
دانشگاه اصفهان

دانشکده علوم و فناوریهای زیستی، آزمایشگاه میکروبیولوژی

روش های نگهداری سویه های : جلسه ی نهم 
میکروبی
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نگهداري و استفاده از سويه هاي باکتريايي

تاهکوومدتطولانيروشهايازميتوانباکترياييسويههاينگهداريبراي•
.نموداستفادهمدت
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نگهداري طولاني مدت

ازعماميکروبيسويههايکليهکهميدهدراامکاناينباکتريهامدتطولانينگهداري•
گهدارينزندهصورتبهسالهاحتيوماههابيهوازي،نيزو(رشدسختياوسريعرشدبا)هوازي
و(Freeze drying)ليوفيليزاسيونشاملمدتطولانينگهداريروشهايبهترين.شوند

.يباشدم(مايعنيتروژندريافريزديپدر)ترپايينياسانتيگراددرجه-70دمايدرنگهداري
•
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:عو يا نيتروژن ماي( درجه سانتي گراد يا پايين تر-70تا -50) نگهداري در ديپ فريز 

حاوي TSA (Trypticase Soy Agar)پليتمانندمغذيمحيطرويرانظرموردباکتري•
.دهيدتکششکلاتهآگارمحيطرويرشدسختميکروارگانيسمهايمورددروگوسفندخون5%

شرايطتحتنيازصورتدروسانتيگراددرجه35±2دمايدرساعت18-24مدتبهراپليتها
CO2نمائيدانکوبهباکتريهربراي.
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صورتردونمودهبررسيراکلنيهامورفولوژيوبودنخالصانکوباسيون،ازبعد•
سوسپانسيون،يافتهرشدباکتريازسپس.دهيدانجامآنرابيوشيمياييتستهاينياز،

سرماازمحافظتکنندهمحيطيکازميليليتر50-100درغليظي
(Cryoprotective)ايسلولهتخريبازجلوگيريبرايمحيطاين.نمائيدتهيه

.ميگيردقراراستفادهموردانجمادشرايطدرباکتري
خرگوشياگوسفندخون،Skim milkميتواندسرماازمحافظتکنندهمحيط•

نهاييغلظتباگليسرولحاوي Tryptic Soy Broth (TSB)يااستريلدفيبرينه
.باشد15-10%
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پلاستيکيياشيشهايويالهايدرml 1-0/5مقداربهفوقباکترياييسوسپانسيونازسپس•
.دنمائيآمادهيکسالمصرفبرايراخودذخيرهويالتعداد.کنيدتوزيعاستريلکوچک

يکسالمدتبهسانتيگراددرجه-70تا-50برودتدرميتوانراسويههاحاويويالهاي•
راسريعرشدباسويههايتوانميدرجه-70فريزربهدسترسيعدمصورتدر.نمودنگهداري

:استضروريزيرنکاتبهتوجهشرايطايندر.نمودنگهدارينيزدرجه-20فريزردر
گهدارينقابلدماايندرگونورهنيسرياوانفلوانزاهموفيلوسمانندرشدسختسويههاي•

.شوندنگهداريدرجه-70فريزردربايدونميباشند
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.دميرونبينازآنهااززيادتريتعدادودارندکميعمردماايندرسريعبارشدسويههاي•
دادهتکشزيرروشطبقماه،چندهرسويههاحياتازاطمينانبرايميشودتوصيهبنابراين
.شوند

رامونهن.نمائيدذوبآنرامحتوياتولرمجاريآبزيرسريعاوآوردهبيرونفريزرازوياليک•
-24دتمبهوکردهتلقيح(رشدسختباکتريهايمورددر)شکلاتهياخوندارآگارمحيطروي
باکترياين.نماييدانکوبهCO2شرايطدرنيازصورتدرودرجه35±2دمايدرساعت18

working controlتهيهبرايياآزمايشگاهدرکيفيتداخليکنترلآزمايشهايبرايميتواند

ازبعدادهاستفموردويال.کردحاصلاطميناننمونه،بودنخالصازبايداقدامهرازقبل.رودبکار
.نگرددفريزمجدداوجههيچبهوشدهانداختهدوربايدشدنذوب
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کهشدهفريزذخيرهکشتازمجددازکشتعبارتست:working controlکشتهاي•
.ميشوداستفاده...وکشتمحيطکيفيتکنترلبراي

هانداختدوربايدنمونهآن،ازپس.دادانجامميتوانهمسرپشتپاساژ3تاذخيرهکشتاز•
استفادهworking controlکشتهايتهيهبرايديگرشدهفريزذخيرهکشتيکازوشده
.ميدهدافزايشراسويههافنوتيپيتغييراحتمال،(پاساژ3ازبيش)مکررپاساژهاي.شود
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دارشيبآگارياپليترويشده،فريزذخيرهکشتاز،working controlتهيهبراي•
مورددر.مائيدنانکوبهآيد،بدستمناسبيرشدکهزمانيتاشبانهروزيکمدتبهآنراوتلقيح

