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En sammanstdllning éver material och metoder vid mikrobiologiskt arbete,
fran Nationellt resurscentrum for biologiundervisning. Innehdllet dr en be-
arbetning av Helix laborationspcirm (Studentlitteratur, 2004). Se ocksé do-
kumentet "Sdkerhetsanvisningar for laborationer med mikroorganismer”,
som finns pd Bioresurs webbplats, www.bioresurs.uu.se, tillsammans med
ytterligare information om laborationer med mikroorganismer.
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1. Utrustning vid arbete med mikroorganismer

Vid arbete med mikroorganismer behévs, forutom den utrustning som normalt finns i en
laborationssal, viss utrustning enligt nedan.

1.1 Exempel pa lamplig utrustning

e Medium, t.ex. Nutrient agar (NA) och Nutrien broth (NB),
¢ Etanol (70%-ig eller evetuellt T-sprit),
¢ Virkon, (desinfektionsmedel)

o Petriskalar,

o Glaspipetter,

* Automatpipetter med pipettspetsar,

* Ympnal/platinos,

e Rackla,

e Eppendorfrér,

® Preparatror (raka provror utan droppkant med tillhérande hylsor),
e Provrér med skruvlock,

¢ Bomullstops (helst med langt skaft),

¢ Tandpetare,

e E-kolvar,

o Autoklaverbar tejp,

o Avfallspasar som tél autoklavering,

e Autoklav,

e Skakbord, skakvattenbad,

e Vortex-apparat,

® Virmeskap,

e Vattenbad,

¢ Spektrofotometer.
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1.2 Beskrivning av material

Nutrient agar (NA), Nutrient broth (NB)
och Lysogeny broth (LB) ir bakteriologiska
substrat som de flesta bakterier vixer pa.
(se avsnitt om medier senare i kapitlet)

Etanol 70% anvinds for desinfektion av
t.ex. biankytor, 95% vid sterilisering av ut-
rustning som t.ex. racklor eller ympnélar.

Virkon anvinds for desinfektion av bakte-
riesuspensioner.

Petriskalar anvinds till fast medium. Vanli-
gen anvinds sterila petriskdlar av engdngs-
typ. Det gér 4t cirka 15-20 cm?® agarldsning
till en petriskdl med diametern 9 cm. Om
bakterien ska forvaras en lignre tid (ména-
der) kan agarplattor med ett tjockare lager
av niringsloning gjutas. Agarplattor inkube-
ras upp och ned for att férhindra att kon-
dens frin locket droppar ned pa agarytan.

Glaspipetter med en utvidgning i 6vre de-
len dir en bomullspropp placerats, ir spe-
ciellt limpade fér mikrobiologiskt arbete.
Bomullsproppen hindrar bakterier fran
luften att kontaminera en 18sning samtidigt
som proppen hindrar bakterier att av miss-
tag kontaminera en pipettfyllare.

Automatpipetter med pipettspetsar kan an-
vindas i stillet for glaspipetter. Pipettspet-
sar kops antingen sterila eller autoklaveras
fore anvindandet.

Ympnalar/platindser anvinds for att dver
fora bakteriekolonier frdn agarplattor eller
for att flytta en 6gla bakteriesuspension till
nytt odlingssubstrat. Det finns bdde engng-
sympnélar och ympnilar med metalltrdd
som &teranvinds.

En rackla anvinds for att sprida ut bakte-
riesuspension 6ver en agaryta. Racklan kan
tillverkas av en glasstav som bojs i en ga-
solldga. Racklan steriliseras med flambering
genom att den doppas i 95-procenting eta-
nol, varpd etanolen antinds och fir brinna
upp. Racklan dr di steril. Racklan maéste
svalna innan den anvinds. Bomullstops kan
i ménga fall ersitta rackla.
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Eppendorfror kan autoklaveras och passar
for mindre volymer av Isningar.

Provrér utan kant kallas preparatrér. Dessa
ir limpliga att anvinda vid mikrobiologiskt
arbete eftersom innehéllet kan skyddas med
en huv som sitter 16st pa roret och mojlig-
gor en viss luftvixling.

