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هدف از انجام کشت

میکروبیجمعیتوکنندمیرشدهمکنارهاباکتریطبیعی،هایمحیطدر•
کاربهاببایدخاصعفونیعاملیکشناساییبرایامادهندمیتشکیلرامخلوطی

پرورشجداگانهطوربهوکنیمجداهمازراهاجمعیتاینخاصهایروشبردن
قراریبررسموردراآنهابیوشیمیاییهایویژگیورشدمختلفخصوصیاتوبدهیم
.برسیمباکتریصحیحشناساییبهنهایتکهبدهیم
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.  یک باکتری در محیط کشت جامد یا مایع به دلایل مختلفی کشت می شود•

اقی ایجاد می تواند برای مشاهده ی تغییری باشد که کلنی روی محیط کشت افترکشت•
ید کشت و می کند، یا برای گرفتن کلنی تک باشد، یا تنها برای ازدیاد باکتری، تجد

تری در مشاهده ی حرکت باکتری، رشد آنتاگونیسم دو یا چند باک. نگه داری آن باشد
کنار هم، مشاهده ی هاله ی عدم رشد اطراف ماده ی خاص و بسیاری دلایل دیگر انجام 

.ما در این جا رایج ترین و پرکاربردترین روش های کشت را معرفی می کنیم. شود
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روش کشت باکتری

. به سه روش قابل انجام است: کشت در پلیت •
کشت خطی -1
کشت سطحی -2
کشت آمیخته یا پورپلیت -3
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Streak Plate

به.تهگرفانجامپلیتیکرویباکتریکشتمراحلکهسادهواقتصادیروشی•
اینهروشایننواقصجملهاز.گویندمیایمرحله۴یاخطیکشتکشت،این
لونیکمیشهفقطوکردشمارشرانمونهدرموجودباکتریتعدادشودنمیکه

.بیاریمبدستخالص
ایندراستباکتریخالصسویهیککردنجداهمتستاینانجامازهدف•

عدبتاشدهجداهمازحدیتاهاباکتریآگارسطحبرخطوطیکشیدنباروش
.شوندبدیدهکشتمحیطسطحبرتکیهایکلونیبصورتتکثیرورشداز

میصورتلوپبرگشتورفتبصورتکشتمحیطدرهمدستحرکت
دربایدباکتری هاباشیم،دادهانجامدرستراخطیکشتاگر.گیرد
در.باشندداشتهراتراکمبیشترین(اولبرگشتورفتحرکت)1بخش
رینآخکهجاییتا.داردوجودکلنیتکتعدادیوکلنیکمتریتعداد2بخش
را(کلنیتک)منفردکلنیتعدادبیشترینومخلوطکشتمقدارکمترینمرحله

داراست
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روش های کشت
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روش های کشت
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بوسیلهاابتدکهترتیباینبه.شودمیاستفادهریختهپیشمحیطازروشایندر:خطیکشت
صورتبریختهپیشمحیطسطحرویآنراوبرداشتهراباکتریپرگنهازمقداریشدهسترونآنسیک

یدتوانمیتکهایکلنیآوردنبدستبرایخطیکشتهایدر.کشیدمیجهتچنددروموازیخطهای
.کنیدتقسیمقسمت۴بهراپلیت
بعدویدهکشموازیخطهایبصورترااستباکتریپرگنهمحتویکهراآنسنوکابتدااولقسمتدربعد

وسوممنطقهدرودهیدمیادامهدیگرجهتدراولمنطقهانتهاییخطانتهایازدوممنطقهدرراخطوط
.کنیدمیعملصورتهمینبههمچهارم

راکمتازترتیببهکشیدمیمحیطسطحرویراموازیخطوطوقتیکهاستاینروشاینخصوصیت
ازوقتیگردیمنطقهدرواستکمترباکتریتراکمرسیدمیکهخطانتهایبهوشودمیکاستهباکتریها
وباشدمیتداابدرباکتریهاتراکمازکمتربسیارتراکمواقعدرکنیدمیاستفادهقبلیمنطقهخطانتهای

