتر نمونه بند ) 1 50 ـ 2ـ 7

ميلي ليتري  100 را به ظرف  1) ـ

ميلي ليتر محيط كشت كامل  59 حاوي 

 3) ـ 5ـ 2ـ 4با دو برابر غلظت بند )
 اضافه كنيد. 

ده ميلي ليتر از نمونه  2 ـ 2ـ 7

را بطور جداگانه به  1) ـ 7بند )

ليتر محيط ميلي  10 پنج لوله حاوي 

كشت كامل با دو برابر غلظت بند 

 اضافه كنيد.  3) ـ 5ـ 2ـ 4)

يك ميلي ليتر از نمونه  3 ـ 2ـ 7

را بطور جداگانه به  1) ـ 7بند )



ميلي ليتر محيط  25 پنج لوله حاوي 

 2) ـ 5ـ 2ـ (4با غلظت معمولي بند 

 اضافه نمائيد. 

در مواردي كه نمونه مورد  4 ـ 2ـ 7

لوده ميباشد آزمون شديدا آ

توانيد نمونه اوليه را رقيق مي

كرده سپس بر روي رقت تهيه شده 

 آزمايش را انجام دهيد. 

آزمايشات كيفي آب  هنگاميكه

آشاميدني يا آب آشاميدني بطري 

شده بدون انجام شمارش بيشترين 

 100 تعداد احتمالي مورد نظر باشد 
 200 ميلي ليتر نمونه را به ظروف 

ميلي ليتر  100 ي ميلي ليتر حاو

محيط كشت با غلظت دو برابر بند 

 اضافه نمائيد.  3) ـ 5ـ 2ـ 4)

صورت لزوم ب منظور كم كردن  در

فضاي خالي بالاي ظروف محيط كشت با 

را  2) ـ 5ـ 2ـ 4غلظت معمولي بند )

تا حداكثر حجم به كليه ظروف 

تلقيح شده اضافه كنيد به طوري كه 

آنها  تا گلوي ظرف پر شود سپس درب

را با درپوش مناسب ببنديد و در 

درجه 1±37 شرايط بي هوازي در 

ساعت  48 سلسيوس به مدت 

 گذاري نمائيد. گرمخانه

 : توجه

كه حجمشان زياد است و  هاييكشت

درب آنها كاملا بسته شده ممكن 

ادست در اثر توليد گاز منفجر 

 شود. 

 تفسير نتايج  3 ـ 7

ولفيت كه به دليل احيا س محيطهايي

و رسوب سولفيت آهن سه ظرفيتي به 

آيند مثبت تلقي رنگ سياه در مي

ميشود كه بايستي آنها را طبق 

 جدول پيوست شمارش نمائيد. 

 : يادآوري



صورتيكه از محيط كشت تازه  در

شود بايستي تهيه شده استفاده نمي

آنها را قبل از آزمايش مدت نيم 

ساعت در بن ماري جوش قرار دهيد 

كسيژن محلول در آن خارج شود تا ا

سپس بدون تكان دادن محيط كشت را 

 خنك نموده و استفاده كنيد. 

 كار:  گزارش

كار بايد روش بكار رفته را  گزارش

بيان نمايد و نتايج بيشترين 

تعداد احتمالي اسپور 

هاي احياكننده سولفيد كلستريديوم

را در حجم نمونه بيان كند. 

ار و يا همچنين بايستي جزئيات ك

عواملي را كه ممكن است بر نتايج 

 كار تاثير بگذارد بيان شود. 

كار بايستي حاوي كليه  گزارش

اطلاعاتي باشد كه براي مشخص كردن 

 . كامل نمونه لازم است
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