
نگهداری و استفاده از سویه های باکتریایی
رقیه صبوریان

۱۴۰۰مرداد ماه 



هدف

مختلفمقاصدبرایآنهاازاستفادهومناسبروشبههاباکترینگهداریوذخیره•

مناسبروش•

پایداروشودحفظهایشویژگیضمندرمانده،زندهشرایطآندربتواندباکتریکهاستروشی•

.(باشدداشتهقبولقابلکارآیی)بماند

مختلفمقاصد•

بیوتیکیآنتهایدیسکها،معرفکشت،هایمحیطکیفیتکنترلمانندکیفیت،تضمینبرنامه•

...و

ضداسیتحستعیینآزمایشبامقاومتالگویبررسیمانندتکمیلییاتاییدیهایآزمایشانجام•

...واپیدمیولوژیهایبررسیمیکروبی،



منابع تهیه میکروارگانیسم های کنترل کیفی

•American Type Culture Collection (ATCC®)،یهادیسککیفیتکنترلبرای)معتبرتجاریمنابعاز

(نموداستفادهATCCهایسویهازبایدE-Testنوارهایوآگارهینتونمولرمحیطبیوتیکی،آنتی

فنوتیپیهایویژگینظرازوشدهمشخصآنهاخصوصیاتقبلااند،شدهجدابیمارازکههاییمیکروارگانیسم•

میکروارگانیسمنایاز).شودنگهداریوثبتبایدهایمیکروارگانیسماینبیوشیمیاییخصوصیات.باشندپایدار

(نموداستفادههامعرفوکشتهایمحیطکیفیتکنترلبرایتوانمیتنهاها

مرجعآزمایشگاهتاییدموردومعتبرمراکزسویازشدهارسال(EQAS)کیفیتخارجیارزیابیهاینمونه•

سلامت

سلامتمرجعآزمایشگاه•



نگهداری سویه های باکتریایی

.A(بیشتریاسالیک)مدتبلندهایروشبهنگهداری

.B(سالیکازکمتر)مدتکوتاههایروشبهنگهداری



بلند مدتنگهداری به روش های 

ونیازکم)هوازيازاعممیکروبيسویه هايکلیهکهمي دهدراامکاناینباکتریهامدتبلندنگهداري•

.شوندنگهداريزندهصورتبهسالهاحتيوماههابیهوازي،ونیز(پرنیازیا

مدتبلندنگهداريروشهايبهترین•

FREEZE)لیوفیلیزاسیون• DRYING)،باشدمینگهداریقابلهاسالبرای.

Ultraفریزدر)سانتي گراددرجه-۷۰درنگهداري• Low Freezer)

(مایعازتدر)سانتیگراددرجه-۱۹۶درنگهداری•

TSAمحیطدركشت• (TRYPTIC SOY AGAR)،روشیک)اتاقدمايدرنگهداريوپارافیلمبالولهکردنسیل

(جایگزین







C(Ultra Low Freezer)°70-فریزر نگهداري در 

سازیذخیرهبرایکشتمحیطسازیآماده•

سلولهايتخریبازجلوگیريبرايمحیطاین.نمائیداستفاده(CRYOPROTECTIVE)سرماازمحافظت کنندهمحیطیکاز•

:شاملسرماازمحافظت کنندهمحیط.مي گیردقراراستفادهموردانجمادشرایطدرباکتري

•Tryptic Soy Broth (TSB)15%نهایيغلظتباگلیسرولحاوي[VOL/VOL]

[VOL/VOL]15%نهایيغلظتباگلیسرولحاوياستریلدفیبرینهخرگوشیاگوسفندخون•

•fetal calf serum in broth50%

•Skim milk

امکانحدتا.نماییدتوزیعایشیشهیا(کرایوتیوب)پلاستیکیداردرپیچهایویالدروتهیهرا(TSB+Glycerol)استفادهموردمحیط•

.(1mlحدود)نشوندپرهالولهظرفیتسومدوازبیشتر.نماییداستفادهپلاستیکیهایلولهاز

.نمودنگهداریc°4درتوانمیماه6تاراTSBمحیط•

.اشدبمیآنکردنفریزتاریخوسویهنامیاکدشود،قیدباکتریاییسویهحاویویالبرچسبرویبایدکهاطلاعاتیحداقل•

