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 هاي باکتریایینگهداري و استفاده از سویه                
 توان از  روشهاي طولانی مدت و کوتاه مدت استفاده نمود.هاي باکتریایی میبراي نگهداري سویه

 

 نگهداري طولانی مدتالف) 
رشد  باهاي میکروبی اعم از هوازي (دهد که کلیه سویهمدت باکتریها این امکان را مینگهداري طولانی

نیز بیهوازي، ماهها و حتی سالها به صورت زنده نگهداري شوند. بهترین روشهاي  یا سخت رشد) و سریع و
گراد درجه سانتی -70و نگهداري در دماي  (Freeze drying)نگهداري طولانی مدت شامل لیوفیلیزاسیون 

 باشد.یا پایین تر (در دیپ فریز یا در نیتروژن مایع) می
 

 :یا نیتروژن مایع تر) و اد یا پایینگردرجه سانتی -70تا  -50ر دیپ فریز ( نگهداري د -1
 

 %5حاوي    TSA (Trypticase Soy Agar)نظر را روي محیط مغذي مانند پلیتباکتري مورد 
خون گوسفند و در مورد میکروارگانیسمهاي سخت رشد روي محیط آگار شکلاته کشت دهید. پلیتها را به مدت 

براي هر باکتري انکوبه  2COگراد و در صورت نیاز تحت شرایط درجه سانتی 35±2در دماي  ساعت 24-18
 نمائید.

ها را بررسی نموده و در صورت نیاز، تستهاي بعد از انکوباسیون، خالص بودن و مورفولوژي کلنی
لیتر از یک میلی 50-100، سوسپانسیون غلیظی در م دهید. سپس از باکتري رشد یافتهبیوشیمیایی آنرا انجا

تهیه نمائید. این محیط براي جلوگیري از تخریب  (Cryoprotective)کننده از سرما محیط محافظت
 Skimتواند کننده از سرما میگیرد. محیط محافظتسلولهاي باکتري در شرایط انجماد مورد استفاده قرار می

milk خون گوسفند یا خرگوش دفیبرینه استریل یا ،Tryptic Soy Broth (TSB)   حاوي گلیسرول با
 باشد. %10-15غلظت نهایی 

پلاستیکی کوچک اي یا در ویالهاي شیشه ml  1- 5/0سپس از سوسپانسیون باکتریایی فوق به مقدار
 . تعداد ویال ذخیره خود را براي مصرف یکسال آماده نمائید.استریل توزیع کنید
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گراد به مدت یکسال نگهداري درجه سانتی -70تا  -50 توان در برودت ها را میویالهاي حاوي سویه

درجه نیز  -20هاي با رشد سریع را در فریزر درجه می توان سویه -70در صورت عدم دسترسی به فریزر نمود. 
 رایط توجه به نکات زیر ضروري است:نگهداري نمود. در این ش

باشند و ره در این دما قابل نگهداري نمینوونزا و نیسریا گاي سخت رشد مانند هموفیلوس انفلواهسویه
 درجه نگهداري شوند. -70باید در  فریزر 
روند. بنابراین هاي بارشد سریع در این دما عمر کمی دارند و تعداد زیادتري از آنها از بین میسویه

 ، طبق روش زیر کشت داده شوند.ها هر چند ماهینان از حیات سویهشود براي اطمتوصیه می
سریعا زیر آب جاري ولرم محتویات آنرا ذوب نمائید. نمونه را روي  ال از فریزر بیرون آورده وییک و

ساعت در دماي  18-24محیط آگار خوندار یا شکلاته ( در مورد باکتریهاي سخت رشد ) تلقیح کرده و به مدت 
براي آزمایشهاي کنترل  تواندانکوبه نمایید. این باکتري می 2COدر صورت نیاز در شرایط  درجه و 2±35

ر اقدام باید از خالص بودن بکار رود. قبل از ه working controlداخلی کیفیت در آزمایشگاه یا براي تهیه 
وجه مجددا  یچه ویال مورد استفاده بعد از ذوب شدن باید دور انداخته شده و به، اطمینان حاصل کرد. نمونه

 فریز نگردد.
بارتست ازکشت مجدد از کشت ذخیره فریز شده که براي کنترل :  عworking controlکشتهاي 

 شود.استفاده می ... کیفیت محیط کشت و
، نمونه باید دور انداخته شده و از توان انجام داد. پس از آنساژ پشت سر هم میپا 3از کشت ذخیره تا 

