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جستجو و شناسائي استرپتوككهاي مدفوعي دراك به روش غني سازي در 

 محيط مايع
  

  
  

 چاپ اول



 موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران

موسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران تنها سازماني است 
ها  رد رسمي فرآوردهدر ايران كه بر طبق قانون ميتواند استاندا

را تعيين و تدوين و اجراي آنها را با كسب موافقت شورايعالي 
وظايف و هدفهاي موسسه . استاندارد اجباري اعلام نمايد

  :عبارتست از
انجام تحقيقات  –تعيين، تدوين و نشر استانداردهاي ملي ( 

بمنظور تدوين استاندارد بالا بردن كيفيت كالاهاي داخلي، كمك 
بود روشهاي توليد و افزايش كارائي صنايع در جهت به به

نظارت بر اجراي  –ترويج استانداردهاي ملي  -خودكفائي كشور
كنترل كيفي كالاهاي صادراتي مشمول  –استانداردهاي اجباري 

استانداردهاي اجباري و جلوگيري از صدور كالاهاي نامرغوب 
مشابه به منظور فراهم نمودن امكانات رقابت با كالاهاي 

خارجي و حفظ بازارهاي بين المللي كنترل كيفي كالاهاي 
وارداتي مشمول استاندارد اجباري به منظور حمايت از مصرف 

كنندگان و توليدكنندگان داخلي و جلوگيري از ورود كالاهاي 
نامرغوب خارجي راهنمائي علمي و فني توليدكنندگان، توزيع 

قيق درباره روشهاي مطالعه و تح –كنندگان و مصرف كنندگان 
ترويج  –توليد، نگهداري، بسته بندي و ترابري كالاهاي مختلف 

آزمايش و  –سيستم متريك و كاليبراسيون وسايل سنجش 
تطبيق نمونه كالاها با استانداردهاي مربوط، اعلام مشخصات و 

  ) .هاي لازم  اي و صدور گواهينامه اظهارنظر مقايسه
زمان بين المللي استاندارد مي موسسه استاندارد از اعضاء سا

باشد و لذا در اجراي وظايف خود هم از آخرين پيشرفتهاي 
علمي و فني و صنعتي جهان استفاده مي نمايد و هم شرايط كلي 

  .و نيازمنديهاي خاص كشور را مورد توجه قرار مي دهد



اجراي استانداردهاي ملي ايران به نفع تمام مردم و اقتصاد 
افزايش صادرات و فروش داخلي و تأمين  كشور است و باعث

ايمني و بهداشت مصرف كنندگان و صرفه جوئي در وقت و 
هزينه ها و در نتيجه موجب افزايش درآمد ملي و رفاه عمومي 

  .و كاهش قيمتها مي شود
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  بسمه تعالي
  پيشگفتار

هاي مدفوعي در آب  اندارد جستجو و شناسائي استرپتوككاست 
به روش غني سازي در محيط مايع كه به وسيله كميسيون فني 

كشاورزي تهيه و تدوين شده و در يكصد و پنجاه و دومين 
مورد  74/3/2كميته ملي استاندارد كشاورزي و غذائي مورخ 

نون اصلاحي قا 2ماده  1اينك به استناد بند , تائيد قرار گرفته 
قوانين و مقررات مؤسسه استاندارد و تحقيقات صنعتي ايران 

به عنوان استاندارد رسمي ايران  1371مصوب بهمن ماه 
  .گردد  منتشر مي

براي حفظ همگامي و هماهنگي با پيشرفتهاي ملي و جهاني در  
زمينه صنايع و علوم استانداردهاي ايران در مواقع لزوم مورد 

خواهد گرفت و هر گونه پيشنهادي كه براي  تجديد نظر قرار
اصلاح يا تكميل اين استانداردها برسد در هنگام تجديد نظر در 

  .كميسيون فني مربوط مورد توجه واقع خواهد شد 
بنابراين براي مراجعه به استانداردهاي ايران بايد همواره از  

  .آخرين چاپ و تجديد نظر آنها استفاده نمود 
ين اين استاندارد سعي شده است كه ضمن توجه در تهيه و تدو 

