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мΦм    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ м 

мΦн    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ н 

мΦнΦм ύ   Cryopreservationό ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ н 

мΦнΦн   πCPA ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ о 

мΦнΦо    ΥCPAsπ     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ о 

мΦо        ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ п 

мΦоΦм     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ п 

мΦоΦн   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ р 

мΦоΦо    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ р 

1ΦоΦ.3м    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ 5 

мΦоΦоΦн    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ с 

мΦоΦоΦнΦм ύ  IRό ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ с 

мΦп          ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ с 

мΦпΦм         IR  ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ т 

 8................................................................................................... . היפותזה ומטרות העבודה2

 9................................................................................................................ . שיטות וחומרים3

оΦм Σ    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ ф 

3.1.1     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ ф 

оΦмΦн     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ ф 

оΦн  ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ ф 

оΦо     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мл 

оΦп      ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мл 

оΦпΦм       ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 

оΦпΦн      ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 

оΦр   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 

3.5.1        π Colony Forming Unit (CFU) ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 



 

 

3.5.2 Live/Dead      CLSM ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 

3.6  Micro-device ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мм 

оΦт   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мо 

оΦтΦм     ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мо 

оΦтΦн   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мо 

оΦу    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мп 

оΦуΦм   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мп 

оΦуΦн   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мп 

оΦф   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мп 

оΦфΦм           ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦфΦн          ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦфΦнΦм           ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦфΦнΦн          ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦфΦнΦо   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦфΦо    Ϧ       IR    

  ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мр 

оΦмл        ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мс 

оΦмм   ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мт 

 18 ........................................................................................................................ . תוצאות4

пΦм       IR      E. coli BL-21Φ ΦΦΦ му 

4.2 Φ          ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ мф 

пΦо Φ        ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нл 

пΦп        E.coli BL-21  Φ    ΦΦΦΦΦΦΦ нл 

пΦр        B. subtilis 3610  Φ    Φ нн 

4.6  Live/Dead ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нп 

 25 ................................................................................................................. דיון ומסקנות .5

рΦм    ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нр 

рΦн           ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нс 

рΦо             ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нс 

рΦп  ΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦ нс 

 29 ............................................................................................................................ מקורות

 

 

IV 



 

 

 תקציר
             

Φ           Σ  Φ   

  (cryopreservation)         

     Σ Σ  Φ         

     Σ        Φ  

      π  Σ   

        Φ       

   Φ    Σ        

Φ          

 Σ    Gold-standard       

   Σ   Φ Σ           

 Φ             

      Φ 

      πύ IR      ό

          Φ     

Σ        Σ        

         Φ 

    Σ       1540 nm  Σ

  Σ         Φ     

micro-device Φ            

      E. coli BL-21 B. subtilis 3610    

   Σ     ом҈ π мн҈   ΣΣ  

     Φ     Σр҈    Σ

     E. coli BL-21  Φ        

         Σ -нл҈ π р҈   

 Φ 

            

         ΣΦ 

 

V 



 

 

 רשימת קיצורים

 

Á CFU- Colony forming unit 

Á Clm- Chloramphenicol 

Á CLSM- Confocal laser scanning microscope  

Á CPA- Cryo-protectant additive 

Á DDW- Double distilled water 

Á D.C- Duty cycle 

Á DMSO- Dimethyl sulfoxide 

Á IR- Infrared 

Á LB- Luria- bertani 

Á LBA- Luria- bertani agar 

Á NIR- Near infrared 

Á OD600- Optical density at 600 nm 

Á PBS- Phosphate buffered saline 

Á PDMS- Polydimethylsiloxane  

Á PI- Propidium iodide 
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 וסקירת ספרות מבוא .1
 

 הצורך בשימור חיידקים  1.1

          Ϧ  Ϧ 

    Φ          Σ  Σ  Σ

             

  Σ  Φ            

Σ            

 1Φ 

            

          Σ   Φ

           1,2 Φ

    Σ              

  Φ           Σ   

            Σ

Σ      3Φ 

 Φ            

 πFAO ύ    WHOό Σ   Σ   

  Σ             

  4          Φ

     Σ         π

  Σ     Σ8–5 Φ 

           Σ  

    Σ      Σ    4    Φ

          Σ    

            Σ  Φ  

       Φ 

 