Provror med skruvlock ir anvindbara for
t.ex. forvaring av mikroorganismer. Provro-
ren fylls i sa fall till hilften med niringsagar
och autoklaveras. Provréren med den flytan-
de agarl6sningen placeras i lutande stillning
s& att en sned agaryta bildas. En renkultur
av bakterier stryks ut pa ytan, fir tillvixa
och roret kan sedan forvaras med dtskruvat
lock i rumstemperatur eller i kylskap.

Bomullstops kan anvindas for att stryka
ut en bakteriesuspension pa en agarplatta.
Tops med 1&nga triskaft fungerar bist och
kan ersitta en rackla om halten mikroorga-
nismer inte ska beriknas.

Tandpetare kan anvindas till att himta
bakterier frdn en enskild koloni.

E-kolvar eller flaskor kan anvindas till vits-
kekulturer. For att hindra kontamination
kan kolvens 6ppning tickas med alumini-
umfolie, bigare eller bomullspropp.

Autoklav anvinds for sterilisering av 16s-
ningar och karl.

Skakbord/skakvattenbad anvinds for att
flytande bakteriekulturer ska f& okad syre-
tillforsel och darmed tillviaxa battre.

En vortex-apparat anvinds for att blanda
om innehéllet i ett provror. Nir tex. en
spadningsserie gors ar det mycket viktigt att
l6sningarna blandas om.

Uppodling av bakterier sker vanligen i ett
virmeskdp, en s.k. inkubator, dir tempe-
raturen ir termostatreglerad. I de flesta fall
gar det bra att odla bakterier i rumstempe-
ratur, men odlingen kan ta lite lingre tid.

Spektrofotometer kan anvindas for att
miita absorbansen i t.ex. en bakteriesuspen-
sion. En vaglingd pa ca 550 nm ar limplig
vid denna typ av mitning.
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2. Att arbeta sterilt

Det finns alltid mikroorganismer i luften, pa laborationsbinkar och p4 utrustning, samt pa
hér, hud och klider. Mikroorganismer frén omgivningen kan férorena och paverka forsoks-
resultatet. For att ndgot ska vara sterilt krivs att det steriliseras i t.ex. autoklav, virmeskip
eller 6ppen ldga. Material som stétt 6ppet och oskyddat for nedfall fran luften kan inte langre
betraktas som sterilt.

Arbeta pa ett lugnt stille utan luftdrag eller i en speciell sterilbink. Borja med att ta av
ringar och armband frin hinderna, tvitta noggrannt med tval och vatten, eventuellt dven
handdesinfektion, och anvind labbrock. Arbetsytan torkas med 70% etanol (eller utspiadd
Tesprit) innan arbetet borjar, samt efter avslutat arbete. 70% etanol 16ser upp bakteriernas
membraner, vilket 95% etanol inte gor. Tank pé att alkoholbehandling inte racker for full-
standig sterilitet. Steriliserade foremal som liggs pa bianken ir alltsa inte lingre sterila. Nar
binken torkas med 70% etanol, passiviseras och minskas antalet bakterier pa arbetsytan, men
langt ifrén alla oskadliggdrs — och nya kommer stindigt till frén omgivningen. (En punktlista
som beskriver hur eleverna ska arbeta sterilt hittar du p& Bioresurs webbplats.)

Det ir viktigt att undvika att medier kontamineras med okinda bakterier lika vil som att
forhindra att bakterier fran odlingar sprids oavsiktligt. Lidmna aldrig kulturer 6ppna utan lock
eller annan forslutning.

2.1 Steriliseringsmetoder

1. Det vanligaste sittet att sterilisera material dr autoklavering. Vid autoklavering anvinds
en autoklav, en slags "tryckkokare”, dir materialet utsitts for mittad vatteninga under
tryck. Autoklavering sker vanligen vid 120 °C och 1 at6 (atmosfiriskt dvertryck) under
20 minuter (giller for en liter vitska). (Normalt lufttryck motsvarar O atd (ca 100 kPa).
Det innebir att 1 atdé motsvarar det dubbla lufttrycket (ca 200 kPa).

