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Undersokning av antalet
bakterier | ProViva

Bakgrund

&

ProViva ir en produkt som innehéller probiotika, "goda bakterier”. Probiotika ar le-
vande bakterier som kan paverka maghilsan positivt. For att vara verksamma maéste
bakterierna 6verleva i magsickens sura miljo och na tunn- och tjocktarm, dir de
kan motverka skadliga bakterier och dven ha andra positiva effekter p&d exempelvis
immunforsvaret. Organismer i probiotika ar framst olika stammar av mjolksyrabak-
terier. I ProViva finns bakterien Lactobacillus plantarum 299v.

Mingden bakterier i livsmedel kan mitas som antalet kolonibildande enheter (Co-
lony Forming Units) per gram, (CFU/g), om det ir ett fast prov, eller per ml (CFU/
ml), om det ir ett flytande livsmedel. Forst gor man en tiofaldig spadningsserie av
livsmedelsprovet. Darefter tas en kiand volym (oftast 1 ml eller 0,1 ml) frén varje
spiadning och appliceras pd limpliga agarplattor. Efter inkubering riknas antalet ko-
lonier pa den agarplatta som har 15-150 kolonier, vilket anses ge det mest noggranna
resultatet. Vid berdkning av det faktiska antalet bakterier i provet skall spadnings-
faktorn ocksd inkluderas. Anledningen till att man anvinder begreppet CFU ir att
det inte dr sdkert att varje koloni hiarstammar frdn en enda bakterie eftersom vissa
bakteriearter litt aggregerar i suspensionskulturer. Endast levande (egentligen od-
lingsbara) bakterier kommer att ge upphov till kolonier.

Uppgift
Hur mycket bakterier finns det i en "bra for magen” produkt s som ProViva?

"Ett glas ProViva Fruktdryck per dag ger ett intag av 10 miljarder Lactobacillus plan-
tarum 299v.” anger ProViva, men stimmer det? Er uppgift ir att ta reda péd hur
mycket bakterier det finns i ett glas ProViva.

Innan ni borjar med det praktiska arbetet, titta pa filmklippen som visar liknande
metoder som ni ska anvinda:

Hur du gér en spadningsserie: https://www.youtube.com/watchv=pmRUBYI|PMBM
Hur du goér din egna rackla: https://www.youtube.comwatch?v=40ag8pl fef40
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Sakerhet
e Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Var uppmirksam si att inte spritldsningen antinds d& utrustningen ska sterileras
eller d3 racklan tillverkas. Ha alltid ett lock tillgangligt for att kvava eld.

Material
® ProViva, (redan utspadd 1:10)

e 5 st sterila agarplattor per grupp

e Steril spadningsvitska (0,9% NaCl)

e Sterila eppendorffror, 5 st per grupp

e Still for eppendorfror

e Mikropipett, 100-1000 mikroliter

e Sterila spetsar till pipetter

® Pasteurpipett for tillverkning av rackla

e Brinnare + tindstickor

® 70% spritlosning, i sprutflaska

e Bigare for uppsamling av spetsar och rackla

¢ Eventuellt Vortex

Utforande

Forbered arbetet:
1. Tvitta hinderna med tval och vatten.
2. Torka av bankytan med 70% spritlosning.

3. Mirk de 5 plattorna pé sidan eller pa botten med namn och nummer. (mark
plattorna pa ett logiskt sitt).

4. Ta ett still for eppendorfror och torka av det med sprit. Placera de 5 eppen-
dorfréren.

5. Numrera roren 1-5.

Kom ihdg att sprita hdnderna och ldt lufitorka varje gdang du tar i ndgot foremdl pad
bénken.

Spidningsserie:
6. Kinn pa pipetten sd att ni hittar ligena pa pistongen for "fyll” respektive "tom”.
Se till att ni kan kontrollera pistongen mjukt.

