ניסוי מס 3 - תנועת חיידקים (יחידה 2)



מטרת הניסוי: בדיקת השפעת חומרי משיכה וחומרי דחייה על תנועת חיידקים.



מבוא:	לחיידק E. coli שוטונים ((flagella המאפשרים לו לנוע במהירות במצע נוזלי.

כאשר השוטונים מסתובבים כנגד כיוון השעון הם נכרכים ביחד והחיידק נע בתנועה ישרה ((run וכאשר הם מסתובבים עם כוון השעון הם נפרמים החיידק מסבסב במקום ((tumble. הבחירה בין שתי האפשרויות נקבעת על פי מפלי הריכוזים של חומרים בסביבה: חומרים מושכים יגרמו לתנועה ישרה כלפיהם בעוד שחומרים דוחים יגרמו לתנועה ישרה מהם והלאה. הכיוון נקבע באקראיות על ידי הסבסוב. בניסוי זה נבדוק השפעת חומרים שונים על תנועת חיידקים ונכיר מוטנטים של תנועה.



ציוד וחומרים:

1.�תרחיף לוגריתמי שלE. coli K37  (זן-בר)�7.�10 פיפטות פסטר סטריליות��2.�תרחיף לוגריתמי של E. coli CHE-Z

 (tumbling mutant)  �8.�3 זכוכיות נושאות��3.�תרחיף לוגריתמי שלE. coli CHE-W   (נע ישר בלבד)�9.�אמבט 55(C��4.�תרחיף E. coli MOT-A (משותק - ללא תנועה)�10.�מיקרוסקופ��5.  �מצע LB�11.�תמיסת L-serine (10-3M)��6.�1 צלחת פטרי עם 20 מ"ל טריפטון-אגר 0.2%�12.�תמיסת benzoat Sodium (0.1M)��



א. 	הסתכלות במיקרוסקופ אור על תנועת חיידקים



החיידקים נתונים בתרחיף.



1.	בעזרת מכשיר גילסון הנח 3 טיפות ((3x10 (l של תרחיף חיידקים על גבי זכוכית נושאת (ללא מכסה).

2.	הנח בצמידות לאחת הטיפות דיסקית ספוגה בתמיסת L-serine.

3.	הנח בצמידות לאחת הטיפות דיסקית ספוגה בתמיסת Sodium benzoat.

4.	תאר והסבר את התתנהגות זן הבר והמוטנטים השונים, בנוכחות החומרים השונים.

5.	האם תוכל לקבוע איזה מהחומרים הוא חומר מושך ואיזה חומר דוחה?





�

ב. 	בדיקת תנועת חיידקים במצע אגר-רך המכיל חומרי מזון חיוניים



1.	הנח טיפה (10 (l) של תמיסת חיידקים מזן הבר במרכז הצלחת וטיפה מכל אחד מהמוטנטים בשולי הצלחת, במרחק רב ככל האפשר ביניהן.

2.	הדגר ב37(C- כ3- שעות. יש להעביר את הצלחות בעדינות - לא לטלטל.

3.	בדוק את הצלחות. תאר והסבר.



במעבדה תמצאנה מספר מבחנות עם תרחיפים של חיידקים ידועים. בהתאם להנחיות של המדריכים בצע לגבי החיידקים את הבדיקות הבאות (ניסויים 6-4):



ניסוי מס 4 - צביעת גראם (יחידה 2)



מבוא:	צביעת גראם פותחה על ידי החוקר הדני גראם ((C. Gram בסוף המאה ה19-. צובעים את החיידקים בצבע בסיסי, מוסיפים יוד היוצר תצמיד גבה מולקולרי עם הצבע הבסיסי, שוטפים בממיס אורגני וצובעים בצביעה נגדית. ההבדל בין החיידקים השונים הוא בשלב השטיפה: חיידקים גראם-חיוביים אינם נשטפים מהצבע ואילו הגראם-שליליים מאבדים אותו והם נצבעים מחדש בצביעה הנגדית. הרבה שנים מאוחר יותר, הסתבר שההבדל בצביעה הוא כתוצאה משוני במבנה הדופן.



צבע בצביעת גראם את התתקינים של החיידקים שהכנת במעבדה הביתית.

הכן תתקינים  מחיידקים נוספים, בהתאם להוראות המדריך.



מהלך העבודה:

1.	שים טיפת מים, בעזרת מזלף, במרכזה של זכוכית נושאת והרחף בטיפה, בעזרת מטוש מעוקר או מחט בקטריולוגית, דגימה ממושבה של החיידקים.

לחילופין - הנח טיפת תרחיף מתרבית נוזלית על הזכוכית.

2.	יבש את הדגימה באויר החדר. סמן בעיגול, מצדה השני של הזכוכית הנושאת את מקומה של הדגימה.

3.	קבע לזכוכית את החיידקים בדגימה על-ידי העברת הזכוכית הנושאת פעמיים דרך להבת הגז. המתן שהזכוכית תתקרר. 

4.	הכנס את התתקין למיכל I (המכיל (Crystal violet למשך דקה אחת. שטוף במים.

5.	הכנס למיכל II (המכיל תמיסת יוד) למשך 2 דקות. שטוף במים.

6.	השקע פעמיים את התתקין במיכל III (ממיס אורגני). וודא שנעלם הצבע מהתתקין.

7.	הכנס את התתקין למיכל IV (safranin) למשך דקה אחת. שטוף במים.

8.	יבש את התתקין בנייר סופג.

9.	שים טיפה של שמן אמרסיה והסתכל במיקרוסקופ אור בהגדלה של 1000.


