Pa bilden har E.coli odlats upp pa en agarplatta
tillsammans med 4 olika livsmedel. Ovan till vanster
har ett blabar placerats och bredvid ett lingon, bada
dessa har hdmmat tillvaxten av bakterier. Nere till
vdnster har ett fittrerpapper drankts i citronsaft vilket
ocksa paverkat tillvaxten. Nere till hdger har ett torkat
enbdr placerats men inte paverkat bakterietillvaxten.
Ett tips dr dock att dela eller mosa torra livsmedel f6r
att fa battre kontakt mot agarytan.
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Antibakteriella amnen

Bakgrund

Vixter, djur och minniskor utsitts hela tiden for bakterier och andra mikroorganis-
mer som potentiellt kan orsaka sjukdomar. Vart eget immunsystem har till uppgift
att skydda oss fran bl.a. frimmande mikroorganismer. Det ar ett komplicerat system
som bestar av manga olika komponenter sdsom antikroppar, makrofager, granulocy-
ter och flera andra celler som p4 olika sitt samspelar for att kinna igen och oskad-
liggora frimmande inkriktare. Vixter och svampar har inte ett immunforsvar som
fungerar pd samma sitt som minniskan eller andra djur, men de méste ocksd kunna
skydda sig fran skadliga mikroorganismer och bildar dirfor giftiga mnen som skydd.
Till och med mikroorganismerna sjilva lever i konkurrens med varandra och utsond-
rar giftiga amnen for att dverleva.

Det finns ménga olika amnen som kan hamma tillvaxten eller doda mikroorganis-
mer. Det kan vara olika naturliga zmnen som bildas av till exempel vitlok eller ing-
efira, men ocksd kemikalier eller olika desinfektionsmedel. I barrskogens férna, bil-
dar bade svampar och bakterier antibakteriella zmnen for att forsvara sig mot andra
mikroorganismer.

For att testa om ett dmne har ndgon péverkan pé bakteriers tillvixt sprids i det hir
forsoket en bakteriesuspension ut pa en agarplatta. P4 plattan placeras sedan de 4m-
nen man vill undersoka, t.ex. sma filtrerpapperslappar doppade i olika 16sningar eller
sm4 bitar av fasta zmnen. En klar zon utan bakterievixt bildas runt de prover som
ir giftiga for bakterierna — ju storre diameter pd himningszonen, eller avdédnings-
zonen, desto giftigare.

Sakerhet
e Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Endast klass 1-bakterier far anvindas.

e Hilsofarliga imnen ska inte anvindas som testkemikalier.

Uppgift

Vilka amnen pdverkar bakterietillvaxt och till vilken grad?
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Material

Kulturer av Micrococcus luteus och/eller Escherichia coli pa agarplattor.

0,9% NaCl-losning

Steril ympnal

Sterila agarplattor med allsidigt medium (NA eller LB-plattor)

Steril pipett eller mikropipett med sterila spetsar och/eller Vortex
Filtrerpapperslappar uttagna med hélslag

Steril pincett

Forslag pa metalljonl6sningar (0,01- 0,2 M): T.ex. kopparklorid (CuCl,), alumi-
niumklorid (AICL), jarnklorid (FeCl,), zinkklorid (ZnCL).

Forslag p& ovriga 16sningar: T.ex. desinfektionsmedel eller hygienprodukter.
Forslag pa fasta amnen: T.ex. kryddor (farska eller i pulverform), vitlok, gul 16k,
ingefira, salt, peppar, socker.

Jord frén barrskog. Himta prov fran réhumusskiktet i en barrskog. Anvind rena
redskap och fyll en ren plastpdse med prov. Ta inte i humusmaterialet med hin-
derna.

Forslag pa halvfasta amnen: T.ex. bldbir, honung.

Sterila tops, med langt skaft

Virmeskap, (37 °C)

70-procentig etanol

Utférande

1. Tvitta hinderna med tval och vatten.

2. Torka av bankytan med 70% spritlésning.

3. Overfor med en steril ympnal 3-4 bakteriekolonier fran din bakterieodling till ett

eppendorfrér med 0,5 ml steril 0,9% NaCl-16sning. Bakteriesuspensionen ska bli
grumlig. Det dr mycket viktigt att bakterierna slammas upp ordentligt, anvind
en mikropipett med steril spets for att pumpa upp och ner nigra ginger eller
anviand en Vortexapparat for att skaka roret om det behovs.

