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       :هدف  ‐١

همگون  به شيوه ايمدت نگهداري و استفاده از كشت هاي ذخيره به روش طولاني مدت و كوتاه  ‐
  در بخش ميكروب شناسي آزمايشگاه 

نگهداري كشت هاي ذخيره كه براي اهداف كنترل كيفي استفاده مي شوند، بايد به روشي استاندارد  ‐
  . شت به حداقل برسدشود كه احتمال آلوده شدن يا تغييرات خصوصيات ك

  

  :  ابزار لازم  ومواد   ‐٤
 .تعيين ميگردد سويه مورد نظرجهت ذخيره سازي  نوع به با توجهنياز به موارد زير 

 گليسرول استريل  −
 كشت خالص ميكروب روي محيط جامد مناسب  −
  لوله هاي شيشه اي يا پلاستيكي كوچك درپيچ دار استريل   −
 خون دار لوله اي درپيچ دار محيط كشت هارت اينفيوژن آگار  −
  استريل  ) يا پارافين (روغن معدني   −
  لوله اي درپيچ دار  Cooked Meatمحيط كشت   −
  درپيچ دار)  Slant(محيط كشت شكلات آگار لوله اي   −
 يخچال  −
  ‐٢٠ C ºيا فريزر  ‐C º٧٠ديپ فريز  −
 خون دارTSAپليت   −
 گليسرول% ١٠ – ١٥حاوي  Skim milkيا  TSBيك محيط محافظت كننده از سرما مانند   −
  مك فارلند ويك  استاندارد نيم −

 
  :روش انجام آزمايش  ‐٥
A (  نگهداري طولاني مدت:   

نگهداري طولاني مدت باكتري ها اين امكان را مي دهد كه نمونه ميكروبي، ماه ها و حتي سال ها به صورت 
يا  – c º٧٠ تا ‐٥٠°فيليزاسيون و نگهداري دروي، للاني مدتبهترين روش هاي نگهداري طو. زنده باقي بماند

با اين حال در صورت عدم دسترسي به فريزر با برودت . پايين تر در ديپ فريز يا در نيتروژن مايع مي باشد
       فقط بايستي توجه داشت در سرماي. استفاده نمود ‐٢٠° cفوق ميتوان از فريزرهاي خانگي با برودت 

c °فتن باكتري ها بيشتر استاحتمال از بين ر ‐٢٠ .  
  ) يا پايين تر  ‐٧٠° c(ديپ فريز  يا   ‐ ٢٠ °c فريزر الف ـ استفاده از گليسرول در

وفيليزه از يك منبع تجاري يبراي تهيه سوسپانسيون از باكتري مورد نظر اوليه كه ممكن است به صورت ل
  . تهيه شود، بايد مطابق دستورات سازنده عمل شود ATCCمانند 
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خون گوسفند را با اين سوسپانسيون تلقيح % ٥با  TSAاستفاده از يك لوپ استريل، دو يا سه پليت  با ‐
ساعت در محيط و دماي توصيه شده مناسب براي هر باكتري  ١٨ – ٢٤اين پليت ها را به مدت . كنيد

 . انكوبه نماييد
در  و بررسي شود ها نيرفولوژي كلمو بعد از انكوباسيون، خالص بودن كلني ها بايد چك شده و  ‐

 كلني تعدادي ،از نواحي از پليت كه رشد زيادي دارد. گيردهاي شيميايي انجام  آزمايشصورت نياز، 
 سوسپانسيون (Cryoprotective)از يك محيط محافظت كننده از سرما  ٥٠ –١٠٠ mlبرداشته و در 

 TSBيا  Skim milkنه، محيط محافظت كننده ممكن است خون گوسفند يا خرگوش دفيبري. نماييد
 . باشد%  10 – 15گليسرول در غلظت نهايي حاوي 