Det ir viktigt att vattendngan fyller autoklavbehallaren under autoklaveringen efter-
som det inte gir att uppna lika hég temperatur nir vattenidngan iar blandad med luft. Allt
material som ska autoklaveras maste tala den hoga temperaturen (féremal av plast kan
smilta i autoklaven).

Vitskor som ska steriliseras hills i preparatror, E-kolvar eller flaskor. Kirlen fylls inte
till mer dn hogst 2/3, eftersom det annars ir risk for att vitskan kokar dver under au-
toklaveringen. Lock till flaskor skruvas inte at helt utan sitts bara pa till hilften, si att
luftvixling kan ske. Till preparatroren anvinds huvar. Om lock saknas till kirl som ska
autoklaveras kan aluminiumfolie eller bomullspropp anvindas istillet.

OBS! Folj instruktionerna och sikerhetsbestimmelserna for autoklavering. Oppna
aldrig en autoklav innan tryckmitaren visar O atd (normalt lufttryck).

2. Torrsterilisering gors vid 160-180 °C under 1,5-3 timmar i virmesk&p. Tomma glasvaror
av olika slag, som pipetter, glaspetriskélar, E-kolvar och bigare kan steriliseras i virme-
skdp. Kirlens oppningar ticks med t.ex. aluminiumfolie och pipetter kan liggas i en
speciell metallkyvett eller forpackas i aluminiumfolie.

3. Petriskdlar med agarmedium samt kirl med flytande bakteriekulturer ska vara forslutna
med ndgon form av lock och 6ppnas s kort stund som méjligt. Nir du tar av ett flasklock
eller en preparathuv bor flaskans eller rérets 6vre kant hastigt rdnnas av i en gasldga bade
fore och efter det att material tagits ut fran odlingskirlet. Oppna ror eller flaskor ska hal-
las riktade ifrén den som arbetar. Arbeta med lugna rérelser s att luften inte virvlas upp
onddigt mycket.

4. Enrackla eller fsremal av metall kan steriliseras genom flambering. Féremalet doppas da
i 95% etanol som sedan omedelbart antinds. Vid flambering av racklan ska endast spri-
ten antindas — om racklan hélls kvar i 1dgan spricker den. L4t den varma racklan svalna
genom att halla den mot ett sterilt parti av agarytan i en petriskal.

OBS! Se upp s3 att spriten i kirlet inte antinds. Ha alltid ett lock i beredskap for att kviva eld.
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5. Ympnélar steriliseras genom att skaftet (inte 6vre delen av plast) brinns av hastigt i gas-
ldga varefter 6glan och metalltriden glodgas i lagan. Oglan maste svalna eller kylas av i
sterilt medium — i annat fall dér de mikroorganismer som hiamtas upp med 6glan.

6. Glaspipetter, som ir avsedda for sterilt arbete, har en utvidgning 6verst dir en liten bom-
ullstuss placeras for att hindra bakterier att komma in i pipetten. Nir pipetter stoppats
med bomull rianns eventuellt utstickande bomull bort genom att dndarna av pipetterna
snabbt fors genom en 13ga. Pipetter forpackas i aluminiumfolie eller placeras i speciella
kyvetter for sterilisering i autoklav eller i virmeskap.

Pipettspetsar kan autoklaveras men dven bomullsproppade, sterila pipettspetsar kan
kopas. Det ir inte nédvindigt att anvinda bomullsproppade pipettspetsar, men det for-
utsitter att automatpipetten/mikropipetten hanteras korrekt. En automatpipett/mikro-
pipett ska aldrig vindas upp och ned.

7. Joniserande strdlning och UV-ljus kan anvindas for sterilisering. UV-strdlning steriliserar
endast ytor, medan joniserande stralning kan tringa in i materialet.

