 


ניסוי מס 1. עקומות גידול של E. coli B. (יחידה 4)





מטרות הניסוי:


א.	הדגמת הקינטיקה של התרבות החיידקים.


ב.	לימוד שיטות למדידת קצב הגדילה וספירת חיידקים.


ג.	בדיקת השפעת גורמים שונים על קצב הגידול.





מבוא:	אנו מגדלים חיידקים במעבדה בתנאים שונים מאלו הקיימים בטבע. גידול חיידק מסויים� 	במעבדה מאפשר לנו לגדל אותו בתרבית טהורה (ללא שכניו הטבעיים) וכך ללמוד על� 	התנאים המאפשרים את גידולו. בניסוי זה נכיר את תנאי הגידול האופטימליים של� 	E. coli וכיצד הוא גדל בתנאים אלה. במקביל, נשנה אותם ונראה אם וכיצד משפיעים �	השינויים שביצענו על הגידול. 





ציוד וחומרים:


�
תרחיף E. coli B  (4 מ"ל במצע (Davis.�
�
30 מבחנות עם 4.5 מ"ל סליין סטרילי.�
�
�
2 אביקים (100-50 מ"ל) עם 20 מ"ל מצע LB.�
�
6 מבחנות עם 5 מ"ל סליין סטרילי.�
�
�
אביק עם 20 מ"ל מצע Davis, עם glucose 0.5%.�
�
10 צלחות עם מצע LB.�
�
�
אביק עם 20 מ"ל מצע Davis, עם 0.5% glycerol.�
�
2 אמבטים 37(C  אחד מהם מטלטל.�
�
�
אביק עם 20 מ"ל מצע LB, עם 3% NaCl.�
�
אמבט 24(C  מטלטל.�
�
�
אביק עם 20 מ"ל מצע LB, עם 6% NaCl.�
�
16.	אמבט 42(C  מטלטל.�
�
�
אמפיצילין, בריכוז של 7.5 mg/ml.�
�
17.	מקל זכוכית ושולחן דרגלסקי.�
�
�
כלורמפניקול, בריכוז של 5 mg/ml.�
�
18.	פיפטות�
�
�
סל קרח.�
�
19.	ספקטרופוטומטר (אורך גל 600 nm).�
�
�
קיווטות (1 מ"ל). �
�
�
�






�
מהלך העבודה:


א.	אפס את הספקטרופוטומטר עם קיווטה המכילה מים.


ב.	שטוף את הקיווטה. מדוד את הצפיפות האופטית של המצעים בהם תשתמש.


ג.	זרע 1 מ"ל מתרבית החיידקים לתוך אביקי הגידול וקבע את הצפיפות האופטית של התרחיף	(זמן 0).


ד.	כל זוג יבצע את הניסוי בשלושה אביקים. האחד יודגר בטילטול ב37(C-, במצע גידול עשיר�	(LB). באחרים תבדק השפעת שניים מהגורמים הבאים על הגידול.





	1. 	טמפרטורה: 42(C


	2. 	טמפרטורה: 24(C


	3. 	מניעת איוורור - יש לגדל במבחנה בתוך אמבט ללא טילטול ב37(C-.


	4. 	גידול במצע מינימלי ((Davis עם גלוקוז (0.5%) כמקור פחמן ב37(C-.


	5. 	גידול במצע מינימלי ((Davis עם גליצרול (0.5%) כמקור פחמן ב37(C-.


	6. 	במצע LB נטול מלח - ( 0% NaCl)   


	7. 	מליחות: ריכוז NaCl של 3%.


	8. 	מליחות: ריכוז NaCl של 6%.


	9.	אנטיביוטיקה: אמפיצילין בריכוז של 150 (g/ml. יש להוסיף את האנטיביוטיקה �		כשהחיידקים בצפיפות אופטית של 0.5-0.4 (אחרי כ90- דקות גידול).