میشماهارمچمنطقهدرجائیکهتاشودمیکاستهباکتریهاتعدادازترتیببههمدیگرمناطقدرنتیجهدر
.شودمینامیدهخالصکلنیکهباشیدداشتهتکیهایپرگنهتوانید
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.نداشته باشدتوجه داشته باشید که کلنی خالص به کلنی گفته می شود که با کلنی دیگر تماس•
وی محیط در مورد محیطهای کشت باکتریایی که بصورت مایع می باشند برای انجام کشت خطی ر
د سپس پیش ریخته فقط یکبار لوپ را داخل محیط محتوی باکتری کرده و یک لوپ از آن برداری
و یا .آنرا روی محیط پیش ریخته قرار داده و بصورت خطوط موازی آنرا در چند جهت بکشید

.مراحل فوق را روی آن انجام دهید

ک باکتری بنابراین انجام درست کشت خطی منجر به ایجاد کلنی خالص می شود این کلونی تنها از ی
ه این باکتریهای منفرد را باکتریهای مادر می نامند ک(. تعریف کلنی خالص)مادری بوجود می آید 

.باکتریها پس از کشت خطی و جدا شدن سلولهای باکتری از یکدیگر بوجود می آیند

•
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روشی پرکاربرد می باشد که برای به دست آوردن تک کلنی و مشاهده ی کشتِ چهارمرحله ای•
.روش مناسبی است (مثل همولیز) تغییرات  ناشی از رشد باکتری در محیط کشت

90تا 60در این روش مطابق شکل، از یک طرف پلیت شروع کرده و چند بار پلیت را به اندازه ی •
ه، در این روش از سوآپ استفاده نمی شود، چون با جذب باکتری به درون پنب. درجه می چرخانیم

.در مقدار باکتری منتقل شونده ایجاد خطا می کند
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روش های کشت
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سردنیستتماسدرباکتریباکهکشتمحیطازگوشه ایباومی سوزانیمرالوپ•
درنهاتومی کنیمشروعقبلمرحله یکشتخطوطدرونازباریکسپس.می کنیم
.نمی سوزانیمرالوپکشتازمرحلهآخرین

وجودصورتدرکهدارداهمیتنظراینازباکتریازتککلنیگرفتن•
.اشیمبمطمئنخودتکیکلنیخلوصازمی‌توانیمباکتری،دیگرسویه‌های

.استشدهایجادباکتریعددیکازتنهامنفردکلنیهرزیرا



روش های کشت
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کشت سطحی

.در این نوع کشت هم از محیط پیش ریخته استفاده می شود
: نحوه کشت

مایعی این روش کشت بیشتر برای محیطهای مایع میکروبی کاربرد دارد و یا اگر محیط
میکروبی مانند شیر مشکوک به آلودگی میکروبی باشد آن را می توان به این روش کشت

.داده و میکروارگانیسمهای موجود در آن را مشخص نمود
ده از پیپت سپس با استفا. برای اینکار ابتدا یک رقت معینی از محیط مایع تهیه نمائید

وسط استریل مقدار مشخصی از آن رقت را برداشته و در سطح محیط جامد پیش ریخته ت
لنی های و بعد از انکوباسیون می توانید ک. میله پخش کننده یا توک آنس پخش نمائید

نجام رشد یافته در سطح محیط کشت را مشاهده کنید توجه داشته باشید که هنگام ا
. کشت سطحی باید سطح محیط خشک باشد
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آباربخاستممکنریختهپیشبصورتکشتمحیطریختنهنگامچون•
توانمیآنکردنخشکبرایشودجمعمحیطسطحوپلیتدربروی

به.نمودخشکودادهقراردرجه25-50دمایباگرمخانهیکدررامحیطها
وارونهراکشتمحیطمحتویقسمتوبرداشتهراپلیتدربکهترتیباین

