
1آزمایشگاه باکتری شناسایی 
روش های کشت بی هوازی در باکتری ها و مطالعه و جداسازی باکتری های بی هوازی اجباری

سهیلا عباسی:تهیه کننده

1

دانشگاه اصفهان

لوژی، دانشکده علوم و فناوری های زیس تی، گروه زیست ش ناسی سلولی مولکولی و میکروبیو

آ زمایشگاه میکروبیولوژی



شایدحتیوباشدنداشتهنیازاکسیژنبهرشدبرایکهارگانیسمیهربه
 (Anaerobic organism)بی‌هوازیارگانیسم ،بمیرداکسیژنحضوردر

.می‌شودگفته
درکهارگانیسمهاییدستهآنبه (Obligate anaerobes) اجباریبیهوازی
.می‌شودگفتهندارندزندگیتوانایی(٪۲۱غلظت)هوااکسیژنحضور
می‌توانند(٪۸مثلاً)اکسیژنتر پایینغلظتهایدرباکتریهااینازبرخی
.بمانندزنده
 ،کلستریدیومبهمی‌توانمطلقیااجباریبیهوازیباکتریهایاز

.کرداشارهفوزوباکتریومهاوباکتروئیدهااکتینومایسیسها،

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%DA%A9%D8%B3%DB%8C%DA%98%D9%86


هوازیبیتنفس

ولکولمازکهالکترون‌هاییآندرکهاستسلولدرهوازیتنفسمشابهبی‌هوازیتنفس
ومی‌کنندحرکتالکترونانتقالزنجیرهیکطولدرمی‌شوند،استخراجسوختی
عنوانبهسولفاتازارگانیسم‌هاازبرخی.‌کنندسنتزراATPمولکول‌هایمی‌توانند
ازم‌هاارگانیسازدیگریگروهکهحالیدرمی‌کنند،استفادهالکتروننهاییپذیرنده
زنجیرهدررونالکتنهاییپذیرندهعنوانبهمولکول‌هاقبیلاینازیکییاسولفورنیترات،
.می‌کننداستفادهالکترونانتقال

https://blog.faradars.org/atp/




می‌کنند؟استفادههوازیبیسلولیتنفسازارگانیسم‌هاکدام

نند،می‌کزندگیکماکسیژنبامحیط‌هاییدرکهباکترهاآرکیوباکتری‌هاازبرخی
برخیثال،مبرای.هستندمتکیهوازیبیتنفسبرسلول‌سوختیمولکولتجزیهبرای
رندهپذیآخرینعنوانبهکربناکسیددیازدارندناممتانوژن‌هاکهباکترهاآرکیاز

و‌هاخاکدرمتانوژن‌ها.می‌کنندتولیدمتانآرکی‌هااینومی‌کننداستفادهالکترون
‌توانندمیهستند،گوسفندانووهاگاشاملکهنشخوارکنندگانگوارشیسیستمدر

.کنندزندگی

نهایییرندهپذعنوانبهسولفاتازکهباکترهاییآرکیوسولفاتکنندهاحیاباکتری‌های
.می‌کننددتولیجانبیمحصولعنوانبهراهیدروژنسولفیدمی‌کنند،استفادهالکترون

https://blog.faradars.org/%D8%AF%D8%B3%D8%AA%DA%AF%D8%A7%D9%87-%DA%AF%D9%88%D8%A7%D8%B1%D8%B4-%D8%A7%D9%86%D8%B3%D8%A7%D9%86/
https://blog.faradars.org/%D9%87%DB%8C%D8%AF%D8%B1%D9%88%DA%98%D9%86-%DA%86%DB%8C%D8%B3%D8%AA/




:پزشکینظرازمهمهوازیبیهایباکتری

یدسباکتروئوهاکلستریدیوم،(خونعفونت)فراژیلیسباکتروئیدس
هالستریدیومکوباکتروئیدس،فوزوباکتریوماکتینومیستها،،(ایرودهعفونت)
وباکتروئیدسها،کلستریدیوم،(ژنیتالدستگاهعفونت)

