
 

 

 

 هاي باکتريايينگهداري و استفاده از سويه                
 این جزوه بر طبق دستورالعمل ابلاغی آزمایشگاه مرجع سلامت تهیه گردیده است.

 

نتخاب ایهی است بد د.توان از  روشهاي طولانی مدت و کوتاه مدت استفاده نموهاي باکتریایی میبراي نگهداري سویه

 باشد.پذیر میا توجه به امکانات موجود هر آزمایشگاه امکانهاي ذیل، بهریک از روش

 

 نگهداري طولاني مدتالف( 
یا  ریع ورشد س باوازي )ههاي میکروبی اعم از دهد که کلیه سویهمدت باکتریها این امکان را مینگهداري طولانی

دت مطولانی  گهدارينهترین روشهاي نیز بیهوازي، ماهها و حتی سالها به صورت زنده نگهداري شوند. ب سخت رشد( و

)در دیپ فریز یا در  گراد یا پایین تردرجه سانتی -70و نگهداري در دماي  (Freeze drying)شامل لیوفیلیزاسیون 

 باشد.نیتروژن مایع( می
 

 :ايعيا نيتروژن م تر( و اد يا پايينگردرجه سانتي -70تا  -50نگهداري در ديپ فريز )  -1
 

خون  %5حاوي    TSA (Trypticase Soy Agar)ر را روي محیط مغذي مانند پلیتنظباکتري مورد 

اعت در س 18-24 ه مدتبگوسفند و در مورد میکروارگانیسمهاي سخت رشد روي محیط آگار شکلاته کشت دهید. پلیتها را 

 .براي هر باکتري انکوبه نمائید 2COگراد و در صورت نیاز تحت شرایط درجه سانتی 235دماي 

میایی آنرا اي بیوشی، تستهها را بررسی نموده و در صورت نیازبعد از انکوباسیون، خالص بودن و مورفولوژي کلنی

کننده از سرما محافظت لیتر از یک محیطمیلی 50-100، سوسپانسیون غلیظی در م دهید. سپس از باکتري رشد یافتهانجا

(Cryoprotective) فاده مورد است ط انجمادلوگیري از تخریب سلولهاي باکتري در شرایتهیه نمائید. این محیط براي ج

نه استریل یا ، خون گوسفند یا خرگوش دفیبریSkim milkتواند کننده از سرما میگیرد. محیط محافظتقرار می

Tryptic Soy Broth (TSB)   باشد. %10-15حاوي گلیسرول با غلظت نهایی 

پلاستیکی کوچک استریل اي یا در ویالهاي شیشه ml  1- 5/0به مقدارسپس از سوسپانسیون باکتریایی فوق 

 . تعداد ویال ذخیره خود را براي مصرف یکسال آماده نمائید.توزیع کنید



 

 

 

در گراد به مدت یکسال نگهداري نمود. درجه سانتی -70تا  -50توان در برودت  ها را میویالهاي حاوي سویه

درجه نیز نگهداري نمود. در  -20هاي با رشد سریع را در فریزر درجه می توان سویه -70صورت عدم دسترسی به فریزر 

 رایط توجه به نکات زیر ضروري است:این ش

باشند و باید در  یاري نمنوره در این دما قابل نگهدونزا و نیسریا گاي سخت رشد مانند هموفیلوس انفلواهسویه

 درجه نگهداري شوند. -70فریزر 

شود ن توصیه میروند. بنابرایارشد سریع در این دما عمر کمی دارند و تعداد زیادتري از آنها از بین میهاي بسویه

 ، طبق روش زیر کشت داده شوند.ها هر چند ماهینان از حیات سویهبراي اطم

محیط آگار  ه را روي. نمونسریعا زیر آب جاري ولرم محتویات آنرا ذوب نمائید ال از فریزر بیرون آورده ویک وی

در  درجه و 235اي ساعت در دم 18-24خوندار یا شکلاته ) در مورد باکتریهاي سخت رشد ( تلقیح کرده و به مدت 

ا براي یزمایشگاه کیفیت در آ تواند براي آزمایشهاي کنترل داخلیانکوبه نمایید. این باکتري می 2COصورت نیاز در شرایط 

ستفاده ال مورد اویل کرد. ، اطمینان حاصر اقدام باید از خالص بودن نمونهبل از هبکار رود. ق working controlتهیه 

 وجه مجددا فریز نگردد. یچه بعد از ذوب شدن باید دور انداخته شده و به

رل کیفیت :  عبارتست ازکشت مجدد از کشت ذخیره فریز شده که براي کنتworking controlکشتهاي 

 ود.شاستفاده می ... محیط کشت و

شت از یک ک نداخته شده وا، نمونه باید دور توان انجام داد. پس از آنساژ پشت سر هم میپا 3از کشت ذخیره تا 

پاساژ(، احتمال  3از  )بیش استفاده شود. پاساژهاي مکرر  working controlذخیره فریز شده دیگر براي تهیه کشتهاي

 دهد.ها را افزایش میتغییر فنوتیپی سویه

ه مدت یح  و آنرا بدار تلق ، روي پلیت یا آگار شیب، از کشت ذخیره فریز شدهworking controlتهیه براي 

ار لیت یا آگار شیبدیع این پشد سررروز تا زمانی که رشد مناسبی بدست آید، انکوبه نمائید. در مورد ارگانیسمهاي با یک شبانه