Doppa en tops i bakteriesuspensionen och stryk ut bakterierna pa plattan med
niringsagar. Sprid ut bakteriesuspensionen med bomullspinnen TATT pé en ny
agarplatta:

a. Borja med att stryka ett kors diagonalt dver plattan
b. Stryk titt p& dversta halvan av plattan

c. Vind 90 ° och stryk 6ver den nu 6vre halvan

d. Vind 90 ° och stryk 6ver den nu dvre halvan

e. Vind 90 ° och stryk 6ver den nu 6vre halvan

Vind pé plattan och ha locket mot bianken. Mirk plattan med ditt namn p4 si-
dan av petriskilen eller pa undersidan vid kanten. Dela in plattan genom att dra
streck p& undersidan med pennan och markera vad du har tiankt att testa i varje
del. Ungefir 3-4 saker dr lampliga att testa pé en platta.

Foljande tre metoder anvinds beroende pa vilket amne som testas:

a) Olika 16sningar kan testas genom att sma runda filtrerpapperslappar, som
tagits ut med hélslag, doppas i testlésningar. Lapparna placeras sedan pé aga-
rytan med de utstrukna bakterierna. Anvind steril preparernal eller pincett for
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att placera ut lapparna. Se till att inte ett dverskott av vitska foljer med lappen
— hall den mot kanten av kirlet sd att 6verskottet rinner av. Om resultaten ska
kunna jamforas maéste alla lapparna behandlas sé lika som moijligt.

b) Anvind en avklippt droppipett av plast eller en steriliserad korkborr och ta
ut brunnar i agarskiktet. Brunnarna kan sedan fyllas med pulver eller 16sningar.
¢) Bitar av fasta dmnen kan placeras direkt pa ytan.

7. Inkubera plattorna i 37 °C &ver natt. Hall plattorna rittvianda, d.v.s med locket
uppit. Ligg plattorna efter inkuberingen i plastpése eller plasta in med parafilm
for att forhindra uttorkning och placera i kylskdp (gors av lararen) tills avldsning
av resultatet.

Analys av resultat

En klar zon utan bakterietillviaxt runt det testade dmnet visar att det ar giftigt for
bakterien. Om det bildats en klar zon runt det testade dmnet kallas det for en him-
ningszon — ju storre diameter pd denna himningszon, eller avdédningszon, desto
giftigare dr amnet for bakterien (forutsatt att diffusionshastigheten i agar for de olika
dmnena ar jamforbar).

Lagg den stingda agarplattan med undersidan/agarsidan mot dig och locket nedét
mot binken. Himningszonens diameter mits med ett skjutmatt (mm) och mits
som diametern av den himmade zonen. Om ingen himningszon finns (d.v.s att bak-
terierna har vixt helt intill) s& anges det som diametern 0 mm. Mit diametern pé
himningszonen och jaimfor de olika amnen som du har testat och till vilken grad de
har paverkat bakterietillvixten.

Filtrerpapperslapp indrankt
i testldsning, brunn med te-
stdmne eller fast testdmne.
Ingen hdmningszon.

Mat hdmningszonens dia-
meter i mm.
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Mikrobiella medier

Odling av bakterier gors i flytande medier eller pa agarplattor med naring tillsatt till
agarn. | ndringsmedier ingdr en blandning av buljong, salt, peptider och jast. Bakteriear-
ter dr anpassade for olika miljder och vaxer mer eller mindre bra i olika odlingsmedier.
Vissa medier dr anpassade for att speciellt selektera fram sdrskilda bakteriearter. NA och
LB-medier &r breda och passar manga olika sorters bakterier NB (Nutrient broth) ar
ett flytande medium som nar det blandas med agar kallas NA (Nutrient agar). LB (Luria
broth) kan vara flytande medium eller fast om det innehaller agar (LB-plattor).

Tips till lararen

* Som alternativ kan punkt 3 i utférandet férberedas genom att en bakteriesuspension
odlas upp i flytande naringsldsning dver natten. Ta nagra bakteriekolonier fran en agar-
platta med hjdlp av en steril ympnal och slammas upp i rér med cirka 10 cm? NB. Lat
kulturerna véxa over natten i varmeskap (ca 37 °C

* Denna laboration och andra laborationer inom mikrobiologi hittar du pa Bioresurs
hemsida: https://bioresurs.uu.se, vdlj Resurser och Mikrobiologi. Har hittar du dven in-
struktioner som beskriver mikrobiologiska arbetsmetoder.

* Bioresurs har tagit fram sakerhetsanvisningar for arbete med mikroorganismer i sko-
lan: https://bioresurs.uu.se/resurser/sakerhet-och-risker/sakerhet-mikroorganismer/
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