.(نرمبافتوپوستعفونت)پیتواسترپتوکوکوس
میهاممیکروارگانیسرشدبرگذارتاثیرومهمفاکتورهایازیکیاکسیژن

بهتنوعاین.متفاوتندبسیاراکسیژنبهنیازنظرازهامیکروارگانیسم.باشد
ایهگونهدراحیا–اکسیداسیونمسیرآنزیمیهایسیستمدراختلاف
.استوابستهباکتریاییمختلف





باکتری‌ها‌را‌از‌نظر‌نیاز‌به‌اکسیژن‌به‌پنج‌گروه‌اصلی‌تقسیم‌می‌کنند
هوازیهایباکتری(Aerobes):درطفقودارندنیازاتمسفریاکسیژنبهرشدبرایهاباکتریاین

.ددهنمیقراراستفادهموردالکترونپذیرندهعنوانبهرااکسیژنوکنندمیرشداکسیژنحضور
اختیاریهوازیبیهایباکتریFacultative anaerobes):)رشداکسیژنغیابیاحضوردر

یاتراتنیمانندترکیباتیازهوازیبیشرایطدرونمودهاستفادهاکسیژنازهوازیمحیطدرکنندمی
براییریتخممسیرازتوانندمیهمچنین.کنندمیاستفادهالکتروننهاییگیرندهعنوانبهسولفات
.نماینداستفادهانرژیتامین

اکسیژنکنندهتحملهوازیبیهایباکتریAerotolerant anaerobes):)ازهاباکتریاین
هباجباری،هوازیبیهایباکتریبرخلافاماکنند،میتامینراخودنیازموردانرژیتخمیریمسیر
وشودنمیآنهامرگباعثاکسیژنحضور،دیسموتازسوپراکسیدوکاتالازهایآنزیمداشتندلیل
.کنندتحملرااکسیژنحضورقادرند

میکروائروفیلهایباکتریMicroaerophiles):)مقادیربهرشدبرایهاباکتریازگروهاین
دروسیداتیواکهایآنزیمفعالیتشدنمتوقفباعثاکسیژنبالایمقادیر.دارندنیازاکسیژنکمبسیار
.شدخواهدباکتریمرگنتیجه

اجباریهوازیبیهایباکتریObligate anaerobes): )حضوردرهوازیبیهایباکتری
میتولید( (H2O2پراکسیدو(O2-)سوپراکسیدیونمانندسمیمتابولیکیمحصولاتاکسیژن
شوندمیلیدتواکسیژنوآببهدیسموتازسوپراکسیدوکاتالازهایآنزیمواسطهبهمحصولاتاین.کنند
اکسیژنمکبسیارمقادیرباشندمیفوقهایآنزیمفاقداجباریهوازیبیهایباکتریکهآنجاییازولی
.هستنددرشبهقادراکسیژنغیابدرفقطهاباکتریازهدستاینبنابراین.شودمیباکتریمرگباعث



مخلوطکشتطریقازتوانمیرااکسیژنبههامیکروارگانیسمنیازمندی
زمایشآموردمیکروبینمونهکاراینبرای.نمودتعیینآزمایشلولهدرمیکروب

راکشتمحیطبلافاصلهکرده،تلقیحایشدهذوبجامدکشتمحیطدرونرا
شدهشرمنتکشتمحیطتمامدرکههاییمیکروبترتیباینبه.کنندمیسرد
.ماندخواهندباقیخودمحلدراند
گیچگونکشت،محیطدرمیکروارگانیسمرشدالگویانکوباسیون،ازپس

محیطسطحدرهوازیهایباکتری.دهدمینشانرااکسیژنبهآننیازمندی
هوازیبیهایباکتری.کنندمیرشدلولهعمقدرهوازیبیانواعوکشت