 

2  
 

  חיידקים שיטות לשימור 1.2 

   Σ           

Φ            

ύ   Σ  freeze- drying    Σ    ό

    Σ      4 Φ 

ύ  cryopreservation     Σ    Σό

            

    ύ       Σ  Cϲ улπ   

 Φό   Σ          

   Σ1,4Φ  

 

 (cryopreservationחיידקים בהקפאה ) שימור 1.2.1

             

         Σ9Φ    

            

      Σ10 Φ 

          

           Φ   

    11Φ        

           Σ  

     Σ ύ  CPA; Cryo-protectant additive ό

Φ       

CPA              

         12Φ π sCPA    

 Σ             Φ

   Σ ύ DMSOόDimethyl sulfoxide  13   Φ

        Σ    2-methyl-2,4-

pentanediol    Σpolyvinyl pyrrolidone  14,15Φ 

      Σ         

   -DMSO       16 Φ 
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 CPA-השימוש בגליצרול כ 1.2.2

  πCPA         Σ     

olage P 17,18 ύ           Φм Σ

A   Φ              ό

               

  Φ        5 mol/l-,1    

 12Φ 

             

   Σ     Φ     Lovelock   

               

    ύ     NaCl      

       Σό    19 ΦazurM   

               

   20 ΦayR         π DNA   

  21ΦieseG       Σ      

          Φ         

               

  22 Φ          Σ  

 ύм ΣB              ό12. 

 הגנה אל מול רעילות -CPAsשני צדדים למטבע:  1.2.3

     πCPAs   Σ  Φ        

       CPA   πCPA     

         Σ    

     16 Φ 

  π DMSO   π CPAs        

     Σ  Φ      Σ  Σ

      (10-25 wt %)Φ Σ      

             

 Φ Σ           

16,23Φ 
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 הנזקים הנגרמים בתהליכי ההקפאה וההפשרה של חיידקים  1.3

           Τ  

Φ       

        Σ     Σ  

        24   Σ   Σ   Φ

               

   24Φ           

    Σ          

Φ        мфрф  straka  π  stokes   Σ

           Σ   

25Φ 

             

      Σ   Σ         Σ

Φ    

  ותנאי הגידול שלב הגדילה 1.3.1 

      Σ         

Σ  Φ            

 ύExponential phase      ό    

      ύstationary phaseό   Σ   Φ

Σ    Σ        Σ   

              

26. 

 

A B
2,

 м Υύ!ό  Φ  (B )   53Φ 
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 סוג החיידק 1.3.2  

        Σ         

         3Φ 

      Σ       Φ    

              Σ

         27Φ     

     28Φ       

 ύ        Σ      

    όΣ           

  29Φ         30Φ 

 קצב ההקפאה וההפשרה 1.3.3 

           Σ    

      Φ    Σ     

   31,32Φ 

  הקפאת התא החיידקי 1.3.3.1

           Σ  

        Σ33 Φ    

   Φ         

         Σ     

   34.          

    Σ           

      30,34Φ        

              Σ  

     35Φ       Σ  

   Σ        Σ    

   10 Φ           

10,26Φ 

 Φ                

  E. coli Σ Mazur      ΣCϲ рлл   Cϲ м  

            36 ΦwartzS  

    Cϲ олл          
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π Cϲ м 37  Φ Σei et alN    π Cϲ мрл    ΣCϲ лΦм  

Cϲ м           Σπ Cϲ мл  Σ

       38Φ 

  הפשרת התא החיידקי 1.3.3.2

        Σ    

 Σ  Φ            

           39,40Φ  

      Σ      Σ

 Φ   Σ  Σ         

         π15Φ 

 (IRקריסטליזציה ) -רה 1.3.3.2.1 

π  Ostwald ripening process        Σ

          Σ20  Φπ 

    Gibbs-Thomson   Φ      

           Σ     

     41Φ         Σ 

          Φ     

       39,40.  