المقدور بين اين  به شرايط موجود و نيازهاي جامعه حتي
استاندارد و استاندارد كشورهاي صنعتي و پيشرفته هماهنگي 

  .ايجاد شود 
لذا با بررسي امكانات و مهارتهاي موجود و اجراي آزمايشهاي  

  :ر تهيه گرديده است لازم اين استاندارد با استفاده از منابع زي
   

1- 1-   Internatinal Standard – ISO 7899/1 - 1984  



Detection and enumeration of faecal streptococci 
2- International Standard – ISO 5667/3 - 1985  
guidance on the preservation and handling of 
sampels 
3- Guidelines for Drinking water qulity / w . H . o - 
1993 

  
هاي مدفوعي  جستجو و شناسائي استرپتوكك 

  در آب به روش غني سازي در محيط مايع
  مقدمه 

لازم , براي تعيين قابليت شرب آب آشاميدني از نظر ميكروبي  
است كه عدم آلودگي آن به ميكروارگانيسم هاي بيماري زا 

. باشد  ي ميهاي مدفوع محرز شود كه يكي از آنها استرپتوكك
اين باكتريها بايد به عنوان نشانگر آلودگي مدفوعي در آب 

آشاميدني مورد توجه قرار گيرد اگرچه تعداد كمي از آنها به 
  .توانند آب را آلوده نمايند  طرق ديگر نيز مي

 Dهاي گروه  در اين استاندارد روش جداسازي استرپتولك 
آب شرح داده شده هاي مدفوعي در  لانسفليد مانند استرپتوكك

است و از آنجا كه در اين روش باكتري فوق از نظر 
" لذا در اين مورد از واژه , شود  سرولوژيكي تائيد نمي
  .شود  استفاده مي" استرپتوكك مدفوعي 

شناسائي بعدي و , لازم به ذكر است كه در مواقع خاص   
  .آزمونهاي سرولوژيكي جهت جداسازي آن ضروري است 

  ـ هدف  1 
هدف از تدوين اين استاندارد تعيين يك روش مرجع جهت  

هاي مدفوعي در آب به روش  تشخيص و شناسائي استرپتوكك
  .باشد  غني سازي در محيط مايع مي



  ـ دامنه كاربرد 2 
اين استاندارد در مورد انواع مختلف آبها از جمله آبهاي كدر  

  .كاربرد دارد 
  ـ تعريف  3 

, هاي مدفوعي  ور از استرپتوككدر اين استاندارد منظ 
و  1ـ  2ـ  5هائي هستند كه بر روي محيط كشت بندهاي  باكتري

داراي واكنش مثبت هستند و آزمون كاتالاز آنها منفي  2ـ  2ـ  5
  .باشد  مي

  ـ اساس روش  4 
هاي مدفوعي در حجم مشخصي از نمونه طي دو  استرپتوكك 

  :شوند  مرحله شناسائي مي
  كردن ـ غني  1ـ  4 
حجم معيني از نمونه به محيط انتخابي آبگوشت آزيد ـ گلوكز  

درجه  37تا  35ساعت در  48اضافه شده و براي مدت 
  .شود  سلسيوس قرار داده مي

كنند كه  هاي مدفوعي با تخمير گلوگز توليد اسيد مي استرپتوكك 
  .شود  با تغيير رنگ شناساگر از ارغواني به زرد مشخص مي

  زمون تأييدي ـ آ 2ـ  4 
هاي گرم مثبت نيز  ها و كوكسي از آنجا كه برخي از باسيل 

توانند در اين محيط واكنش مثبت داشته باشند لذا به منظور  مي
  :گيرد  حذف آنها آزمونهاي تائيدي به صورت زير انجام مي

ساعت  48تا  24كه پس از  1ـ  4هاي بند  الف ـ از كليه لوله 
اند روي محيط صفرا اسكولين ـ آزيد  واكنش مثبت نشان داده

درجه  44آگار كشت خطي داده و سپس پليت ها در دماي 
. گيرند  ساعت قرار مي 48سلسيوس براي مدت 