وندنمایمیرشدلولهسراسردراکسیژنبهوابستگیعدمدلیلبهاختیاری
رشدشتکمحیطسطحازترپایینکمیایمنطقهدرمیکروائروفیلهایباکتری
.کردخواهند





آزمایشانجامروش/پروتکل

اکسیژنبههاباکترینیازمندیتعیین

اکسیژنوشودذوبتادهیدقرارجوشماریبندررالولهدرشدهتهیهمغذیکشتمحیط1.
گرددخارجمحیطدرمحلول

کنیدسردسانتیگراددرجه۵۰تا۴۸دمایتارامحیط2.

کنیدثبتلولهرویبرراآزمایشموردباکتریمشخصات3.

نماییدتلقیحلولهدرونباکتریلوپدویایکاستریلشرایطدر4.

نیدکپخشمحیطدرراهاباکتریدست،دوبیندرآنچرخاندنباوگرفتهدستکفدررالوله5.

کنیدنگهداریدرجه۳۵دمایدرساعت۴۸تا۲۴مدتبهوکردهسردرامحیط6.

کنیدبررسیمحیطعمقوسطحدرراباکتریتوزیعورشدنحوه7.







روش‌های‌کشت‌بی‌هوازی

۱-(رروش‌بوخن)‌جذب‌اکسیژن‌محیط‌کشت‌به‌وسیله‌ی‌مواد‌شیمیایی‌

۲-تعویض‌هوا‌با‌یک‌گاز‌بی‌اثر

۳-از‌بین‌بردن‌اکسیژن‌به‌وسیله‌احتراق‌

۴-محیط‌تیوگلیکولات

۵-ر‌کاربرد‌باکتری‌های‌شدیداً‌هوازی‌د)‌استفاده‌از‌روش‌های‌بیولوژیکی‌
(کنار‌باکتری‌های‌بی‌هوازی



(:(Thioglycollate mediaتیوگلیکولاتمحیطدرکشت

موجودتیوگلیکولات.شودمیتهیهدار پیچدربهایلولهدرکهاستجامدنیمهمحیطیک
بیرایطشوشدهترکیبمحیطاکسیژنباکهاستقویکنندهاحیاترکیبمحیط،ایندر

هکزمانیامااست،رنگکمزردتیوگلیکولاتمحیطمعمولیرنگ.کندمیایجادهوازی
نایدرزیرا.یافتخواهدتغییررنگکمآبییاصورتیرنگبهشودحلآندراکسیژن
عنوانبهکهداردوجود((Resazurinرزازورینیابلومتیلنمانندهاییرنگمحیط
میمشاهدهلولهبالایقسمتدررنگتغییر.کندمیعملاحیااکسیداسیونپتانسیلمعرف
شود،

هوازیبیکشتبرایباشد،دادهرنگتغییرلولهبالایازسانتیمتر۱/۵ازبیشعمقیاگر
درونهدقیقدهوکردهبازکمیراکشتمحیطپیچداردربحالتیچنیندر.نیستمناسب

تلقیحمنظوربه.گرددخارجمحیطدرشدهحلاکسیژنتادهندمیقرارجوشماریبن
قعمبهرانمونهترجیحاویابدکاهشمحیطدمایتادهیداجازهبایدهوازیبیهاینمونه
.نمائیدتلقیحلوله









تیوگلیکولاتمحیطدرکشت:ب

یدکنثبتتیوگلیکولاتکشتمحیطلولهرویبرراآزمایشموردباکتریمشخصات1.

یابلولنمتیحاویمحیطاین).کنیدتلقیحلولهعمقبهاستریلشرایطدرراباکترینمونه2.
در.دهدمیرنگتغییررنگکمآبییاصورتیرنگبهاکسیژنحضوردروبودهرزازورین
یژناکستاببیندحرارتماریبندرمجددابایدونیستمناسبکشتبرایحالتیچنین
(.گرددخارجآندرمحلول

کنیدنگهداریسانتگراددرجه۳۵دمایدرساعت۴۸تا۲۴مدتبهراشدهتلقیحهایلوله3.

