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ΕΙΣΑΓΩΓΗ:

Στη συγκεκριμένη άσκηση, σκοπός της ήταν η απομόνωση και η καλλιέργεια βακτηρίων με την μέθοδο των διαδοχικών αραιώσεων και της επιφανειακής διασποράς. Τα βακτήρια είναι απλοί, μονοκύτταροι, προκαρυωτικοί οργανισμοί με μέγεθος της τάξης 1 μm. Τα βακτήρια διακρίνονται σε δυο κατηγορίες, τα gram(+) και τα gram(-) , οι οποίες διακρίνονται ανάλογα με το αποτέλεσμα μιας χρωστικής αντίδρασης κατά την βαφή με την μέθοδο Gram. Τα βακτήρια είναι οι αφθονότεροι οργανισμοί στην επιφάνεια του εδάφους. Τέλος το σχήμα τους μπορεί να είναι ραβδοφόροι σφαιρικό ή σπειροειδές.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ:


Τεχνική διαδοχικών αραιώσεων
Αρχικά τοποθετείτε μια προζυγισμένη ποσότητα χώματος  στο φούρνο στους 1050C για 24 ώρες. Ακόλουθος ζυγίστηκε το χώμα μετά τη ξήρανση και υπολογιστικέ η περιεχόμενη υγρασία και τοποθετείτε 95ml αποστειρωμένου νερού σε κωνική και 9ml σε τέσσερις διαφορετικούς σωλήνες. Στην συνέχεια διαλύθικε 10 gr νωπού  χώματος  στα 95 ml αποστειρωμένου νερού και συγκέντρωσης 10-1gr χώματος /ml. Πριν το χώμα κατακαθίσει, απομακρύνεται 1ml του παραπάνω διαλύματος με αποστειρωμένο σιφώνιο και το τοποθετείται σε σωλήνα που περιέχει τα 9ml αποστειρωμένου νερού,  και  ανακατεύεται έτσι ώστε να γίνει συγκέντρωση 10-2 gr χώματος /ml. Τέλος με τον ίδιο τρόπο και δημιουργούνται οι συγκεντρώσεις 10-3, 10-4 και 10-5gr  χώματος /ml.

Τεχνική επιφανειακής διασποράς (spread plate technique)
 Ετοιμάζονται τρεις καλλιέργειες για κάθε μια από τις διαλύσεις,10-3,10-4 και 10-5. ). Αφού αναδευτούν καλά τα τρία διαλύματα, μεταφέρεται δύο φορές 0,1ml από κάθε διάλυμα με αποτέλεσμα να αυξάνεται η διάλυση κατά ένα παράγοντα του 10. Στην συνέχεια από τα διαλύματα με συγκέντρωση  10-4 και 10-5   χρησιμοποιώντας αποστειρωμένο σιφώνιο μεταφέρονται 1 ml από το καθένα και το τοποθετούνται σε τρυβλία με pentone-yeast αγάρ. Ακολούθως, απλώνεται το διάλυμα σε όλη την επιφάνεια του τρυβλίου χρησιμοποιώντας τους κρίκους εμβολιασμού. Επίσης τοποθετούνται τα τρυβλία αντεστραμμένα σε επωαστικό θάλαμο, σε θερμοκρασία δωματίου για μια εβδομάδα. Την επόμενη εβδομάδα, εξετάζονται προσεχτικά όλα τα τρυβλία, και μελετιούνται ως προς τις διαφορές, το μέγεθος και το σχήμα των αποικιών. Τέλος, μετριτε ο αριθμός των αποικιών σε κάθε τρυβλίο, υπολογίζεται ο μέσος όρος για κάθε διάλυση και το CFU/ml αρχικού δείγματος (colony forming units), λαμβάνοντας υπόψη την ποσότητα των 0.1 ml που μεταφέρθηκε στην επιφάνεια του κάθε τρυβλίου.

Τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα εξής:

· 38,2 gr χώματος
· Εργαστηριακός ζυγός
· Τρυβλία με άγαρ (pentone-yeast)
· Αποστειρωμένο νερό
· Αιθυλική αλκοόλη
· Αποστειρωμένη κωνική φιάλη
· Αποστειρωμένοι δοκιμαστικοί σωλήνες
· Κρίκοι εμβολιασμού
· Αποστειρωμένο σιφώνιο


ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ:

Αφού παρατηρήσαμε τα τρυβλία διαπιστώσαμε ένα μεγάλο αριθμό βακτηρίων. Το τρυβλίο με αραίωση 10-4 gr χώματος ανά ml περιείχε 122 αποικίες βακτηρίων ενώ το άλλο τρυβλίο με αραίωση 10 -5 gr χώματος ανά ml μετρήσαμε 56 αποικίες βακτηρίων. Ακολούθως παρατήσαμε πολλά κοινά στοιχειά μεταξύ των δυο καλλιεργειών ως προς το μέγεθος και το σχήμα τους. Είχαν σφαιρικό σχήμα, γυαλιστερή και λεία επιφάνεια καθώς και κίτρινο χρώμα.

Βαρομετρική Περιεχόμενη Υγρασία : είναι η περιεκτικότητα του εδάφους σε υγρασία και συγκεκριμένα είναι η μάζα του νερού ανά μονάδα μάζας ξηρού χώματος.
 Προκύπτει από τον τύπο:




όπου,
m: μάζα του νωπού χώματος 
d: μάζα του χώματος μετά την αποξήρανση

Με βάση τον παραπάνω τύπο:

Για 10 g νωπού χώματος τα οποία χρησιμοποιήθηκαν κατά την πειραματική διαδικασία, θα έχουμε σύμφωνα με τον παρακάτω τύπο τα εξής


	Στην συνέχεια υπολογίζεται το CFU/g ξηρού χώματος για τον συνολικό αριθμό των βακτηρίων (όπου CFU: Colony Forming Units).

· Τρυβλίο διαλύματος :  αποικίες
Άρα:
  ανά mL


  
Άρα  CFU/g=   


· Τρυβλίο διαλύματος :  αποικίες
Άρα:
  ανά mL


 
 Άρα  CFU /g=   


ΣΥΖΗΤΗΣΗ:

	Μέσω τεχνικής χρώσης μικροοργανισμών με τη μέθοδο Gram, έγινε διάκριση των κυττάρων των βακτηρίων (Εντερόκοκκος και E.coli) σε Gram positive και Gram negative. Με την ολοκλήρωση της πειραματικής άσκησης παρατηρήθηκε ότι τα Gram θετικά κύτταρα, μετά την προσθήκη των χρωστικών, παραμείνανε ιώδη, ενώ τα Gram αρνητικά κύτταρα χρωματίστηκαν κόκκινα-ροζ. 
	1Το κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων Gram positive αποτελείται από περισσότερα από δύο στρώματα πεπτυδογλυκάνης και τειχοϊκά οξέα ενώ το κυτταρικό τοίχωμα των βακτηρίων Gram negative αποτελείται από μόνο ένα έως δύο στρώματα πεπτυδογλυκάνης χωρίς τειχοϊκά οξέα. Το παχύ τοίχωμα των βακτηρίων Gram positive εμποδίζει την εισχώρηση του συμπλόκου χρωστικής- ιωδίου
 στο περιβάλλον του κυττάρου. Αντίθετα το λεπτό τοίχωμα δεν μπορεί να αποτρέψει την εισχώρηση συμπλόκου χρωστικής- ιωδίου, λόγω της μικρής τους περιεκτικότητας σε πεπτυδογλυκάνης με αποτέλεσμα να χρωματιστεί κόκκινο.




ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

Βουτσινάς, Γεράσιμος: «Βακτήρια: Ένας κόσμος με πολλά πρόσωπα», Περισκόπιο
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