ر پاساژ، خالص بودن و ههفته نگهداري نمود. بعد از  4تا مدت  درجه سانتیگراد یا در دماي اتاق 2-8توان در را می

 ها را بررسی نمائید.مورفولوژي کلنی

 

 :اتاق استفاده از روغن معدني در دماي -2
 

را با شیب کم در لوله تهیه نمایید. براي  Brain Heart Infusion Agar (BHIA)محیط کشت  -1

، لازم است وک پنومونیه و هموفیلوس آنفلوانزا، استرپتوکوک، مننگوکوکپسند مانند گونوکباکتریهاي مشکل



 

 

 

 50خون گوسفند به محیط فوق پس از خروج از اتوکلاو و رسیدن به دماي  %5محیط شکلات آگار را با افزودن 

 دقیقه تهیه نمود. 15گراد به مدت درجه سانتی 80ماري گراد و قرار دادن در بندرجه سانتی

 ساعت( استریل نمائید.گراد به مدت یکدرجه سانتی 170ی )یا پارافین مایع( را در حرارت خشک )روغن معدن -2

 دهید. میکروب مورد نظر را روي محیط کشت -3

 ید.روي سطح محیط بریز cc 1، روغن استریل را به مقدار بعد از بدست آوردن کشت کافی -4

 شود.)زیر روغن ( برداشته می، نمونه از سطح آگار در صورت نیاز به کشت مجدد -5

 ماه تجدید کشت نمایید. 6-12بعد از  -6
  

 :اتاق کشت عمقي و نگهداري در دماي -3

 رود.ار میریاسه بکروباکتک وخانواده انتوپسند نیستند مانند استافیلوکاین روش فقط براي باکتریهایی که مشکل

 ید.مق زیاد در لوله تهیه نمایع را با TSAیک محیط کشت آگار بدون کربوهیدرات مانند  -1

 در این محیط تلقیح نمایید.باکتري را بصورت کشت عمقی  -2

 درجه انکوبه نمائید. 35 نکوباتورساعت در ا 24این محیط را  -3

 در لوله را با درپیچ یا چوب پنبه ببندید. -4

 د.انپوشاي که کاملا در لوله را بدار را در پارافین مایع فرو ببرید به گونهلوله در پیچ -5

 کشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائید. -6

 هرساله سوش موردنظر را تجدید نمائید. -7
 

 :کونيسريا و استرپتوک براي )CTA(کشت عمقي در محيط سيستين تريپتيکيس آگار  -4

 را در لوله تهیه نمایید . CTAمحیط  -1

 عمقی در این محیط کشت دهید. رباکتري را بطو -2

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 نکوباتوراساعت در  24محیط را بمدت  -3

 پنبه یا در پیچ ببندید.در لوله را با چوب -4

 د.پوشاناي که کاملا در لوله را بدار را در پارافین مایع فرو ببرید به گونهلوله در پیچ -5

له را در ک لووي استرپتوک. براهر دو هفته کشت را تجدید نمائید درجه نگهداري و 35براي نیسریا لوله را در  -6

 حرارت اتاق نگهداري کرده و هر ماه تجدید کشت کنید.

 
 



 

 

 

 

 براي باکتريهاي بيهوازي: Cooked meat محيط کشت  -5

 کشت دهید. Cooked meatهاي حاوي محیط باکتري را  در لوله -1

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2

 نبه یا در پیچ ببندید.پدر لوله را با چوب -3

 کشتها را در حرارت اتاق نگهداري نمائید. -4

 دو ماه کشت را تجدید نمائید. هر -5

 

 نگهداري کوتاه مدتب( 

 شوند:یر تهیه میزشوند، به روشهاي که براي کارهاي روتین روزانه استفاده می working controlکشتهاي 

 باکتريهاي با رشد سريع 

 دار کشت دهید.اي درپیچلوله TSAحیط سوش مورد نظر را در سطح م -1

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2

 پس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید -3

 هر ماه کشت را تجدید نمائید. -4

 

  کهاواسترپتوک 

 کشت دهید.دار( اي درپیچدار) لوله سوش مورد نظر را در سطح آگار خوندار شیب -1

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2

ي اتاق ا در دمایط ر، محوک پنومونیهپس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید. ) جهت استرپتوک -3

 نگهداري کنید.(

 هر ماه کشت را تجدید نمائید. -4
 

  ک و هموفيلوسوکمننگو 

 اي یا پلیت کشت دهید.ر سطح محیط آگار شکلاته لولهسوش مورد نظر را د -1

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتور ساعت در 24محیط را بمدت  -2

 پس از رشد کامل، لوله را در حرارت اتاق نگهداري کنید -3

 هفته کشت را تجدید نمائید. 2هر  -4

 



 

 

 

  کوگونوک 

 دهید.سوش مورد نظر را در سطح محیط آگار شکلاته کشت  -1

 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتور ساعت در 24محیط را بمدت  -2

 نگهداري نمایید. درجه 35دماي نمونه را در  -3

 روز یکبار کشت را تجدید نمائید. 2هر -4

 

 

 

 

 

 

 به منظور کسب اطلاعات بيشتر با
 

 

 پادتن طبشرکت 
  ي آنتی بیوگرامهادیسکاولین و بزرگترین تولیدکننده 

 در ایران هاي تشخیص طبیکیتو سایر 
 

 

 تماس حاصل فرماييد

 (021) 46845880تلفن : 

 (021) 46884627نمابر : 
www.padtanteb.ir 

 
 