کنیدبررسیمیکروبیرشدنظرازراهالولهانکوباسیوندورهشدنسپریازپس4.



آزمایشانجامحیندرمهمنکات
ردکهباشدمیاحیاءاکسیداسیونهایمعرفحاویتیوگلیکولاتمحیط1.

یکهصورتدردهد،میرنگتغییررنگکمآبییاقرمزرنگبهاکسیژنحضور
تکشبرایباشد،دادهرنگتغییرلولهبالایازسانتیمتر۱.۵ازبیشترعمقی
تاببینندحرارتماریبندرمجددابایدونیستمناسبهوازیبیدادن

.گرددخارجکشتمحیطدرمحلولاکسیژن
یناناطملولهدرببودنمحکمازهوازی،بیکشتهایلولهانکوباسیونزماندر2.

.شودجلوگیریمحیطداخلبهاکسیژننفوذازتاکنیدحاصل
ارهالولهدربشود،میاستفادهانکوباسیونبرایهوازیبیجارازکهزمانی3.

یستمسازشدهآزادهیدروژنبوسیلهلولهدرموجوداکسیژنتاببندیدشلکمی
.گرددخنثیگازپک



هوازیبیجاردرکشتAnaerobic jar):)

راطشرایوکنندمیتخلیهراآناکسیژنمختلفهایروشبهکهاستایشیشهمحفظههوازیبیجار
هعمدطریقدوبهجارداخلیمحیطازاکسیژنحذف.سازندمیفراهمهوازیبیهایباکتریرشدبرای

:گیردمیصورت

وجودشیرعدددوآندربرویکهرودمیکاربههوازیبیجارازنوعیروشایندر:تخلیهپمپ-الف
اتصالیبرادیگرشیروشودمیمتصلتخلیهپمپبهجاردرونگازهایتخلیهبرایهاشیرازیکی.دارد
اینورودمیکاربه(کربناکسیددیدرصد۵وازتدرصد۹۵)کربناکسیددیوازتگازکپسولبه
.نمایدمیشدهخارجهوایجایگزینراگازدو

شخصیمحجمپاکترویبرمندرجدستورالعملطبقگازپکپاکتبهروشایندر:گازپکسیستم-ب
.شودمیآزاد H2و CO2هایگازپاکت،درموجودترکیباتباآبواکنشاثردر.شودمیاضافهآب

اینبه.گرددمیتولیدآبوشدهترکیبموجوداکسیژنباپالادیومکاتالیزورمجاورتدرحاصلهیدروژن
ازاطمینانحصولبرای.شودمیحاکمهوازیبیشرایطوشدهحذفجاردرموجوداکسیژنترتیب
.دهندیمقرارجاردرنیزرابلومتیلنرنگیمحلولبهآغشتهکاغذینواریکسیستم،هوازیبیشرایط

.شودمیرنگبیاکسیژنغیابدرمذکوررنگآبینوار





هوازیبیجاردرکشت

کنیدثبتپلیترویراآزمایشموردباکتریمشخصات1.

کنیدتلقیحمغذیپلیترویاستریلشرایطدررانظرموردباکتری2.

دهیدقرارهوازیبیجاردرونراشدهتلقیحهایپلیت3.

دهیدقرارجاردرونرا(بلومتیلن)احیاءاکسیداسیونمعرفبهآغشتهنوار4.

بریزیدگازپکشدهمشخصمحلدرآبلیترمیلی۶پیپتبا5.

بگذاریدجاردرعمودیبصورتراآنفورا6.

کنیدحاصلاطمینانآنبودنمحکمازوبستهراجاردرب7.