.گرددحذفرطوبتقطراتتادهیدقراردربلبهروی

معتجصورتدرپلیتدرکشتمحیطریختنازپستوانیدمیهمچنین•
باعثاینکار.نمائیدحذفمحیطسطحدادنشعلهباراآنها،هواحباب

شودمیهمکشتمحیطسطحشدنسترون
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Spread Plate

شتکاینبه.داردکاربردهاباکتریجداسازییامیکروبیشمارشبرایهمروشاین•
متولیهایرقتاولیههاینمونهازبایدکشتایندر.گوییممیسطحیکشت

ابوریزیممیآگارمغذیهایپلیترویرارقتهرازلیترمیلی0/1وکنیمدرست
ماطوریاین.کنیممیپخشپلیتسطحتمامدرراآناستریلایشیشهمیلهکمک

هاپلیتازیکهرهایکلونیتعدادوکنیمایجادراباکتریهایکلونیتکتوانستیم
ظرندربارواولیهنمونهدرموجودهایباکتریتعدادهمنهایتدروکنیمشمارشرا

.کنیممحاسبهرقتضریبگرفتن
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ایع را روی اگر کشت اولیه ی باکتری به صورت مایع باشد، می توان با سمپلر نمونه ی م•
استریل،  (spreader) محیط کشت جامد ریخت و بعد با یک پخش کننده

.سوسپانسیون را در همه جای محیط کشت پخش کرد
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پخش‌کردن‌باکتری‌روی‌محیط‌کشت‌جامد‌به‌کمک‌پخش‌کننده
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کشت چمنی

 بیوگرامآنتیبرایبیش ترومی دهدمابهپلیتسطحدریکنواختکشتیک•
در.می شوداستفادهرشدمهارکننده یمواداطرافرشدعدمهاله یسنجشو

.ودمی شاستفادهباکترییکنواختپخشبرایسوآپازبیش ترروشاین
وآپسباکهکشتییکنواختیاما.استممکنحالتدرنیزلوپازاستفاده

.ده اندشپخشلوپباباکتری هاکهاستزمانیازبهتروبیش ترمی شودانجام
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روش های کشت

آنتی بیوگرام و هاله ی عدم رشد اطراف دیسک های آنتی بیوتیک روی کشت چمنی
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کشت خطینوع دیگر

ندچمواردبسیاریدرومی شودانجامممتدخطیکصورتبهحلقه ایلوپکمکبه•
برایمعمولاا روشاین.می دهندکشتهمبرعمودصورتبهراباکترینوع

درمثالبرای.می شودانجامهمبرمیکروبچندیادوآنتاگونیستیاثرمشاهده ی
موادکهاستآنتی بیوتیکتولیدکننده یبهمشکوکباکترییکوسطخطزیرشکل
اینلولیسبیرونموادجزوآنتی بیوتیککهصورتیدر.می کندتولیدسلولیبیرون

شریشیاااستافیلوکوکوس،باکتری هایخطیکشتباشد،محیطازجداشدهباکتری
می شودمتوقفباکتریایننزدیکیدرآن،اطرافمیکروکوکوسوکلی
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کشت خطی
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کشت چندبخشی

سویه‌های‌میکروبی‌متعدد‌و‌صرفه‌جویی‌در‌مصرف‌اغلب برای نگه داری•
.به مدت کوتاه در یخچال انجام می گیردمحیط‌کشت

ی در این روش پلیت از قسمت کف با مارکر به چند بخش تقسیم شده و سویه ها•
.متفاوت بین خطوط کشت داده می شود
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کشت چندبخشی

روش های کشت
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وجود دارد که با دیواره هایی از خود پلیت به دو، سه، چهار یا پلیت‌هاییهمچنین•
بیش تر بخش تقسیم شده است و به صورت آماده در بازار موجود است

سهیلا عباسی:تهیه کننده 26



درباکتریحرکتمشاهده یبرایسوزنیلوپازاستفادهباعمقیکشت
.می شودانجامآزمایشلوله یدرونکمآگاردرصدبانیمه‌جامدمحیط کشت
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 آگارنوترینکشتمحیطدوروبروشکلدر
ریباکتکهمی بینیدآزمایشلوله یدرون