از سوسپانسيون باكتريايي را در ويال هاي شيشه اي يا پلاستيكي كوچك  ) ٥/٠ ‐١ ml(حجم كمي   ‐
قبل از اين كه ويال ها براي . تعداد كافي ويال ذخيره كشت به مدت يك سال آماده نماييد. توزيع كنيد

 .كيفيت به كار برده شوند، خالص بودن آنها بايد كنترل شود كنترل آزمايش
      دماي نگهداري در . به مدت زيادي نگهداري نمود ‐c º٧٠ويال ها را مي توان در دماي كمتر از  ‐

c ºتا  ‐٥٠c ºو نگهداري سويه ها در دمايبراي يك سال  ‐٧٠c  °به مدت كوتاهتري امكان  ‐٢٠
 . پذير خواهد بود 

زير آب جاري  ياز، يك ويال از فريزر يا تانك نيتروژن مايع در آورده و سريع محتويات آن راهنگام ن ‐
كنترل كاري                 يا براي تهيه و  آزمايشمحتويات ويال يا براي شروع انجام . ذوب نماييدولرم 

(Working Control)   ه شود، هرگز براي سوسپانسيون استفاده شده بايد دور انداخت .به كار مي رود
 . استفاده بعدي آنها را دوباره فريز نكنيد

عبارتست از كشت مجدد از كشت ذخيره فريز شده كه  :) Working Control (كنترل كاري كشت هاي
  .براي كنترل كيفيت محيط هاي كشت استفاده مي شود 

 ٣از انجام حداكثر  بعد. پشت سرهم از كشت ذخيره فريز شده مي توان انجام دادكشت مجدد  ٣تا  ‐
مجدد  هايكشت. پشت سرهم، آن را با يك كشت ذخيره فريز شده ديگر جايگزين كنيدكشت مجدد 
  . را افزايش مي دهد باكتريبيشتر، ريسك تغييرات فنوتيپي به تعداد پشت سرهم 

 ، يك آگار شيب دار يا پليت را با كشت ذخيره) Working Control( كنترل كاري براي تهيه كشت ‐
فريز شده تلقيح كنيد و آن را به مدت يك شبانه روز يا تا زماني كه رشد مناسبي به دست آيد، انكوبه 

     را مي توان در ) Working Control (كنترل كارياين كشت هاي پليت يا آگار شيب دار . نماييد
c º خالص بودن و  ،بعد از هر ساب كالچر. هفته نگهداري نمود ٤يا در حرارت اتاق تا مدت  ٢‐٨

 . شودکنترل مورفولوژي كلني ها بايد 
  

 : استفاده از روغن معدني در حرارت اتاق )  ب 
شكل مبراي باكتري هاي . نماييد تهيه كم در لوله  بيوژن آگار را با شيفمحيط كشت برين هارت اين  ‐

 . خون تازه يا خون حرارت داده شده، اضافه نماييد ،به محيط ،پسند
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استريل ) به مدت يك ساعت درجه  ١٧٠( را در حرارت خشك ) يا پارافين مايع (دني سپس روغن مع ‐
 . نماييد

 .كشت دهيد ،از ميكروب مورد نظر روي سطح محيط ‐
 . روي سطح محيط بريزيد cc١بعد از بدست آوردن رشد كافي روغن استريل را به مقدار  ‐
 .شته مي شوددر صورت انجام كشت مجدد، نمونه از قسمت زيرين روغن بردا ‐
 .نماييد مجدد تهيه ماه كشت ٦ – ١٢بعد از  ‐

 

  : كشت عمقي و نگهداري در حرارت اتاق )  ج 
  ك و انترباكترياسه ها به كار كل پسند نيستند، مانند استافيلوكاين روش فقط براي باكتري هايي كه مش