 د. پاساژهاي مکرراستفاده شو  working controlیک کشت ذخیره فریز شده دیگر براي تهیه کشتهاي
 دهد.ها را افزایش میپاساژ)، احتمال تغییر فنوتیپی سویه 3(بیش از 

دار تلقیح  و آنرا  ، روي پلیت یا آگار شیب، از کشت ذخیره فریز شدهworking controlبراي تهیه 
اي با رشد سریع روز تا زمانی که رشد مناسبی بدست آید، انکوبه نمائید. در مورد ارگانیسمهبه مدت یک شبانه

هفته نگهداري نمود. بعد  4درجه سانتیگراد یا در دماي اتاق تا مدت  2-8توان در این پلیت یا آگار شیبدار را می
 ها را بررسی نمائید.از هر پاساژ، خالص بودن و مورفولوژي کلنی
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 :اتاق استفاده از روغن معدنی در دماي -2

 

را با شیب کم در لوله تهیه نمایید.  Brain Heart Infusion Agar (BHIA)محیط کشت  -1
، وك پنومونیه و هموفیلوس آنفلوانزا، استرپتوکوك، مننگوکوكپسند مانند گونوکبراي باکتریهاي مشکل

خون گوسفند به محیط فوق پس از خروج از اتوکلاو و  %5لازم است محیط شکلات آگار را با افزودن 
دقیقه  15گراد به مدت درجه سانتی 80ماري و قرار دادن در بن گراددرجه سانتی 50رسیدن به دماي 

 تهیه نمود.
گراد به مدت یکساعت) درجه سانتی 170روغن معدنی (یا پارافین مایع) را در حرارت خشک ( -2

 استریل نمائید.
 دهید. میکروب مورد نظر را روي محیط کشت -3
 روي سطح محیط بریزید. cc 1به مقدار ، روغن استریل را بعد از بدست آوردن کشت کافی -4
 شود.، نمونه از سطح آگار (زیر روغن ) برداشته میدر صورت نیاز به کشت مجدد -5
 ماه تجدید کشت نمایید. 6-12بعد از  -6

  

 :اتاق کشت عمقی و نگهداري در دماي -3
اده انتروباکتریاسه بکار ك وخانووپسند نیستند مانند استافیلوکاین روش فقط براي باکتریهایی که مشکل

 رود.می
 عمق زیاد در لوله تهیه نمایید. 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
 اي که کاملا در لوله را بپوشاند.دار 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
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 :كونیسریا و استرپتوک براي (CTA)کشت عمقی در محیط سیستین تریپتیکیس آگار  -4
 تهیه نمایید . را در لوله CTAمحیط  -1
 عمقی در این محیط کشت دهید. رباکتري را بطو -2
 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -3
 پنبه یا در پیچ ببندید.در لوله را با چوب -4
 اي که کاملا در لوله را بپوشاند.دار را در پارافین مایع فرو ببرید به گونهلوله در پیچ -5
ك و. براي استرپتوکهر دو هفته کشت را تجدید نمائید درجه نگهداري و 35نیسریا لوله را در براي  -6

 لوله را در حرارت اتاق نگهداري کرده و هر ماه تجدید کشت کنید.
 
 

 براي باکتریهاي بیهوازي:  Cooked meatمحیط کشت  -5
 کشت دهید. Cooked meatهاي حاوي محیط باکتري را  در لوله -1
 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24را بمدت محیط  -2
 پنبه یا در پیچ ببندید.در 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، به روشهاي زیر تهیه یکه براي کارهاي روتین روزانه استفاده م working controlکشتهاي 

 شوند:می
 باکتریهاي با رشد سریع 

 دار کشت دهید.اي درپیچلوله TSAسوش مورد نظر را در سطح محیط  -1
 گراد انکوبه نمایید.درجه سانتی 35 انکوباتورساعت در  24محیط را بمدت  -2
 پس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید -3
 ید.هر ماه کشت را تجدید نمائ -4
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  کهاواسترپتوک 

 دار) کشت دهید.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
، محیط را در وك پنومونیهپس از رشد کامل، لوله را در یخچال نگهداري کنید. ( جهت استرپتوک -3

 گهداري کنید.)دماي اتاق ن
 هر ماه کشت را تجدید نمائید. -4

 

  ك و هموفیلوسوکمننگو 

 اي یا پلیت کشت دهید.سوش مورد نظر را در سطح محیط آگار شکلاته لوله -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

 

  كوگونوک 

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

 