 לייזר שליטה על גדילת גבישי קרח באמצעות שימוש בקרינת 1.4

       Σ   Mazur     Φ

             (carbon black) Σ

      Φ        

   40,42  Σ    Φ    

   ύ  (Zebrafish      π 

nanoparticles gold)ό      39 Φ 
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 нύ          ΥbLwό44,54Φ   

   Φ             

         Φ    ύ1540 nmΦό 

 

 

 (IRאדום ) -אינפרא שליטה על גדילת גבישי קרח באמצעות שימוש בקרינת 1.4.1

 סלקטיבית

  Σ         Σ    

             

    43Φ 

   Σ    IR         

      44Φ   Σ    нллм, Ulman     

   Σ  Σ          

 45Φ  

         1540 nm    Σ   

        43 ύ н ό Φ 
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 היפותזה ומטרות העבודה .2
 

  Σ            

               

 Φ     Σ         

 Φ      

הסלקטיבית לקרח, כלומר נבלעת  nm  1540באורך גל של IRקרינת ש השערתנו המרכזית היא

בקרח יותר מאשר במים, תוכל לסייע בהפחתת הנזקים של גדילת גבישי קרח על אף שבמצע 

   Σ      גליצרול. ישנו ריכוז מינימלי של

             

  Σ πΦ          

     Φ     

     IR      מטרת העל של העבודה

Φ   

            

   E.coli BL-21   B. Subtilis 3610 Σ   IR  

  nm мрпл   Σ   Φ   

 

        Υ 

мΦ      IR      

Φ  

нΦ       Φ    

оΦ         Φ 

пΦ            IR   

   Φ 
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 שיטות וחומרים .3
 

 חומרים, מצעי גידול ותמיסות 3.1

 ברהרשימת חומרים לפי ח 3.1.1

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA: Bacto Agar, Bacto Yeast Extract. 

Molecular Probes, Inc. (RO, USA): L13152 LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability 

Kit. 

Romical, Beer-Sheba, Israel: Glycerol. 

Sigma, Rehovot, Israel: Chloramphenicol, SYLGARD®184 Silicone Elastomer Kit. 

University Wafer, Boston MA, USA: Silicon Wafers. 

 

 הרכב מצעי גידול ותמיסות 3.1.2

1L DDW. 40 gr Bacto agar, 20 gr Bacto Yeast Extract in growth media ALB 

 

r (4.3 mM), 1 g4HPO240 gr NaCl (137mM), 1gr KCl (2.7 mM), 3.05gr Na PBS*10 buffer:

1L DDW, adjusted to PH 7.4.up to (1.4mM)/ 4PO2KH 

  PBS*10-  мл  PBS*1   Φ   

EtOH. : 34 mg/ml inChloramphenicol 

 מכשירים 3.2

Centrifuge- model HERMLE Z-300K, Labotal.   

Confocal Laser Scanning Microscope- model Leica SP8. 

Function/ Arbitrary Waveform Generator- model 33120A, Agilent. 

Inverted Microscope- model TE2000-U, Nikon eclipse. 

Laser Power Meter- model FieldMax-TOP, no. 0440L04, COHERENT. 

Single-mode 10-µm fiber 1540 nm- model KPSBT2-TFL-1550-20-FA, Keopsys 
 
Oscilloscope- model TDS-2012, Tektronix. 



 

10  
 

Plasma Cleaner- model PDC-32G, Harrick. 

Spectrophotometer- Genesys50, ThermoScientific. 

Spin Coater- model SPIN-1200D, Midas System. 

Temperature Controller- model 3040, New-port Corporation. 