شدهدادهکشتعمقیصورتبهآن هادر
درتنهاباکتریچپسمتلوله یدر.است
ییتوانازیرااست،کردهرشدکشتمسیر

راستسمتلوله یدراما.نداردحرکت
ریباکتیعنی.استشدهکدرمحیطهمه ی
محیطکلدروداشتهحرکتتوانایی
.استشدهپخش
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کشت شیب دار
 هواکمشرایطایجادبرایشکلمطابقآزمایشلوله یدرکهاستجامدیمحیط کشت

 (میکروآئروفیل)کم هواشرایطدرباکتریکارکردمشاهده یوآزمایشلوله یتهدر
حالتایندراستفادهموردجامدمحیط کشت هایمعمولاا .می شودانجام
باکتری هاییتوسطاسیدتولیدوتخمیرانجامکههستندشیمیاییمعرف‌هایدارای

.می دهدنشانکنند،تحملراکم هواشرایطمی توانندکه
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کشت بی هوازی

بهارجنامبهدربستهظرفیکروشایندر.می شودانجامبی هوازیباکتری هایبرای•
می شودبردهکار

موجودهوایتامی شودروشنجاردرونشمعیک.می گیردقرارآندرونپلیت هاکه•
خاموشجاردرموجوداکسیژنتماممصرفازپسشمع.کندمصرفراآندر

فراهمبی هوازیمیکروب هایبرایرا (اکسیژنبدون) بی هوازیشرایطومی شود
می کند
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کشت آمیخته یا پورپلیت

.باشدمیباکتریازسوسپانسیونتهیهبهنیازهمکشتروشایندر•
نمودههتهیرامعینیرقتمایعمحیطدرنظرموردباکتریازبایدیعنی

ازسپسریختهاستریلپلیتکفدرآنراازسیسی1میزانبهبعد
۴5حدودبهآنحرارتوشدهاستریلقبلاکهنظرموردکشتمحیط
.دنمائیاضافهپلیتبهسیسی20-15بمیزانرسیدهسانتیگراددرجه
.دکنیمخلوطکاملاآنراانگلیسی8عددبصورتدورانیحرکاتباسپس

ازنازکیلایهیکباراباکتریباآمیختهمحیطسطحمجددابودنیازاگر
فتهگهمدولایهکشتآنبهحالتدراینبپوشانیدکشتطمحیهمان

شودمی
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Pour Plate

اکتریبمشخصمقدارکهایشیوهبهاستباکتریجداسازیهایتکنیکازیکیروشاین

موجودهایباکتریتعدادتاکنیممیرقیقبرابرچندرامایعکشتمحیطازشدهبرداشته

.بشوددیدهمجزاوتکهایکلونیکشت،محیطرویکهبشوندکمایاندازهبهاوندر

حجم،(سانتیگراددرجه50تا۴8دمای)جامدکشتمحیطشدنسفتازقبلروشایندر

میلاستریپلیتدرونبهوکشتمحیطوکنیممیاضافهآنبهراباکتریازمشخصی

شوندمیپخشمحیطدرونیکنواختبطورهاباکتریکشت،محیطشدنسردازبعد.ریزند

محیطجایهمهدرباکتریهایکلونیدرجه35دمایدرانکوباسیونساعت2۴بعدو

.شدندپخش
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وستههاباکتریشمارشبرایبیشترروشاینکاربردباشدیادتان
بهماا.گیردمیقراراستفادهموردبسیارهمغذاییمیکروبیولوژیدر
همواستدشواروگیروقتهمکهاستاینروشاینعیبحالهر

.داردنیازبیشتریآزمایشگاهیوسایل
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عتسربهراکشتعملیاتاستاینهاتکنیکاینانجامطیدرمهمنکته•
وجودآلودگیامکانطولانیمدتبرایپلیتدربودنبازباچونبدهیمانجام
.کنیدکارشعلهکنارهموارهخاطرهمینبه.دارد
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