  . مي رود
 . تهيه كنيد ،در لوله با عمق زيادرا  TSAمانند محيط بدون كربوهيدرات محيط كشت آگار  ‐
 .در اين محيط تلقيح كنيد )کشت عمقی( عميقباكتري را به صورت  ‐
 .نگهداري نماييد ºc٣٥ وساعت در اتو ٢٤اين محيط را  ‐
 .در لوله را با درپيچ يا چوب پنبه ببنديد ‐
 .كه كاملاً در لوله را بپوشاندطوريفرو ببريد،  ذابسپس لوله درپيچ دار را در پارافين م ‐
 .ها را در حرارت اتاق نگهداري كنيدكشت  ‐
 .دهيد  كشت مجددآ هر ساله سوش مورد نظر را  ‐

  

  : ك براي نيسريا و استرپتوك) CTA(پتيكيس آگار يكشت عمقي روي محيط سيستين تر)  د 
  .را در لوله تهيه نماييد CTAمحيط پايه اي  ‐
 . باكتري را به طور عمقي در اين محيط كشت دهيد ‐
 . نگهداري كنيد ºc35 وساعت در اتو 24محيط را به مدت  ‐
 .در لوله را با چوب پنبه يا درپيچ ببنديد ‐
 .كه كاملاً در لوله را بپوشاند طوريكهفرو ببريد،  ذابسپس لوله درپيچ دار را در پارافين م ‐
براي . مجددا كشت دهيد نگهداري كنيد و هر دو هفته يكبار  ºc35ها لوله را در نيسريابراي  ‐

 .مجددا كشت دهيدها لوله را در حرارت اتاق نگهداري كرده و هر ماه  استرپتوكوك
  

  :باكتري هاي بيهوازي  براي Cooked Meatمحيط كشت )   ه
  . كشت دهيد Cooked Meatباكتري را در لوله هاي حاوي محيط  ‐
 . قرار دهيد  ºc٣٥ وساعت در اتو ٢٤لوله را به مدت  ‐
 .ببنديددر لوله ها را با درپيچ يا چوب پنبه  ‐
 .لوله ها را در حرارت اتاق نگهداري كنيد ‐
  .مجددا كشت دهيدماه يك بار  ٢هر  ‐
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B  (  نگهداري كوتاه مدت  :  
  : كه براي كارهاي روتين روزانه استفاده مي شوند به روش هاي زير نگهداري مي شوند يی كشت ها

  : الف  ـ  براي باكتري هاي با رشد سريع 
  .لوله اي درپيچ دار كشت دهيد TSAمحيط سوش مورد نظر را در سطح  ‐
 .انكوبه كنيد ºc٣٥ وساعت در اتو ٢٤لوله را به مدت  ‐
 .، لوله را در يخچال نگهداري نماييدپس از رشد كامل ‐
 . مجددا كشت دهيدهفته يك بار  ٢هر  ‐

  : ك ها  ب  ـ  استرپتوك
  .آگار لوله اي درپيچ دار كشت دهيد نظر را در سطح محيط بلاد دسوش مور ‐
 .انكوبه كنيد ºc٣٥ساعت در   ٢٤لوله را به مدت  ‐
 . پس از رشد لوله را در يخچال نگهداري كنيد ‐
 . مجددا كشت دهيدهفته يك بار  ٢هر  ‐

  :  ك، هموفيلوس  ج  ـ  مننگوك
  .سوش مورد نظر را در سطح محيط  شكلات آگار لوله اي يا پليتي كشت دهيد ‐
بعد از رشد در حرارت اتاق نگهداري و  انكوبه كنيد ºc٣٥ساعت در   ٢٤لوله يا پليت را به مدت  ‐

 . كنيد
 . مجددا كشت دهيدهفته يك بار  ٢هر  ‐

  : ك د  ـ  گنوك
 .سوش مورد نظر را روي شكلات آگار كشت دهيد ‐
 .انكوبه كنيد ºc٣٥ساعت در  ٢٤به مدت  ‐
 .ي نماييدنگهدار )ºc35( ، در اين درجه حرارتنيز  پس از اين مدتنمونه كشت داده شده را  ‐
  . روز يك بار تجديدكشت كنيد 2هر  ‐

  
  

  

 دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی
 معاونت بهداشتی

  شگاه هاياداره امور آزما
  