 זני חיידקים ותנאי גידול 3.3

      Τ Escherichia Coli BL-21(DE3)pLysS   Σ

  E. coli BL-21 π(WT)   Bacillus subtilis NCIB3610Σ  B. subtilis 3610Φ 

 Φ     Ϧ         

      Cϲ улπ  LB  нл҈ Φ 

        LBA Φ       

 E. coli BL-21      Clm (chloramphenicol) мΥмллл 

  Cϲ отΣ  B. subtillis 3610       

 Cϲ нтΦ 

     Φ      LB  ύ3 mlό 

         Cϲ от  ΦE. coli BL-21 

      Clm мΥмллл    .200 RPM  

B.subtillis 3610         180 RPMΦ  

  Σ       40 μl   LBA    

 Φ    

 הכנת תרחיף החיידקים לתחילת הניסויים 3.4

     оΦо    1 ml     н 

   Cϲ п Φ  E. coli BL-21     8,000 RPM 

   3610  B. subtilis    .10,000 RPM   

    Φ     π 1 ml  PBS   Σ

       πPBS    Σ   Φ

   π PBS  =0.2600nmOD   Σ 

 CFU/ml 81.6X10Φ 
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 הכנת תמיסות חיידקים בריכוזי גליצרול שונים 3.4.1 

     ύоΦпό   Σ     

ύл҈ Σр҈ Σнл҈    ό100 μl   мΦт Ϧ    PBS- 

     200 μlΦ 

 הכנת דוגמאות החיידקים לפני הקפאה 3.4.2 

  μlр       π PBS     Σ

оΦоΦ    Σ      Φ    

  . 

 חיות החיידקיםבדיקת  3.5

  Colony Forming Unit (CFU) - בדיקת חיות על ידי זריעת מושבות וספירה 3.5.1

       40 μl      

 оΦо    Φнлπнлл   (CFU)     Φπ 

CFU/ml   Φ     

 Confocal Laser Scanningעל ידי  ואנליזה מיקרוסקופית  Live/Deadצביעת 3.5.2 

Microscopy (CLSM)  

  lμ100    πPBS  lμ 2.5    46Φ  

  SYTO-9     π propidium iodide    

 .       (CLSM) Φ 

  Micro-deviceהכנת  3.6

    Σ         Micro-device  

    Φ      3 mm      

 Σ     mm  2       Σ   Φ

        πmμ нллΦ 

 πMicro-device   polydimethylsiloxane ύ .(PDMS   

π SYLGARD®184 Silicone Elastomer Kit      мΥмл  ύbaseό Υ

 ύ(curing agent    Φ      р  

 ύо  ΣAΦό  Σ        

 сл          ύо  ΣBΦό 

  Σ    π PDMS  ύ    silicon wafer  ό
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   π spin coaterΦ    500 rpm   ол   

 PDMS  mμ лΦлм ҕ220  ό ύ  ύо  ΣCΦό  π PDMS   

  Φ       πPDMS    

           ύо  Σ D-Eό  Φ

ύ πPDMSπ    ό      2 mm  

       ύ о  ΣF-Gό  Ϧ Ϧ    ΦπPDMS  

       22X22 mm    

 ύPlasma Cleaner ό  ύо  ΣHόΦ    π PDMS   Ϧ  

     mm  0.01ҕΦ 

 

 

 

 

 

 

        

 

 

       

 

 

 

                                                                                   

 оΥ   π Micro-deviceΦ(A)       р    

Φ (B)      π сл Φ (C)  π PDMS   

    π spin coaterΦ (D)   πPDMS     Φ  

(E)   π PDMS  Φ   (F)   Φ        (G)  

Φ           (H)    - PDMS 

Φ        

 

" 
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  המערכת הניסויית 3.7      

 במה מקוררת בצורה מבוקרת 3.7.1

            

      Σ  Φ      

ύ     п Φό 

            

    Cϲ-25   Cϲ25     Σ  Cϲ ± 0.01   Φ 

           Σ  Φ   

               Φ3 mm 

         Φ   

  View-abL      47Φ  

 המערכת האופטית 3.7.2

      оΦтΦм   π inverted microscope. 

    1540 nm        Σ    

ύ   пΦό  

 

 

 

 

 
Inle

t  

 пύ Φ   Υ! ό          флϲ Φ          

ύ. ό        Φ       

Φ   

 

A B 
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A B C 

 

 שיטות ההקפאה וההפשרה 3.8

  ההקפאה שיטות 3.8.1

  E. coli BL-21  B. subtilis 3610   μl лΦт    

 оΦп   micro-device -        Σ 

 mm н1 Φ        

 

 

 

   

 

 

 

 ות ההפשרהשיט 3.8.2

       Φ       

ΦϦ   Ϧ     Ϧ   Ϧ 

             

 Cϲ-20    Φ       π Cϲ +0.5  

 Cϲ100   Φ 

ύ         Cϲ-20  Ϧ    Σό

        Ϧ  .1540 nm      

              Φ  

            

ύ Σ         π Lab-Viewό Φ 

 מהלכי הניסויים 3.9

נות בתהליך ההפשרה על שרידות עוצמות קרינה שוב השימוש בחינת השפעת 3.9.1

 החיידקים

 BL-21  E. coli      оΦо Σ     оΦп Φ

   baseline- ύ    оΦпΦн  Φό 

 р   Υ. 