داشتهشگاهآزمایدرآنهاتهیهیاجداسازیمنبعوآنهاکدهمراهبهالفبا،حروفترتیببهکیفیکنترلهایارگانیسمنامازفهرستی•

.باشید



(Ultra Low Freezer)فریزر نگهداري در 

سازیذخیرهمحیطبهارگانیسمتلقیح•

TSAپلیتمانندمغذيمحیطرويرانظرموردباکتري• ( TRYPTICASE SOY AGAR دروگوسفندخون%5حاوي(

.نکنیداستفادهانتخابیهایمحیطاز.دهیدکشتآگارشکلاتمحیطرويپرنیازمیکروارگانیسمهايمورد

انکوبهباکتريهربرايCO2شرایطتحتنیازصورتدروC1±36°دمايدرساعت18-24مدتبهراپلیتها•

.نمائید

.دهیدانجامتشخیصیتستهاينیاز،صورتدرونمودهبررسيراکلني هامورفولوژيوبودنخالصانکوباسیون،ازبعد•

.کنیدورتکسکاملاسپس.نماییدتهیهفریز،برایشدهآمادهمحیطدرغلیظيسوسپانسیونیافته،رشدباکتريازسپس•

ودارید،هنگدائمیذخیرهعنوانبهراویالدو.نماییدتهیهسالیکبرایویالکافیتعدادبههاسویهسازیذخیرهبرای•

.بزنیدبرچسبعنوانهمینبه

حداکثرودقیقه۱۵حداقلکنید،میتهیهسوسپانسیونسرماازکنندهمحافظتمحیطدرنظرموردباکتریازکهزمانیاز•

.دهیدقرارفریزردرراویالتوانیدمیبعددقیقه۶۰تا۴۵

C°70-در.نمودنگهداریسالیکبرایتوانمیراهاسویهC°50-در.کنیدفریزترپایینیاC°50-درراهاویال•

.مانندمیباقیطولانیمدتبههاسویهمایعنیتروژنیا

.کنیدجایگزینسال۳هرراپرنیازهایارگانیسموسال۵هرراپرنیازغیرهایارگانیسمکلیقانونیکعنوانبه•



(Ultra Low Freezer)نگهداري در فریزر 

تبصورفریزرمناسبهایجعبهیارکدربایدهالوله•

.شونددادهقرارعمودی

ودمحدودسترسیبامحیطیدربایدهامیکروارگانیسم•

.شوندذخیرهمشخصکاملا

هایزمانهمهدربایداستانداردوایمنیهایاحتیاط•

.شودایترعکیفیکنترلهایمیکروارگانیسمبکارگیری





( (ULTRA LOW FREEZERفریزرنگهداري در 

.Eمانند)پلاسمیدیمقاومتباهایسویهبخصوصهاسویهبعضی:توجه• COLI ATCC درسازیذخیرهبا(35218

درجه60-هاسویهاینمدتبلندنگهداریبرایدمابهترین.دهندمیدستازراخودپلاسمیددرجه،70-ازبالاتر

.باشدمیترپایینوسانتیگراد

ایندر.نمودنگهدارينیزدرجه-20فریزردرراسویه هاتوانميدرجه-70فریزربهدسترسيعدمصورتدر•

:استضرورينکتهاینبهتوجهشرایط

.د برونبینازسلولهااززیاديتعداداستوممكندارند(یكسالحداكثر)کمتریعمربرودتایندرباكتریایيسویه هاي•

ویربرسابکالچریکشده،فریزذخیرهکشتازماه،چندهرفواصلدرسویه هابودنزندهازاطمینانبرايمي شودتوصیه•

.شودتهیهمناسبمحیط



بازیابی و استفاده از سویه های فریز شده
.نمائیدذوبآنرامحتویاتولرمجاریآبزیرسریعاوآوردهبیرونفریزرازویالیک•

دمايدرساعت۲۴-۱۸مدتبهوکردهتلقیح(پرنیازباکتریهايمورددر)شکلاتهیاخوندارآگارمحیطرويراسویه•