8. Sterilfiltrering kan anvindas for 16sningar som inte til den hoga temperaturen under au-
toklaveringen. Bakterier kan filtreras bort med filter av porstorlek <0,5 pm och 16sningen
samlas upp i ett sterilt karl.

2.2 Arbetet avslutas

Efter laborationen tvittas binken med 70% etanol. Innan du limnar laboratoriet ska du
tvitta hinderna med tval och vatten, och eventuellt handdesinfektion.

Det ir inte nddvindigt att avdéda kulturer med kinda mikroorganismer fran riskklass 1
innan de kastas, eller att desinficera sddant material som varit i kontakt med organismer fran
riskklass 1. Agarplattor med kinda klass-1-organismer samt engdngsutrustning kan liggas i
dubbla plastpdsar som forsluts och sedan kastas i brannbart avfall. Glasvaror som varit i kon-
takt med organismer frin riskklass 1 kan diskas och skéljas som vanligt.

Enklare odlingsforsok av svamp pé toalettrullar eller liknande kan férslutas och kastas
som brinnbart avfall. Enklare forsok med mégligt bréd eller frukt i slutna kirl eller pasar kan
ocksé kastas som briannbart avfall.

Losningar med mikroorganismer fran riskklass 1 kan skoljas ut i avloppet, sa linge det
handlar om mindre volymer.

Om det dr avfall som innehéller ndgot annat dn #n riskklass 1- organismer, odling av
okinda bakterier eller genetiskt modifierande mikroorganismer giller en mer reglerad avfalls-
hantering. Foér en mer utforlig beskrivning, lis i dokumentet "Sékerhetsanvisningar for labora-
tioner med mikroorganismer" pa Bioresurs webbplats (klicka p& Sikerhet).
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3. Bakteriestammar lampliga for skolan

Anvind enbart bakterier fran riskklass 1 i skolan. Fyra vanliga och limpliga arter i skolan ir
Micrococcus luteus, Escherichia coli, Bacillus megaterium och Bacillus subtilis.

3.1 Kort beskrivning av bakteriearter

Micrococcus luteus. En grampositiv bakterie, rund i formen och med férméiga att utséndra en-
zymer till omgivningen for att bryta ned organiska amnen (viktig nedbrytare). Arten ar obligat
aerob och dor vid syrebrist. Hittas i jord, damm, vatten och luft och ingdr i normalfloran pa
minniskans hud. Kan kolonisera mun och 6vre luftvigar och har i vissa fall orsakat infektioner
pa sjukhus hos immunsvaga patienter. T4l torra och salta miljéer utan att bilda sporer.

Escherichia coli finns i nedre delen av tarmen hos nistan alla varmblodiga djurarter, inklu-
sive minniska. De orsakar normalt inte sjukdom. Plasmider, d.v s. cirkulira DNA-molekyler
som ir fristdende frin bakteriens 6vriga genmaterial, ir vanliga och viktiga hos E. coli. De kan
innehélla bl.a. gener som ger resistens mot antibiotika eller férmaga att bilda toxin.

Bacillus megaterium ir en stor (dubbelt sa stor som E. coli) stavformad bakterie som hittas
ijord. Arten kan &verleva i ritt extrema miljoer s som 6ken genom att bilda sporer. Den kan
overleva bade under aeroba och anaeroba forhallanden.

Bacillus subtilis. Vanliga i omgivningen. Grampositiva och aeroba. Overlever som en-
dosporer om miljons villkor blir déliga. Sporerna dr motstandskraftig mot ogynnsamma for-
hallanden. I jord kan de 6verleva minst 100 ar.

Lis mer i faktatexten Beskrivning av 4 olika bakteriearter som finns p& Bioresurs hemsida.

3.2 Bakterier fran naturliga isolat och GMM

Om mikroorganismer himtas fran naturliga miljoer kommer det oftast med en blandning av
en mingd olika arter. Frin en sidan blandning vill man kanske isolera en speciell bakterie for
att f3 fram en renkultur. Vid arbete med naturliga isolat finns dock risken att man odlar upp
patogena bakterier. Den typen av arbete bor inte goras av elever i skolan eftersom det krivs
extra noggrann mikrobiologisk teknik och rutin for att gora det pé ett sikert sitt.