هاي مدفوعي در اين محيط رشد كرده و سبب  استرپتوكك
دي  7ـ  6محصول نهائي . شوند  هيدروليز اسكولين مي

تي ايجاد تركيب هيدروكسي كومارين است با يون آهن سه ظرفي
  .شود  كند كه در محيط پخش مي خرمائي تا سياه رنگ مي

 4ـ  9هاي مشكوك آزمون كاتالاز طبق بند  ب ـ در مورد پرگنه 
پرگنه هائي را كه اسكولين مثبت . شود  اين استاندارد انجام مي

توان به عنوان استرپتوكك مدفوعي در  و كاتالاز منفي هستند مي
  .نظر گرفت 

  ها  يحطهاي كشت و معرفـ م 5 
ـ از آنجاكه كليه محيطهاي شرح داده شده حاوي  1يادآوري  

ماده بسيار سمي و جهش زاي خصوصأ استنشاق پودر آن 
همچنين اين محيطها نبايد با اسيدهاي معدني . خودداري نمود 

 HN3قوي مخلوط شوند زيرا توليد ماده سمي هيدروژن آزيد 
  .كنند  مي

ـ چون محلولهائي كه حاوي آزيد هستند در  2يادآوري  
هاي  براي مثال از طريق سينك( هاي فلزي  صورت تماس با لوله

كنند لذا بايد در اين  ايجاد تركيبات قابل انفجار مي) ظرفشوئي 
شود دور ريز  توصيه مي. زمينه توجه خاص مبذول داشت 

و  محلولهاي حاوي آزيد را با آب فراوان مخلوط و رقيق نمود
پلي , پي وي سي ( پس از جمع آوري درون ظروف پلاستيكي 

  .با دقت به مجراي فاضلاب ريخت ) پلي استيرن , اتيلن 
  ـ مواد اوليه  1ـ  5 
به منظور به دست آوردن نتايج هماهنگ از مواد شيميائي با  

كيفيت يكسان و با درجه خلوص معين و محيطهاي كشت 
ر نظر داشت كه نيمه عمر بايد د. مناسب استفاده نمائيد 



محيطهاي كشت حاوي سديم آزيد كوتاه است بنابراين تاريخ 
  .انقضاي محيط بايد مورد توجه قرار گيرد 

  ـ محيطهاي كشت 2ـ  5 
 azide gIucoseـ محيطهاي كشت آبگوشت گلوكز ـ  1ـ  2ـ  5 

broth  
  )با غلظت معمولي ( آزيد  
   مقدار  تركيب 

 beef extract گرم 4/5 عصاره گوشت 

 trypton  گرم  15 تريپتون 

 glucose گرم 7/5  گلوكز 

 sodium chloride (NaCl)  گرم 7/5  سديم كلرايد 

 bromo cresol ميلي ليتر 1  سديم آزيد
purple  

 (ethanolic solution 15g/l) )گرم در ليتر 15محلول اتانولي (

 distilled water  ميلي ليتر  1000تا  آب مقطر 

   
 :روش تهيه  

مواد فوق را با هم مخلوط كرده و در بن ماري جوش قرار  
ميلي ليتري  10پس از حل شدن محيط را در حجمهاي . دهيد 

درجه  1 ± 121دقيقه در دماي  15تقسيم كرده و به مدت 
اي تنظيم نمائيد  محيط را به گونه PH. سلسيوس اتوكلاو نمائيد 

درجه  25در دماي . ( باشد  0/1 ± 7/2دن كه پس از سترون ش
  )سلسيوس 

در مواردي كه حجمهاي بيش از يك ميلي ليتر مورد : يادآوري  
گيرد از محيط كشت با غلظت دو برابر و هم  آزمون قرار مي

  .حجم نمونه برداشت شده استفاده كنيد 



در صورتي كه محيط به صورت تجارتي در دسترس است  
  .مل نمائيد طبق دستور سازنده ع

 -  azide agarـ محيط كشت صفرا ـ اسكولين ـ  2ـ  2ـ  5 
aesculin  - bile  
  آزيد آگار  –اسكولين 