مینامیدهSUBCULTUREF1عنوانبهکشتاین)نماییدانکوبهCO2شرایطدرنیازصورتدرودرجه۳۶±۱

.(شود

•F = FROZEN2=ذخیرهکشتازدومپاساژو1=ذخیرهکشتازاولپاساژو

.گرددفریزمجددا  نبایدوشودانداختهدوربایدشدنذوبازبعداستفاده،موردذخیرهویال•

حساسیتتعیینوصبخص)کیفیتکنترلآزمایشدرتلقیحسسپانسیونتهیهبرایشدهفریزذخیرهکشتازاستفادهازقبل•

ازودادهکشتدیگرپلیترویF1پلیتازکهگونهبدین.دهید(مجددکشت)سابکالچرباردوباید(میکروبیضد

F2 SUBCULTUREنماییداستفاده(تلقیحسوسپانسیونتهیه)کیفیتکنترلآزمایشبرای.

به(میکروارگانیسمنوعهربرایمناسبشرایطیا)نیازکمهایارگانیسممورددرC۲-۴°دمایدرراF1یهاپلیت•

.نماییدنگهداریتوانیدمیهفته۴مدت

.نماییداستفادهF1کالچرسابتهیهبرایدیگرشدهفریزذخیرهکشتازوانداختهدورراF1کالچرسابهفته،۴ازبعد•



بازیابی و استفاده از سویه های فریز شده

.گرددفریزمجددا  نبایدوشودانداختهدوربایدشدنذوبازبعداستفاده،موردذخیرهویال:1توجه•

.کنیدچکراآنهاباریکسالیفریزردرذخیرههایسویهبودنزندهازاطمینانبرای:2توجه•

.نماییدحاصلاطمینانسویه،بودنخالصازبایدپلیتهرروییافتهرشدسویهازاستفادهازقبل:3توجه•

.نماییدپرهیزارگانیسممکررکالچرهایساباز:4توجه•

.Pبرای:5توجه• AERUGINOSAE ATCC .Sو27853 PNEUMONIA ATCC تهیهجدیدF1سابکالچرهفتهدوهر49619

.نمایید

.Pبرایهفته،دوازبیشF1پلیتنگهداریصورتدر• AERUGINOSA ATCC آیدمیبدستمحدودهازخارجنتایج27853

.Sو• PNEUMONIAE ATCC .رودمیبیناز49619



روز دوم F2

کشت ذخیره فریز شده

روز اول F1

.استفاده شودQCاز این ساب کالچر نباید برای آزمایش 

روز سوم F2

چهارمروز  F2

پنجمروز  F2

ششمروز  F2

هفتمروز  F2
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ذخیرهکشتازوانداختهدورراF1کالچرسابهفته،۴ازبعد

.نماییداستفادهF1کالچرسابتهیهبرایدیگرشدهفریز





بلند مدتنگهداری به روش های 
ي در دما، سیل کردن لوله با پارافیلم و نگهداري TSAدر محیط كشت 

(روش جایگزین)اتاق 

.رودميکاربهانتروباکتریاسهواستافیلوککمانندنیاز،کمهايباکتریبرایفقطروشاین•

محیط.کنیدتهیهداردرپیچایشیشهلولهدرزیادعمقباراکربوهیدراتبدونآگارکشتمحیط•

TRYPTIC SOY AGAR (TSA)شودميپیشنهاد.

.کنیدتلقیحمحیطایندرعمقيکشتصورتبهراباکتری•

.نماییدانکوبهدرجه1±36دمایدرساعت18-24مدتبهرامحیط•

.بپوشاندراهلولدر  کاملا  که،(ببریدفرومذابپارافیندررادارلولهدرپیچسپسیا)کنیدسیلپارافیلمبارالوله•