3.3 Forvaring av bakteriestammar

Det ir limpligt att gora i ordning flera renkulturer p4 en ging och att ta fram en ny renkultur
infor varje laborationstillfille. En oanvind renkultur sparas tills det dr dags att gora en ny
stamkultur. Jist- och bakteriestammar hanteras pd samma sitt.

Det ir viktigt att den som ansvarar for stamkulturerna har god vana (avancerad kompe-
tensniva) vid sterilarbete for att inte riskera att av misstag odla upp okidnda och eventuellt
patogena bakterier.

Bakterier kan forvaras pa olika sitt, t.ex. pa agarplattor eller i skruvlocksror i kylskép, el-
ler i en 50% glycerolldsning som fryses in. Bakterier som strukits ut p& agarplattor och som
forvaras i kylskdp kan overleva i en till flera manader (beroende pa vilken art det giller).
Bakteriekulturen stér sig innu bittre om man stryker ut bakterier pé s.k. snedagarror.

Fyll provror med skruvlock till hilften med NA, autoklavera direfter och 13t réren svalna
i halvt liggande position si att en sned agaryta bildas. Stryk ut bakterier pé agarytan, 1at dem
tillvixa och foérvara sedan snedagarroren i kylskdp med &tskruvat lock.

Bakterier som forvaras infrysta i glycerollosning 6verlever i flera &r. Gor i ordning glycerol-
ror genom att fora dver 0,50 cm? glycerol till eppendorfrér som ticks med folie. Autoklavera
roren. Nir glycerolen svalnat tillsitts 0,5 cm?® bakteriesuspension. Blanda om glycerol/bakte-
rieblandningen och forvara sedan roren i frys. Bakterier tas ur réret med pipett eller ympnél/
platinés och sprids pé platta eller suspenderas i flytande medium.
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4. Beredning av medier

4.1 Sakerhet
o Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Undvik att andas in finférdelat pulver frdn medierna.

e Folj anvisningarna vid autoklavering. Locken p3 flaskorna fir inte vara dtskruvade vid au-
toklaveringen. Oppna aldrig en autoklav innan tryckmitaren visa O at6 (samma tryck inne
i autoklaven som utanfor).

Om plattor ska gjutas vid ett senare tillfille dd agarn har stelnat medfor det stora risker att
smilta agar i mikrovagsugn — detta fir diarfor endast utforas av liraren. Locket pé flaskorna
fir inte vara atskruvat under smiltningen i mikrougn. Det finns ocks3 risk for att fast medium
blockerar kirlets 6ppning vid uppvirmningen och att kirlet dirfér springs. Smilt dirfor
agarmediet i intervall och rotera flaskan forsiktigt mellan intervallen. Virm endast smé voly-
mer agar i mikrovagsugn.

4.2 Material

Medium (t.ex. Nutrien agar, NA)

Autoklaverbara flaskor

Sterila petriskdlar
Autoklav

Gasbrinnare

4.3 Utférande

1. Berikna hur stor volym medium som gar at. Till varje agarplatta (9 cm i diameter)
krivs 15-20 cm?® medium.

2. Om niringsmediet kops firdigt i pulverform, vig upp ritt mingd medium enligt anvis-
ningarna pa férpackningen. Vig annars upp de olika ingredienser som ingér i mediet.
Blanda med ritt volym avjonat vatten. Flaskorna ska inte fyllas till mer 4n tva tredjede-
lar med 16sning. (Det ir inte nodvindigt att koka upp ett agarmedium fore autoklave-
ringen om ritt mingd medium som behdvs till varje flaska vigs upp separat.).