	10. 	אנטיביוטיקה: כלורמפניקול בריכוז של 100 (g/ml. יש להוסיף את האנטיביוטיקה� 		כשהחיידקים בצפיפות אופטית של 0.5-0.4 (אחרי כ90- דקות גידול).





ה. 	רשום את זמן תחילת הניסוי והדגר את התרביות בתנאים המתאימים במשך 180 דקות. כל 	20 דקות קרא את הצפיפות האופטית של התרביות. רשום את זמן הקריאה המדוייק.


ו. 	בזמנים 20 ו100- דקות לאחר תחילת הגידול הוצא דוגמה בת  50(lמהתרחיף �	לתוך מבחנה עם 5 מ"ל סליין לשם ספירת החיידקים החיים. זה יהיה מיהול של� 	1:100. שמור את המבחנות בקרח עד ביצוע הספירה. (מדוע בקרח?)





ספירת החיידקים החיים


ז. 	מהל את הדוגמאות שהוצאת מיהולים עשרוניים כדלקמן:


	לפני כל העברת חיידקים למיהול ערבב בוורטקס והחלף פיפטה. 


	לתוך המבחנה הראשונה משורת המבחנות המכילות כל אחת 4.5 מ"ל שים 0.5 מ"ל �	מהמיהול הראשון (10-2). זה יהיה מיהול 10-3. עם פיפטה חדשה העבר 0.5 מ"ל מהתרחיף �	המהול למבחנה הבאה בשורה: זה יהיה מיהול 10-4. חזור על פעולה זו פעמיים נוספות (עד �	10-6). 


�
ח. 	מתוך כל אחד משני המיהולים האחרונים זרע 0.1 מ"ל על פני צלחת אגר. (מה המיהול� 	בצלחת?).


	פזר את החיידקים בעזרת מקל זכוכית שעבר עיקור בלהבת כהל וקירור, על מתקן מסתובב �	(שולחן דרגלסקי). הדגר את הצלחות הפוכות באינקובטור (C 37 במשך 36-20 שעות.





במפגש השני





ט.  	ספור את המושבות שעל פני כל צלחת. רשום  את תוצאות הספירה במקום המתאים בטבלה �	על הלוח.


י. 	חשב את מספר החיידקים החיים שהיו בתרבית בזמן הדגימה.





בדו"ח המעבדה (ממ"ן 15):


1. 	שרטט על ניר חצי לוגריתמי (או בעזרת מחשב) את עקומי הגדילה שקיבלת. על ציר y שרטט� 	את הצפיפות האופטית ועל ציר x את זמן ההדגרה. חשב את זמן הדור של התרבית בשלב �	הלוגריתמי בכל התנאים השונים. (גם את אלה שלא בדקת בעצמך!)


2. 	ערוך השוואה בין מספר החיידקים למ"ל שקיבלת על פי הספירה החיה לבין האומדן למספר� 	החיידקים למ"ל שתחשב בהתאם לצפיפות האופטית - 1OD600=2x108 cells/ml. מה� 	היתרונות ומה החסרונות של שתי השיטות?


3. 	סכם את השפעת כל הגורמים שנבדקו בקבוצתך על הגידול של החיידקים. האם ניתן להסיק �	מסקנות לגבי כלל החיידקים? 


4. 	לא ניתן להשתמש בצפיפות אופטית או בספירה חיה במעקב אחרי הגידול של כל סוגי �	החיידקים. מדוע? באילו שיטות אלטרנטיביות ניתן להשתמש?


5. 	מדוע מציירים עקום גידול על נייר חצי לוגריתמי?


6. 	ספירה מיקרוסקופית ישירה של חיידקים נותנת ערך גבוה יותר של חיידקים למ"ל מאשר� 	ספירה חיה. מדוע?


7. 	חיידקי E. coli הגדלים בתרבית לוגריתמית עם זמן דור של 35 דקות הגיעו לריכוז של �	5x107 תאים למ"ל. לפני כמה זמן היה ריכוזם 106 תאים למ"ל? הסבר את החישוב. 