(A)     πMicro-device Φ(B)   Φ       

(C)      Φ 
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 л҈ ύ оΦпΦмό      ύоΦтΦмό  Σ

 Φ             

 50 mW  ΣmW 250 π mW )  450   оΦтΦн   Φό 

 mW л        Φ      μl лΦо 

  мΥмлл π PBS   ύ    оΦрΦмΦό 

 בחינת ההשפעה של מרכיבי תמיסת החיידקים על בליעת הלייזר 3.9.2

 בחינת השפעת הצפיפות האופטית של החיידקים בתמיסה על בליעת הלייזר 3.9.2.1

  E. coli BL-21  B. subtilis 3610      

 оΦо π оΦпΦ   πPBS         

 ύ= 0.1, 0.5, 1, 1.5600ODό         Φ

оΦфΦнΦо Φ 

 הגליצרול בתמיסה על בליעת הלייזר בחינת ההשפעה של ריכוז 3.9.2.2

 Υ     л Σмл Σнл π ол҈ ύw/v Φό12 gr    π 

ml 30   DDW  ол҈          Φπ 

DDW Φ        оΦфΦнΦоΦ 

 מדידת הבליעה  3.9.2.3

         Φ      

ύLaser power meter     Σ        Φό

     Φ      Σ     

       Φ        

           π mW нрл Φ

    Υ  A=Σ  Ὕ     

  micro-device    π Ὕ       

 . 

במקביל  IRפיתוח תהליך הפשרה מבוקר של החיידקים ע"י שימוש בקרינת  3.9.3

 הגליצרול בתמיסה להורדת אחוזי

   baseline-    ύ   оΦпΦн    ό

     Φ   ύоΦпΦм    ό

ύ  оΦтΦмΦ      Σό    
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ύ     оΦтΦн         Φό

         .250 mW    

  ȉl лΦо   млл π PBS   ύ    

оΦрΦмό     Φл҈        Σ

 оΦрΦнΦ 

 

  פיתוח שיטה לשליטה על זמני הארת הלייזר 3.10

           Σ    

Φ      ύfunction generator     ό

  1540 nm        Φ   

  м    Σ (X) ύ  frequencyΦό 

 

 

 

 

  

 

        Σ         

         ύс ΣB       Φό

 "Movavi Video Editor Plus"         

 ύ(actual time  ύс ΣC Φό п          Σ

    п  Φ ύ       calculate 

time ύ         όс ΣAΦό 

 ύ             с ΣCΦό 

 

 

 

 הערך שהוזן הפרמטר

D.C нл҈ 

OFFSETDC мΦрҌ 

Ampl п 

Frequency(f) X 

 ΥΦ     1טבלה מספר 
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x 0.2  ╣= ON╣ 

╣
Ἦ
 

               

A 
 

 

 

 

 

 

 

 

      

 ניתוחים סטטיסטיים 3.11

      ύNY ,USA, IBM όSPSS V21Φ 

           ANOVA  π  π  Σ

     Φt   ύ    н  

   όPost-Hoc  ϥScheffe    Φ  .P<0.05- 

     ҕ  Φ   

 

 

 

 

 

 

 

 הלייזר.: כיול זמן הארת 6איור 

(A)  Φ  ONT ς ό ύ   )B(   Φ        

(C)          ύ        Φ  

       ΦόΦ      

Freq u en cy  (HZ)

T
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e
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s
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 תוצאות .4
 