معرفکهکنیدچکراجارساعت۳تا۲ازبعدونماییدانکوبهسانتیگراددرجه۳۵دمایدرراجار8.
دوبارهودکنیجاجابهراپالادیومهایگلولهبودرنگبیمعرفاگرباشد،نشدهرنگبیاحیاءاکسیداسیون

کنیداجرارامراحل

کنیدنگهداریسانتیگراددرجه۳۵درساعت۴۸تا۲۴مدتبهراهاپلیتوهالوله9.





:پیروگالیکاسیدروش
لولهردشیبدارآگارنوترینتکشتمحیطسطحدرخطیطریقبهرامیکروبینمونه

.ردگیقرارشیبدارسطحمجاورتدرتاکردهواردلولهدرونپنبهمقداریودادهکشت
آنبهسدیمهیدروکسیدکمیوکردهپرپیروگالیکاسیدبلورهایباراپنبهبالایفضای
یمقرارانکوباتوردروارونهبصورتراآنوبستهمحکمرالولهدرب.کنندمیاضافه
.ندکمیایجادهوازیبیفضایوکردهجذبرالولهدروناکسیژنشیمیایی،مواد.دهند

:پارافینازاستفادهروش
ولبقعصارهمانندکنندهاحیاءترکیباتحاویکهکشتیمحیطنوعهرازروشایندر

کشتمحیط.دکراستفادهتوانمیباشداسکوربیکاسیدیاسیستئینگوساله،جگرمغز،
سردسرعتبهراآنسپسگردد،خارجمحیطدرمحلولاکسیژنتادهندمیحرارترا

رویشدهذوبپارافینسانتیمتر۲حدودونمایندمیتلقیحرامیکروبینمونهونموده
.دهندمیقرارانکوباتوردرونوریختهمایعکشتمحیط







جار‌بی‌هوازی‌چیست؟

Anaerobic jar ختلف‌ظرف‌پلاستیکی،‌فلزی‌یا‌شیشه‌ای‌می‌باشد‌که‌هوای‌موجود‌در‌آن‌توسط‌سیستم‌های‌م 
.مورد‌نیاز‌نیز‌تأمین‌می‌شود CO2تخلیه‌شده‌و‌

به‌درون‌ظرف‌تزریق‌می‌شود‌و‌ CO2و‌ N2سیستم‌های‌دیگری‌وجود‌دارد‌که‌با‌استفاده‌از‌پمپ،‌هوا‌را‌تخلیه‌و‌
.سیستم‌مارت‌نامیده‌می‌شوند

:بی‌هوازی‌جارعملکرد

ا‌با‌سطح‌گاز‌پک‌ر.‌بعد‌از‌قرار‌دادن‌پلیتها‌در‌داخل‌آن‌از‌گاز‌پک‌استفاده‌می‌شود‌
مواد‌داخل‌گاز.آب‌آغشته‌کرده‌و‌آنرا‌داخل‌جار‌قرار‌دهید‌و‌درب‌جار‌را‌کامل‌ببندید‌
.پک‌در‌طی‌واکنش‌با‌آب‌اکسیژن‌محیط‌داخل‌جار‌را‌مصرف‌میکند‌

.با‌حذف‌اکسیژن‌محیط‌شرایط‌بیهوازی‌برای‌رشد‌باکتری‌فراهم‌می‌شود
.برای‌نشان‌دادن‌صحت‌کار‌در‌جار‌بی‌هوازی‌از‌نوارهای‌اندیکاتور‌استفاده‌می‌شود

این‌نوارهای‌باریک‌حاوی‌موادی‌است‌که‌در‌حالت‌عادی‌به‌رنگ‌آبی‌می‌باشد‌.
بی‌هنگامی‌که‌اکسیژن‌از‌محیط‌حذف‌می‌شود‌این‌مواد‌هم‌تغییر‌رنگ‌داده‌و‌بحالت