دمايدرياسانتيگراددرجه2-8درميتوانراشيبدارآگارياپليتاينسريعرشدباارگانيسمهاي
ررسيبراکلنيهامورفولوژيوبودنخالصپاساژ،هرازبعد.نمودنگهداريهفته4مدتتااتاق

.نمائيد

9



استفاده از روغن معدني در دماي اتاق

براي.نماييدتهيهلولهدرکمشيبباراBrain Heart Infusion Agar (BHIA)کشتمحيط-1•
محيطاستلازملوانزا،آنفهموفيلوسوپنومونيهاسترپتوکوکمننگوکوک،گونوکوک،مانندمشکلپسندباکتريهاي
درجه50دمايبهرسيدنواتوکلاوازخروجازپسفوقمحيطبهگوسفندخون%5افزودنباراآگارشکلات

.نمودتهيهدقيقه15مدتبهسانتيگراددرجه80بنماريدردادنقراروسانتيگراد
.دنمائياستريل(يکساعتمدتبهسانتيگراددرجه170)خشکحرارتدررا(مايعپارافينيا)معدنيروغن-2•
.دهيدکشتمحيطرويرانظرموردميکروب-3•
.بريزيدمحيطسطحرويcc1مقداربهرااستريلروغنکافي،کشتآوردنبدستازبعد-4•
.ميشودبرداشته(روغنزير)آگارسطحازنمونهمجدد،کشتبهنيازصورتدر-5•
.نماييدکشتتجديدماه6-12ازبعد-6•
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کشت عمقي و نگهداري در دماي اتاق

انتروباکترياسهانوادهوخاستافيلوکوکمانندنيستندمشکلپسندکهباکتريهاييبرايفقطروشاين•
.ميرودبکار

.نماييدتهيهلولهدرزيادعمقباراTSAمانندکربوهيدراتبدونآگارکشتمحيطيک-1•
.نماييدتلقيحمحيطايندرعمقيکشتبصورتراباکتري-2•
.نمائيدانکوبهدرجه35انکوباتوردرساعت24رامحيطاين-3•
.ببنديدپنبهچوبيادرپيچبارالولهدر-4•
.بپوشاندرالولهدرکاملاکهگونهايبهببريدفرومايعپارافيندرراپيچداردرلوله-5•
.نمائيدنگهدارياتاقحرارتدرراکشتها-6•
.نمائيدتجديدراموردنظرسوشهرساله-7•
•
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براي نيسريا و استرپتوکوک(CTA)کشت عمقي در محيط سيستين تريپتيکيس آگار 

•

.نماييدتهيهلولهدرراCTAمحيط•
.دهيدکشتمحيطايندرعمقيبطورراباکتري•
.نماييدانکوبهسانتيگراددرجه35انکوباتوردرساعت24مدتبهرامحيط•
.ببنديدپيچدرياچوبپنبهبارالولهدر•
.اندبپوشرالولهدرکاملاکهگونهايبهببريدفرومايعپارافيندرراپيچداردرلوله•
براي.نمائيدتجديدراکشتهفتهدوهرونگهداريدرجه35دررالولهنيسريابراي•

.کنيدکشتتجديدماههروکردهنگهدارياتاقحرارتدررالولهاسترپتوکوک
•
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براي باکتري هاي بي هوازي Cooked meatمحيط کشت 

.دهيدکشتCooked meatمحيطحاويلولههايدرراباکتري-1•
.نماييدانکوبهسانتيگراددرجه35انکوباتوردرساعت24بمدترامحيط-2•
.ببنديدپيچدرياچوبپنبهبارالولهدر-3•

کشتهارادرحرارتاتاقنگهدارينمائيد-4•
.نمائيدتجديدراکشتماهدوهر-5•
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نگهداري کوتاه مدت

هايروشبهميشوند،استفادهروزانهروتينکارهايبرايکهworking controlکشتهاي•
:ميشوندتهيهزير

سريعرشدباباکتريهاي▪
.دهيدکشتدرپيچدارلولهايTSAمحيطسطحدررانظرموردسوش-1•
.نماييدانکوبهسانتيگراددرجه35انکوباتوردرساعت24بمدترامحيط-2•
کنيدنگهدارييخچالدررالولهکامل،رشدازپس-3•
.نمائيدتجديدراکشتماههر-4•
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استرپتوکوکها