3. Autoklavera flaskorna 20 min i 120 °C. Se till att locke inte ir atskruvade under auto-
klaveringen.

4. L&t mediet svalna i ca 20 minuter i ett vattenbad (50 °C). (Det bildas mycket kondens-
vatten i petriskdlarna om agarlosningen ir alltfor varm. Om det bildas mycket kondens-
vatten kan plattorna torkas upp och ned i virmeskap (37 °C) efter det att mediet stel-
nat.) Agar stelnar vid 42 °C. Om mediet stelnat kan flaskan virmas i en autoklav eller i
en mikrovagsugn.

OBS! Se Sikerhet vid smiltning av agar i mikrovagsugn.

4.5 Gjutning av agarplattor

1. Torka av bankytan med 70-procentig spritlésning.
2. Placera petriskilarna med locket uppét i rader pa labbinken.

3. Tind gaslagan. Ta av flaskans lock och brinn snabbt av 6ppningen p4 flaskan i gasldgan.
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4. OBS! Om den del medium ska sparas i flaskan giller det att bibehilla steriliteten och
att inte ligga locket pa bianken. Locket hills vint nedit med samma hand som du héller
petriskilens lock.

5. Lyft lite pa locket till petriskilen si att det gér att hilla ned agarlésningen, men hall
locket 6ver skilen som skydd for bakterier som kan falla ned fran luften.

6. Hall i agar s att det precis ticker botten pd petriskdlen (ca 15-20 cm?). Sitt snabbt pa
locket. Rotera skalen forsiktigt i cirklar utan att lyfta den frin bordet tills mediet ticker
botten.

7. Fortsitt att hilla agar i 6vriga petriskélar. Briann av flaskans mynning d& och d& for att
bibehilla steriliteten.

8. Om det bildats bubblor p4 mediets yta kan du ta bort dessa med hjilp av en gasliga
som fors 6ver agarytan.

9. LAat mediet stelna utan att rora skalarna.

10. Om tiden ricker till, kan du torka plattorna. Vind dem d& upp och ned och 14t std
i 37°C 6ver en natt eller lingre. Detta gor att agarytan torkar s3 att kondensationen
minskar nir plattorna férvaras i kylskip. Dessutom syns det om ndgon av plattorna ir
kontaminerad.

11. Forpacka plattorna i plastpisar, tejpa igen och férvara dem upp och ned i kylskép.
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5.Renodling

Den metod som beskrivs i laborationen innebir att bakterier
successivt spids ut di de sprids ut p& en agarplatta. Agar-
plattorna inkuberas och bakterierna kommer d4 att dela
sig. Separata bakteriekolonier bildas dir cellerna hamnat

en och en. Ett forsta steg for att avgora om kolonierna
bildats frén samma bakterietyp ar att studera koloniernas
utseende. Om alla kolonier ser lika ut ir det sannolikt

att den ursprungliga bakterieodlingen ér ren och endast || &
bestar av en sorts bakterier.

5.1 Sakerhet

o Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Anvind endast klass 1-organismer. -

5.2 Material

e Agarplattor med allsidig niringsagar, exempelvis Nutrient agar (NA)

Ympnal/platinds

Gasolbrinnare

Klass-1-organism, exempelvis Escherichia coli K12 och/eller Micrococcus luteus.

5.3 Utférande

Bakterier himtas fran agarplatta eller preparatrér med suspension:

Sterilisera ympnélen genom att hastigt brinna av metallskaftet och glodga platinadglan i

gasolldgan. Hall 6glan nistan lodrit i ldgan si att hela metalltrdden glédgas samtidigt. Lt

ympnélen svalna nigra sekunder. Alternativt anvinds en engdngsympnal. Anvinda den sterila

ympnélen och himta lite bakterier frin antingen en koloni pa en agarplatta eller ta upp en

6gla fran en bakteriesuspension.

¢ Om bakterier hiimtas fran agarplatta: Locket p agarplattan lyfts av under si kort tid som
mojligt. Det far inte liggas pa bianken utan hélls hela tiden med ena handen (vinster hand
for hogerhinta). Hall locket som skydd mot nedfall fran luften. Se till att inte andas direkt
pa plattan.