   مقدار   تركيب 

  Tryptone گرم  17  تريپتون 

 peptone  گرم 3  پپتون 

  yeast extract  گرم  5  عصاره مخمر 

صفراي گاوي به 
 ) پودر(صورت خشك 

 ox - bile dehydrated گرم  10 

 sodiom chloride (NaCl)  گرم  5  سديم كلرايد 

 aesculine گرم  1  اسكولين 

سيترات امونيوم آهن 
 سه ظرفيتي 

 ammonium iron (III) گرم  0/5 
citrate 

 sodium azide NaN3 گرم 0/15 سديم آزيد 

 agar )طبق دستور سازنده (گرم  20-12 آگار 

 distilled water ميلي ليتر 1000تا   آب مقطر 

   
 :روش تهيه  
مواد فوق را با هم مخلوط كرده و در بن ماري جوش قرار  

دهيد پس از حل شدن در ظروف مناسب تقسيم نموده و به 
. درجه سلسيوس اتوكلاو كنيد  1±121دقيقه در دماي  15مدت 
PH اي تنظيم كنيد كه پس از سترون شدن  محيط را به گونه

  )درجه سلسيوس  25در دماي . ( باشد  7/2±0/1



درجه سلسيوس سرد نموده و به  60تا  50محيط را تا دماي  
ميلي  3هائي به قطر حداقل  ميلي ليتر به پليت 20تا  15ميزان 

متر اضافه كرده و تا جامد شده محيط آنها را روي يك سطح 
  .صاف و خنك قرار دهيد 

رتي در دسترس است در صورتي كه محيط به صورت تجا 
  .طبق دستور سازنده عمل نمائيد 

  گرم در ليتر 30محلول , ـ پراكسيدهيدروژن  3ـ  5 
  ـ دستگاهها و وسايل 6 

  .باشد  شامل وسايل معمول در آزمايشگاه ميكرو بيولوژي مي 
  ـ نمونه برداري 7 

براي نمونه برداري از آبهاي آشاميدني و ساير آبهاي بطري  
اي و يا ظروف پلاستيكي سترون  ريهاي شيشهاز بط, نشده 

 160(اين ظروف بايد دماي خشك ستروني . شود  استفاده مي
را تحمل نمايند و در اين دما نبايد موادي را ) درجه سلسيوس 

  .آزاد كننده كه براي رشد باكتريها بازدارنده باشند 
ظروف بايد قبل از سترون شدن با آب و ماده شوينده مناسب  

و با آب مقطر آبكشي شوند و پس از شستشو با  شسته
  .مجددا با آب مقطر آبكشي شوند  HNO3اسيدنيتريك 

گيرد بايد  در صورتي كه نمونه برداري از شير آب انجام مي 
داخل و خارج شير آب را كاملا تميز نموده و پس از باز 

شير را بسته و با , گذاشتن شير آب براي مدت يك دقيقه 
چراغ الكلي سر شير را حرارت دهيد و سپس آنرا استفاده از 

  .باز كرده تا آب خارج شده و خنك گردد 
ظروف نمونه برداري بايد كاملا از آب پر شود و در هنگام  

براي . نمونه برداري دقت نمود تا آلودگي ثانوي پيش نيايد 



نمونه برداري از آبهاي كلر زده شده پيش از سترون كردن 
ميلي ليتر از  0/1, ميلي ليتر حجم ظرف  125ظرف به ازاي هر 

اضافه كنيد تا  (Na2S2O3)درصد تيوسولفات سديم  10محلول 
در مواردي كه كلر باقيمانده . اثر بازدارندگي كلر را خنثي سازد 

باشد مقادير بيشتر تيوسولفات لازم  مي 1پي پي ام  5بيش از 
  .است 

 0/01آنها بيش از در مورد آبهائي كه غلظت فلزات سنگين در  
" درصد  15ميلي ليتر از محلول  0/3, ميلي گرم در ليتر است 