.دهيدکشت(درپيچدارلولهاي)دارشيبخوندارآگارسطحدررانظرموردسوش-1•
.نماييدانکوبهسانتيگراددرجه35انکوباتوردرساعت24بمدترامحيط-2•
محيطيه،پنوموناسترپتوکوکجهت).کنيدنگهدارييخچالدررالولهکامل،رشدازپس-3•

(.کنيدنگهدارياتاقدمايدررا
نمائيدتجديدراکشتماههر-4•
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هموفيلوسومننگو کوک•
.دهيدکشتپليتيالولهايشکلاتهآگارمحيطسطحدررانظرموردسوش-1•
.نماييدانکوبهسانتيگراددرجه35انکوباتوردرساعت24بمدترامحيط-2•
کنيدنگهدارياتاقحرارتدررالولهکامل،رشدازپس-3•

.نمائيدتجديدراکشتهفته2هر-4•
•
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لیوفیلیزه کردن
سسپومیکروبیکشتکردنمنجمدشاملانجمادی،خشک کردنیاکردنلیوفیلیزه•

.استخلأدرآنکردنخشک
آنگاهومنجمدسرعتبهراهاآنابتدا.نمودنگهداریوحفظکردن،خشکباتوانمیراهاباکتریکشت•

شودمینامیدهلیوفیلیزاسیونروشاین.نمایندمیخشکلأخدر

ایع در فرآیند لیوفیلیزه کردن، به جای آن که ماده مورد نظر به طور مستقیم در حالت م•
خشک شود، ابتدا ماده مورد نظر منجمد و سپس در فشار پایین خشک می شود، زیرا 

ر خشک کردن مستقیم از حالت مایع، موجب چروکیده شدن و ایجاد تغییرات نامطلوب د
.ماده خشک شده می شود و آب گیری مجدد آن را نیز با مشکل مواجه می کند
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لیوفیلیزه کردن

نظرموردهنمونکهاستخلأمحفظهیکشاملکننده،لیوفیلیزهدستگاهشکلساده ترین•
خروجومی شودبخارنمونه،درموجودآبخلأ،ایجاداثردر.می شوددادهقرارآندر

.می شودآنانجمادنتیجهدرونمونهدمایکاهشموجبخلأ،محفظهازآببخارهای

مایدمرحله،ایندر.می شودداشتهنگاهسه گانهنقطهفشارزیردرآببخارفشارسپس•
تا–هنمونتصعیدوبرسدانجمادنقطهزیربهآندمایکهجاییتامی یابدکاهشنمونه
افتبرابرجاییجابهوتشعشعهدایت،وسیلهبهنمونهبهورودیحرارتشدتکهوقتی

آنازپسومی یابدادامه–شودانرژیپرمولکول هایتصعیدنتیجهدرنمونهازحرارت
می شودمتوقفتصعید
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نگهداري باکتري ها با روش خشك کردن در خلأ

(لیسرولگ)الکلازمخلوطیدرکوچکیآمپولدرراباکتریسوسپانسیونابتداروشاینطی•
یخآب.کنندمیخالیراآنهوایزیادءخلاتحتومنجمد(کربنیکگازیخ)خشکیخو

کوخشکردنمنجمداگر.بندندمیشعلهجلویراآمپولسرحالتایندروشودمیتبخیر
مقاومتتغییربدونتوانمیراحساسهایگونهحتیگیرد،انجامسرعتبهکردن

.کردنگهداریزندهحالتبههاسالیاهاماهفیزیولوژیکی

دیگروموادهاواکسنباکتری،ضدهایسرم،هاویروسنگهداریبرایروشاینازامروزه•
.شودمیاستفاده
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:  مواد، لوازم و تجهیزات•
 Tryptic Soyدر  glycerol %15% 10یا  ، fetal calf serum% 50محیط محافظت کننده از سرما مانند ✓•

Broth (TSB) ،  یاSkim Milk ، یا خون دفیبرینه گوسفند
محیط کشت آگار خوندار پلیتی✓•
محیط کشت شکلات آگار پلیتی✓•
محیط کشت آگار خوندار شیبدار لوله ای درپیچ دار✓•
محیط کشت شکلات آگار شیبدار لوله ای درپیچ دار✓•
لوله ای درپیچ دار Tryptic Soy Broth (TSB)محیط کشت ✓•
لوله ای درپیچ دار CTA))Cystine Tryptic Agar محیط کشت✓•
شیبدار لوله ای درپیچ دار Brain Heart Infusion Agar (BHIA)محیط کشت ✓•
لوله ای درپیچ دار Cooked Meatمحیط کشت ✓•
روغن معدنی یا پارافین مایع استریل✓•
ویال های شیشه ای یا پلاستیکی کوچک درپیچ دار استریل✓•
یخچال✓•
ºC70 فریزر✓•
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24سهیلا عباسی: تهیه کننده 
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