 קיחיידבתהליך הפשרת  שונות IRבעוצמות קרינת  שימוש ההשפעה שלת בחינ 4.1

 E. coli BL-21. 

    Σ         

        ύтΦό 

    ύOne-Way ANOVAό       

ϐ    F(4,20)=173.2, P<0.0001   Φώ ϥScheffe  Σ

  baseline -           

  ύP<0.0001ό Φ Σ   250 mW     

           ύP<0.0001ό Φ 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 тΥ    Lw  .בתהליך ההפשרה על כמות החיידקים 

 E. coli BL-21   л҈ Φ           

 - Pre-freezing   π Baseline   Φ     π 

CFU/mlΦ 

A     ύP<0.0001ό ΦB    C  ύл Σрл πпрл( ύP<0.0001όΦ 

  ҕ ύ  SDΦ    ό 

P re -

 f re e z in g

0 5 0 2 5 0 4 5 0
1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

1 0 9

Rad ia t io n  in t en si t y  (m W )

A

C C

B

C

C
F

U
/

m
l
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 על בליעת הלייזר.הצפיפות האופטית של החיידקים בדוגמא השפעת  4.2

        Σ      

 BL-21 E.coli  3610   B. subtilisύ     mWнрл   ό

          ύуό Φ  

    ύOne-Way ANOVAό        

   Σ    E.coli BL-21    ϐF(4,15)=3, P>0.072ώ    

 B. subtilis 3610 ϐF(4,15)=1.92, P>0.182ώ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 у Υ.השפעת הצפיפות האופטית של החיידקים על בליעת הלייזר 
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 השפעת ריכוז הגליצרול בתמיסה על בליעת הלייזר. 4.3

             Σ  

  ύ ф Φό    ύOne-Way ANOVAό    

       ϐF(3,12)=1.08, P>0.41ώΦ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

בריכוזי    E.coli BL-21בחינת ההשפעה המשולבת של שיטת הפשרת חיידקי  4.4

 גליצרול שונים.

    Σό        ύ    

Φ    ύ    Two-Way ANOVAό     

  ϐF(1,24)=194.37, P<0.0001ώ ,      

 ϐF(2,24)=256.39, P<0.0001ώ,     ϐF(2,24)=36.95, P<0.0001ώ  

   E.coli BL-21   ύмлΦό 
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  Σ            

Υ 

  Σ      Φύ    One-way ANOVA ό 

ϐ        F(2,12)=67.4, P<0.0001 Φώ 

ϥ  Scheffe          нл҈ 

 л҈ ύP<0.0001       Σόр҈ ύP>0.136  Σ   Φό

        р҈    л҈ 

 ύP<0.0001Φό 

  Σ      Φ       

ϐ F(2,12)=197.39, P<0.0001Φώ Σ        

    нл҈       л҈ πр҈ 

 ύ , P<0.0001  Σ  Φό   р҈       

  л҈ ύ P<0.0001Φό 

 Σ             

    Σ   Post-hoc   t    

ύ (independent t-test  Σ         

 Σ ύ  л҈ Σр҈ Σнл҈(Φ 

   л҈            

     ϐt(6)=21.54, P<0.0001ώ    Φ   

 р҈  ϐt(6)=7.24, P<0.0001ώ        Σ   Φ

      нл҈ ϐt(6)=1.57, P>0.167Φώ 

     Σ    нл҈     

  р҈    Σ       

  нл҈      Σ    л҈  р҈   

 Φ       π нл҈      

        л҈ ϐ t(6)=7.48, P<0.0001ώ  Σ

    р҈     ϐt(6)<1Φώ  
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בריכוזי   B. subtilis 3610פעה המשולבת של שיטת הפשרת חיידקי בחינת ההש 4.5

 גליצרול שונים.