ميلي ليتر  500به ازاي هر " 2اتيلن دي امين تترااستيك اسيد
  .حجم ظرف اضافه شود 

آبهاي نمونه برداري شده تا رسيدن به آزمايشگاه و پس از آن  
 درجه سلسيوس نگه داري 5تا  2تا زمان آزمايش در دماي 

 6لازم است كه زمان بين نمونه برداري تا آزمايش از . شود 
  .ساعت بيشتر نباشد 

  ـ روش آزمون 8 
  ها ـ آماده سازي نمونه 1ـ  8 
هاي مورد نياز را طبق  ها و تهيه رقت آماده سازي نمونه 

  .انجام دهيد  356استاندارد ملي ايران به شماره 
  ـ غني سازي 2ـ  8 
 10نه اصلي و يا نمونه رقيق شده را به يك ميلي ليتر از نمو 

بيافزائيد ) 1ـ  2ـ  5(ميلي ليتر محيط آبگوشت آزيد ـ گلوكز بند 
  .و كاملا مخلوط شوند 

  ـ گرمخانه گذاري 3ـ  8 
 35( 1±ساعت در دماي  24ظروف كشت داده شده را به مدت  

پس از پايان اين . درجه سلسيوس گرمخانه گذاري كنيد ) 37يا 
اند به  هائي را كه به رنگ زرد تغيير رنگ داده يه لولهمدت كل



توجه داشته باشيد كه . عنوان واكنش مثبت در نظر بگيريد 
تواند در سراسر لوله و يا فقط در قسمت انتهائي  تغيير رنگ مي

  .لوله ايجاد شده باشد 
ساعت ديگر در  24هاي واكنش منفي را براي مدت  مجددا لوله 

پس از پايان . درجه سلسيوس قرار دهيد ) 37يا  35( 1±دماي 
) ارغواني مايل به قرمز ( اين مدت حتي اگر تغيير رنگ ضعيفي 

  .مشاهده شود بايد به عنوان واكنش مثبت در نظر گرفته شود 
ها با لوله شاهد  مقايسه رنگ لوله, به منظور تفسير بهتر نتايج  

ري مورد در مواردي كه شمارش تعداد باكت. شود  توصيه مي
 3نظر باشد بهتر است از روش شمارش بيشترين تعداد احتمالي 

  .استفاده شود 
  ـ آزمون تائيدي 4ـ  8 
داراي واكنش مثبت باشند  2ـ  8هاي بند  در صورتي كه لوله 

يك حلقه كامل از آن را , پس از تكان دادن و يكنواخت نمودن 
فرا آگار ص, اسكولين , برداشت كرده و روي پليت حاوي آزيد 

ساعت در دماي  48كشت خطي داده و به مدت  2ـ  2ـ  5بند 
  .درجه سلسيوس قرار دهيد  44±0/5

هاي خرمائي رنگ هستند و يا  هائي كه داراي پرگنه كليه پليت 
رنگ فوق در محيط اطراف آنها پخش شده است به عنوان 

  .واكنش مثبت در نظر بگيريد 
  ـ آزمون كاتالاز 4ـ  9 
هائي  را روي پرگنه 3ـ  5از محلول آب اكسيژنه بند يك قطره  

اند قرار  آزيد آگار رشد كرده, اسكولين , كه در محيط صفرا 
متصاعد شدن حبابهاي اكسيژن دليل بر وجود آتريم . دهيد 

  .كاتالاز است 
  .باشند  هاي مدفوعي كاتالاز منفي مي استرپتوكك 



ون كاتالاز منفي به منظور حذف خطاي ناشي از آزم: يادآوري  
آزمايش را روي يك محيط غير انتخابي مثل آگارمغذي , 
)Nutrient Agar ( از آنجاكه آنزيم فوق فقط در . تكرار كنيد

بنابراين آزمايش را روي , هاي زنده وجود دارد  كشت
  .ساعته انجام دهيد ) 24تا  18(هاي  كشت

   
   

  
   

1-Part Per Million (P.P.M)   
2 -Ethylene diamine tetraacetic acid (E.D.T.A)  
3 - Most Probable Number (M.P.N)  
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