7. Still pipetten pd 900ul och sitt pd en spets. Kolla pistongliagena.

8. Fyll alla eppendorfror med 900ul spadningsvitska (0,9 % NaCl-16sning). An-
vind samma spets om ni anvinder pipetten mjukt si att det inte blir stink eller
droppar kvar i spetsen.
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9. Sling spetsen. Still in pipetten pa 100 ul. Sitt pa en ny spets.
10. Skaka vil réret med spadd ProViva (1:10) och pipettera upp 100 pl.

11. Tom pipetten i det forsta eppendorfroret (nummer 1). Pumpa lite upp och ner
s& att spetsen toms. Sting locket pé ror 1 och skaka genom att knacka forsiktigt
pa det med ett finger alternativt anvind en Vortex for att skaka roret.

12. Pipettera upp 100 ul fran ror 1. Tom pipetten i eppendorfror 2 och skaka/vort-
exa.

13. Upprepa spiadningar pd detta sitt tills ror 5 har fitt 16sning.

Ni kan anvinda samma pipettspets om ni dr noggranna med att blanda l6sningen viil,
om den inte kommer i kontakt med nédgon yta och om det inte fastnar droppar i den.

Vid behov, smilt en rackla:

Metoden visas i videoklippet. (se tipsruta pa forsta sidan). Genomfér det har mo-
mentet i ett dragskap. Se till att glaset svalnar innan ni tar ut det frin dragskdpet.

Spridning av spidda bakterielosningar pa agarplattor:

1. Still pipetten pa 200 pl.

2. Satt pa en ny spets pa pipetten.

3. Borja med ror 5 och ta upp 200 ul med pipetten, sprid sedan vitskan pa en markt
agarplatta.

4. Rackla ut vitskan pa plattan.

5. Se till att racklan inte kommer &t ndgon yta mellan racklingarna, pa si sitt kan ni
anvianda samma rackla till alla fem plattorna. Fungerar endast om ni borjar med
den mest spadda losningen (ror 5).

6. Fortsitt med ror 4 och rackla ut pa en ny platta. Gor likadant med resterande ror
och plattor.

7. L&t plattorn std rittvinda en liten stund si att vitskan hinner diffundera. Vind
sedan alla plattor upp och ner och still dem pa en bricka eller pé angiven plats.

8. Torka av biankarna med etanol.

9. Sprita handerna innan ni lamnar klassrummet.

Plattorna kommer att inkuberas, d.v.s vixa till i 37°C. Ndista lektion analyseras resul-
tatet.
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Analys av resultat

Nir bakterierna vixt till sig syns de som sma ljusa kolonier. Studera era plattor och
vilj ut tvd plattor som innehaller nigonstans mellan 15-150 kolonier.

Rikna antalet kolonier fér vardera platta och anteckna detta och dven vilket eppen-
dorfror/spadning respektive platta har.

Fortsdtt med att berdkna hur ménga bakterier det finns i ett glas ProViva. Ta hinsyn
till foljande:

e Hur utspidda ir de plattor som ni har beriknat? Kom ihdg att den 16sning ni fick
fran borjan ar spadd 1:10.

e Hur stor volym 16sning spred ni ut pé era plattor?

e Hur stor volym innehéller ett "glas” ProViva?

Berikna medelvirdet fran era tva plattor, alternativt samla virden frin hela klassen
i ett gemensamt dokument och beriakna medelvirdet fran flera plattor. Ni kan dven
jamfora medelvirdet frdn de olika spadningarna, verkar det bli samma virde eller
skiljer det sig?

Hur mycket bakterier finns det i ett glas ProViva? Och stimmer det med det som
ProViva sjélv anger?

Tips!

Pa Bioresurs webbplats finns instruktioner som beskriver mikrobiologiska arbetsmetoder.
Har hittar du dven flera laborationer inom omradet mikrobiologi:

https://bioresurs.uu.se (Valj Resurser och Mikrobiologi)
Lds mer om ProViva:

https://resources.mynewsdesk.com/image/upload/fl_attachment/z4cltisaloibhxotScm?/

https://www.proviva.se/
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