¢ Om bakterier himtas frin ett preparatror med bakteriesuspension: Hall roret i vinster
hand och ta av locket med héger hand, samma hand som du ocksd haller ympnélen i
(beskrivningen giller for hogerhinta). Hall hela tiden locket frin preparatréret i handen.
Briann hastigt av mynningen pé preparatroret i gasldgan, himta upp bakterier med den
sterila ympnalen.

1. Lyft av locket pa en steril agarplatta. Gor ett primirstryk genom att stryka ut bakterierna
i ett sicksackménster 6ver en del av agarytan, se figur 1 pé nista sida. Sitt pd locket. Ste-
rilisera ympnal av metall enligt beskrivningen ovan eller sling engdngsympnélen i avsedd

behaillare.

2. Taen ny ympnél om du anvinder engings. Gor ett sekundirstryk genom att dra ymp-
nélen en ging dver utstryk 1 och stryk ut i ett sicksackméonster 6ver en del av den rena
agarytan, se figur 2. Sitt pa locket. Sterilisera ympnal av metall enligt punkt 3 eller vind
pa ympnalen om du anvinder engings.

3. Draympnélen en ging ver utstryk 2 och gor ett tertidrutstryk i ett sicksackménster dver
en del av den rena agarytan, se figur 3. Sitt pa locket. Sterilisera ympnal av metall eller
sling ympnalen om du anvinder en steril engdngsympnal i avsedd behéllare.

4. Still in plattan med locket nedét i inkubatorn (37 °C) 6ver natt.
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Agarplatta med renut-
stryk efter inkubation
av Micrococcus luteus.
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Figur 1: Forsta utstryket. Figur 2: Andra utstryket. Figur 3: Enskilda bakterie-
kolonier har bildats efter
inkubation dar det tredje
utstryket har gjorts.

5.4 Renodling frdn en blandning av bakterier

Metoden med renutstryk anvinds ocksé for att separera olika slag av bakterier frén en bland-
ning. En suspension med en blandning av tv4 olika, kiinda bakterier kan anvindas for att visa
hur det gar till att gora en separation av tva bakteriearter. Fortsitt inte att renodla vidare frin
okinda bakterier eftersom risk finns for att patogena bakterier odlas upp.

Exempelvis kan en suspension med en blandning av Escherichia coli K12 och Micrococcus
luteus anvindas.

En sidan suspension tillverkas enklast genom att med hjilp av steril ympnal himta ko-
lonier av respektive bakterie frin plattor och suspendera i niringsbuljong, Nutrient Broth
(NB), eller enklast vanligt kranvatten. Gor sedan ett utstryk p4 en agarplatta enligt ovan.

Om det efter uppodling syns kolonier med olika utseende pa agarplattan viljs koloni-
er av vardera slaget ut som ligger vil dtskilda och stryks ut pi sterila agarplattor, se ovan.
Slutresultatet ska visa kolonier som ligger vil atskilda s& att det gir att avgéra om plattan
endast innehéller en bakterieart.
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6. Spadningsserier

For att hindra att 16sningar kontamineras har en speciell teknik utarbetats for att kunna 6ver-
fora 16sningar mellan olika kirl. Tekniken innebir att flaskor och provrér dppnas sa kort stund
som mdiligt och att foremal som fors ned i 16sningarna ir sterila. Var uppmirksam p3 att
l6sningar som ska vara sterila inte dr kontaminerade. Skaka kirlet med l6sningen och hall upp
det mot ljuset. Om vitskan ir grumlig 4r det ett tecken pa att 16sningen har kontaminerats.
Vitskan ska i s3 fall autoklaveras eller behandlas kemiskt for att avdéda okidnda mikroorga-
nismer. Det kan vara en fordel att forvara 16sningar i rumstemperatur eftersom en eventuell
tillvixt av oonskade mikroorganismer snabbt mirks.

6.1 Sakerhet
o Jakttag god laborativ mikrobiologisk teknik.

e Anvind endast klass 1-organismer.

e Var uppmirksam si att inte spritldsningen antinds om bakteriesuspensioner ska racklas ut
pa agarplattor. Ha alltid ett lock tillgingligt for att kviva eld.