.رنگ‌در‌می‌آید‌
پس‌برای‌نمایان‌شدن‌شرایط‌بیهوازی‌محیط‌یک‌عدد‌از‌این‌نوارها‌را‌هم‌داخل‌جار‌

.می‌اندازید



جه‌اگر‌منظور‌جداسازی‌باکتری‌های‌بی‌هوازی‌باشد‌باید‌به‌نکات‌زیر‌تو
.نمود

.کشتمانند‌تیوگلیکولات‌سدیم‌و‌سیستئین‌به‌محیط:افزودن‌مواد‌احیا‌کننده•

واد‌در‌این‌حالت‌می‌توان‌محیط‌کشت‌مایع‌را‌در‌شرایط‌هوازی‌انکوبه‌نمود،‌زیرا‌م

رف‌احیا‌کننده،‌اکسیژن‌سطحی‌محیط‌را‌جذب‌و‌آنرا‌برای‌باکتری‌غیر‌قابل‌مص

.می‌سازد

محیط‌را‌این‌دو‌ماده‌نیز‌میزان‌اکسیژن:‌افزودن‌اسید‌پیروگالیک‌یا‌کربنات‌سدیم•

.کم‌و‌گاز‌کربنیک‌آن‌را‌افزایش‌می‌دهند



است‌که‌استوانه‌ای‌است‌پلاستیکی‌از‌ (Gaspack jar) متداولترین‌روش‌کشت‌بی‌هوازی‌استفاده‌از (Anaerobic jar) :استفاده‌از‌جار‌بی‌هوازی•

ستفاده‌از‌یک‌شرایط‌بی‌هوازی‌در‌جار‌با‌ا.‌جنس‌پلی‌کربنات‌که‌حاوی‌سبد‌توری‌با‌دانه‌های‌پالادیم‌و‌پوشش‌آلومینیومی‌به‌عنوان‌کاتالیزور‌است

یتریک،‌این‌ژنراتور‌شامل‌اسید‌س.‌ژنراتور‌مولد‌هیدروژن‌و‌دی‌اکسیدکربن‌و‌یا‌با‌تکنیک‌تخلیه‌و‌جایگزینی‌گازهای‌مورد‌نظر‌حاصل‌می‌شود

رار‌می‌دهند‌و‌پس‌از‌اضافه‌کردن‌آب‌با‌سرنگ‌یا‌پی‌پت‌به‌گازپک،‌آنرا‌در‌داخل‌جار‌ق.‌بی‌کربنات‌سدیم،‌سدیم‌بروهایدراید‌و‌کلراید‌کبالت‌است

:با‌انجام‌واکنش‌های‌زیر‌شرایط‌بی‌هوازی‌ایجاد‌می‌شود.‌درب‌آنرا‌می‌بندند

•

a) C6H8O7 + 3NaHCO3 → Na3 (C6H5O7) + 3H2O + 3CO2

b) NaBH4 + 2H2O → NaBO2 + 4H2

CO2 ر‌جار‌در‌حضور‌کاتالیست،‌هیدروژن‌ایجاد‌شده‌در‌واکنش‌دوم،‌با‌اکسیژن‌موجود‌د.‌ایجاد‌شده‌در‌واکنش‌اول،‌رشد‌بی‌هوازی‌را‌تحریک‌می‌نماید

.تولید‌آب‌می‌نماید









Candle Jarیا‌ CO2جار‌

‌،در‌این‌نوع‌جار‌با‌روشن‌کردن‌یک‌شمع‌و‌بستن‌درب‌آن
CO2 این‌شرایط‌.‌رساند%۷-۳درون‌جار‌را‌می‌توان‌به‌حدود

ی‌که‌به‌برای‌رشد‌باکتری‌های‌میکروآئـروفیـلیک‌و‌باکتری‌های
CO2 تمنـاسب‌اس(‌مانند‌استرپتوکوکوس)کمی‌نیاز‌دارنـد‌.
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