ύ    Two-way ANOVA        Σό

ύ оXнόΣ      ϐF(1,24)=10.71, P<0.004ώ Σ 

 ϐF(2,24)=98.13, P<0.0001ώ    Σ ϐF(2,24)=1.94, P>0.173ώ 

 ύммόΦ 

  Σ            

Υ 

  Σ      Φύ    One-way ANOVA  ό

    ϐ    F(2,12)= 29.8, P<0.0001 Φώ 

ϥ  Scheffe          нл҈ 

ύP<0.0001 ό   р҈ ύP<0.001ό  л҈ Φ  Σ     

  нл҈  ς р҈ ύP>0.482Φό 

  Σ      Φ       

ϐ F(2,12)= 82.36, P<0.0001Φώ Σ        

    нл҈       л҈ ύP<0.0001ό πр҈  
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ύP<0.045ό Φ  Σр҈         л҈ 

ύ P<0.0001Φό 

 Σ             

    Σ   Post-hoc   t    

ύ (independent T- test  Σ         

 Σ ύ  л҈ Σр҈ Σнл҈( Φ 

   л҈            

     ϐt(6)= 4.28, P<0.005ώ Φ  Σ р҈  

ϐt(6)=1,49, P>0.185ώ    нл҈  ϐt(6)<1     ώ

      ύмм Φό 

     пΦп   , E. coli BL-21   

Σ   B. subtilis 3610       нл҈  

     Σ   л҈  р҈ Φ        

   πнл҈          

    л҈ ϐ t(6)=9.51, P<0.0001    ώ р҈  

ϐt(6)<1Φώ 
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 פשרהה אחרל לפני הקפאה

 ללא לייזר

 פשרהה ראחל

 עם לייזר

  Live/Deadצביעת 4.6 

    CFU/ml  ΣLive/Dead      

  л҈  Φ      мп    π

CLSM   Φ  

  ό  ύ           

Φ              Σ  

     Σ3610  B. subtilis       

 E. coli BL-21Φ        Φ 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 мпΥ ύ   /[{aό  של חיידקיE. coli BL-21  וחיידקי B.subtilis 3610 אחר  גליצרול ל 0%בתמיסת

 Live/Dead. ύ! ό  .[πнм 9Φ Ŏƻƭƛ  X0.75пл X Φύ. ό B. subtilis 3610   плXΦצביעת 

Φ          

CYTO-9     π PI    Φ 
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 דיון ומסקנות .5
 

      Σ      

39,42 Φ             

       Φ        

           Σ    

Φ 

             ,1540 nm 

  Φ               

        Σ  43Φ 

 Σ        E. coli BL-21   

 B. subtilis 3610  Φ           

              

 Φ           

 פיתוח מערכת ניסויית 5.1

             

   Φ             Σ

 Micro-device       PDMS Φπ PDMS 

             

    Φ     Φ       

           Cϲ мфсπΣ   

 Σ   Φ       Σ       

         Φ       

     Σ  π  Σ    

   14,28 Σ   Φ      

 Φ          

 Σ            

              Σ

   Φ            

            

 Φ        Σ     
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   Φ             

Φ      

 בליעת הלייזר כתלות בצפיפות האופטית של החיידקים וריכוז הגליצרול בתמיסה 5.2

                

Σ           Σ    

  Σ             Φ

        Σ  48Φ   

     Σ            

             

Φ 

        Σ      

        Φ       

    Σ  Φ         

          Σ  Φ  

          Σπ   Σ

           Σ   Φ  

  Σ     Σ48Φ 

      250 mW Σ      Σ

          Σ   Φ      

  Σ   Jung and Hwang       

49Φ 

 פיתוח תהליך הפשרה מבוקר של חיידקי המודל תוך הורדת ריכוז הגליצרול בתמיסה 5.3

              Σ

     Σύ    нл҈ όπр҈ Σ  

 Φ              Σ

     нл҈ Φ 

       Σ  л҈ πр҈    Σ   

       E. coli BL-21 Φ  осмл B. subtilis Σ  

   л҈   πр҈     Φ      

 

 



 

27  
 

              π

р҈    Φ           Σ

    Σ      Φ    
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       Σ  Φ      

           Σ      

Φ         

            Τ  

  πGold standard  ύнл҈  Φό   Σ 

    Σ           

            Φ    

 Σ   Φ           

Φ             

               

           Σ28 Φ

     Σ  л҈        ύ

 ό           subtilis 3610)  (B.  
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 Σ           
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  Σ   Σ    subtilis 3610 B. ύ    ό
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   κ       51    Φ
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  Σ              
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   Φ          Σ
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