6.2 Material

¢ Losning som ska spidas, kan vara fran livsmedel (alternativt évernattskultur av t.ex. E.coli i NB)

® Preparatror med steril spidningsvitska (9 cm?® i varje ror). Anvind 0,9 % NaCl om en
bakteriesuspension ska spadas

® Provrorsstill

e Sterila pipetter (1 cm?)

o Pipettfyllare

e Vortexapparat

o Flytande NA-medium eller firdiga NA-plattor (vid utspidning av bakteriesuspension)
e Gasolbrinnare (endast vid utspidning av bakteriesuspension)

e (spektrofotometer)

6.3 Utforande

En spidningsserie ska goras dir varje steg innebir en utspidning med tio ginger.

1. Taav huven p3 det preparatror med 16sning som ska spiadas. H3ll huven med 6ppningen
neddt mellan lillfingret och handflatan i samma hand som pipietten hélls.

Brinn hastigt av pipetten och halsen p3 preparatroret i gasligan.
Pipettera upp 1 cm? vitska.

Brinn hastigt av halsen pa preparatréret igen och sitt p& huven.

oA W

Ta huven pé ett preparatror med 9 cm? steril spidningsvitska. Hall huven med lillfingret
pa samma hand som pipetten halls.

Brinn hastigt av halsen pa preparatréret i gasligan.
Spruta ned lésningen frdn pipetten i preparatroret.

Brinn hastigt av halsen pa preparatroret i gasldgan och sitt pa huven.

© o N o

Anvind helst en vortexapprat och blanda om innehéllet i preparatroret noga.

10. Fortsitt sedan pd samma sitt med utspidningen genom att upprepa punkterna 1-9 ovan
tills tillracklig utspadningsgrad uppnatts (i dvningen till spadning 1:1000000).
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100 ul 100 pl 100 l 100 pl 100 l

107 P I I I I
102 103 10* 10° 10°
Spadnings-
faktor 110 1:100 1:1000 1:10000 1:100000 11000000

Spddningsserie i en serie provror Spadningen gors fran en 6sning i en flaska ddr den ursprunglia I6sningen ar ut-
spadd 1:10. Den sista spadningen motsvarar en utspadning pa 1:1000000 jamfért med den ursprungliga 18sningen.

6.4 Resultat och utvdrdering

Resultatet av den successiva utspiadningen av en bakteriesuspension kan kontrolleras p4 flera
sitt enligt nedan.

6.4.1 Rakning av bakteriekolonier

Tillsitt 0,1 cm? bakteriesuspension fran de olika spidningsstegen och rackla ut p4 agarplattor.
Antalet bakteriekolonier riknas efter inkkubering. Alternativt kan 1 cm? bakteriesuspension
fran de olika utspadningsstegen 6verforas till tomma petriskalar. Hill sedan pé agarldsning
och rotera petriskalen forsiktigt sa att bakteriesusension blandas in. Antalet bakterikolonier
riknas efter inkubering.

Agarplattor med mellan 30 och 300 cfu (colony forming units) ger det mest tillforlitliga
resultatet. Vid denna halt kan man anta att varje koloni kommer frin en bakterie. Vid mer in
300 cfu kan bakterierna ha klumpat ihop sig och vid mindre #n 30 cfu ir bakteriesuspensio-
nen s3 utspadd att resultatet inte ir tillforlitligt. (Antalet kolonier som ir limpligt att rikna
pa kan skilja sig 4t mellan olika laborationsbeskrivningar.)

Berikna koncentrationen bakterier i den ursprungliga bakteriesuspensionen genom att ta
hinsyn till spadning och ursprunglig volym.

6.4.2 Matning av absorbans

Absorbansen i bakteriesuspensionen kan mitas med spektrofotmeter vid 550 nm. En graf dir
absorbansen avsitts mot utspadningsgraden blir logaritmisk.
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