.کنیدنگهداریاتاقدمایدر(ماه۱۲تا۶هاسویهبعضی)سال۲تا۱برایایمنيشرایطرعایتبارالوله•



نگهداری به روش های کوتاه مدت

TSAدركشت• ( TRYPTIC SOY AGAR)پرنیازغیرهايباكتريبراي

.دهیدکشتداردرپیچایلولهTSAمحیطعمقدررانظرموردباکتری•

.نماییدانکوبهدرجه1±36دمایدرساعت18-24مدتبهرامحیط•

.کنیدنگهدارییخچالدررالولهکامل،رشدازپس•

.نماییدکشتتجدیدیکبارهفته2-4هر•

SHEEP)دركشت• BLOOD AGAR هااسترپتوكکبرايخوندارآگار(

.دهیدکشتداردرپیچایلولهخوندارآگارمحیطسطحدررانظرموردسویه•

.نماییدانکوبهدرجه1±36دمایدرساعت24-72مدتبهرامحیط•

.کنیدنگهدارییخچالدررالولهکامل،رشدازپس•

.نماییدکشتتجدیدیکبارهفتهدوهر•

.کنیدنگهدارياتاقدمايدررامحیطپنومونیه،استرپتوککبرای:توجه•



نگهداری به روش های کوتاه مدت
استافیلوکک ها، براي(CTA)کشت در محیط سیستین تریپتیک آگار 

(مانند نیسریا)ها و میکروارگانیسم های پرنیاز ک واسترپتوک

(CTA)کشتمحیط• CYSTINE TRYPTIC AGARاضافهبهکربوهیدراتبدونML1زیادعمقبارااسباستریلسرم

.کنیدتهیهداردرپیچایشیشهلولهدر

.دهیدکشتمحیطایندرعمقيطوربهرانظرموردسویه•

.نماییدانکوبهCO2%5ودرجه1±36دمایدرساعت24-72مدتبهرامحیط•

.بپوشاندرالولهدر  کاملا  کهببرید،فرومذابپارافیندرراداردرپیچلولهسپس•

.نماییدکشتتجدیدیکبارهفتهدوهروکنیدنگهداری35ºCدررالولهنیسریاهابرای•

کشتتجدیدماههروکردهنگهداریاتاقدمایدرایمنيشرایطرعایتبارالولههااستافیلوککوهااسترپتوککبرای•

.کنید



نگهداری به روش های کوتاه مدت
هوازيبراي باکتریهاي بي COOKED MEATمحیط کشت 

COOKEDمحیطحاويداردرپیچلوله هايدرراباکتري• MEATدهیدکشتگلوکزبدون.

.نماییدانکوبهسانتي گراددرجه1±36درساعت72-24مدتهبرامحیط•

.کنیدنگهداریاتاقدمایدرایمنيشرایطرعایتباراهالوله•

.نماییدکشتتجدیدیکبارماهدوهر•



نگهداری به روش های کوتاه مدت
CHOCOLATE)دركشت• AGAR)هموفیلوسومننگوكکبرايآگارشکلات

.دهیدکشتآگارشکلاتمحیطدارشیبسطحدررانظرموردسویه•

.کنیدانکوبهدرجه1±36درساعت24-72مدتبهرالوله•

.کنیدنگهداریاتاقحرارتدررشدازبعدرالوله•

.نماییدکشتتجدیدیکبارهفتهدوهر•

CHOCOLATEدركشت• AGARگونوكکبراي

.دهیدکشتآگارشکلاتمحیطدارشیبسطحدررانظرموردسویه•

.کنیدانکوبهدرجه1±36درساعت24-72مدتبهرالوله•

.نماییدنگهداریدرجه1±36درمجددا  رالولهمدت،اینازپس•

.کنیدکشتتجدیدیکبارروزدوهر•



مراجع

1. CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE. PERFORMANCE STANDARDS

FOR STANDARD FOR ANTIMICROBIAL DISK SUSCEPTIBILITY TESTS. 2018; M02,

13TH EDITION.

2. CLINICAL MICROBIOLOGY PROCEDURES HANDBOOK, FOURTH EDITION, LEBER

A.L., 2016

3. CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE. PERFORMANCE STANDARDS

FOR ANTIMICROBIAL DISK SUSCEPTIBILITY TESTS; APPROVED STANDARD-

TWELFTH EDITION, M02-A10, VOL. 35, NO.1, JANUARY 2015

4. CLINICAL AND LABORATORY STANDARD INSTITUTE. QUALITY CONTROL FOR

COMMERCIALLY PREPARED MICROBIOLOGICAL CULTURE MEDIA- APPROVED

STANDARD, THIRD EDITION; M22–A3, VOL. 24, NO. 19, JUNE 2004

5. BASIC LABORATORY PROCEDURES IN CLINICAL BACTERIOLOGY WORLD HEALTH

ORGANIZATION GENEVA, 1991


