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Laborationsplanering

For tid och lokal se TimekEdit.
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Overgripande kursmal

Kursens mal ar att ge grundlaggande teoretiska och praktiska kunskaper i mikrobiologi. Efter
genomgangen kurs ska studenten kunna:

. beskriva uppbyggnad, metabolism, naringskrav och tillvaxt hos de prokaryota cellerna:
bakterier, arkéer

. redogora for uppbyggnad och livscykler hos virus
. redogora for genetiskt utbyte mellan bakterier
. redogora for prokaryota cellernas ekologi, inkluderande forstaelse for deras betydelse saval

i naturen som inom medicin
. anvanda grundlaggande mikrobiologiskt tekniker for odling, diagnostik och fysiologi

Examination av laborationer

Narvaro vid samtliga laborationer ar ett krav for att fa godkant pa kursen.

Som uppfoljning och utveckling av laborativa fardigheter och labbsdkerhet kommer laboration 4
genomfdoras som en “spotterlabb”. Efter detta moment ska varje enskild student skicka in sitt
spotter-protokoll med reflektioner via LISAM. Mer information samt en mall for detta finns
tillganglig pa LISAM.

Laboration 1-3 kommer f6ljas upp med ett sjalvrattande quiz pa LISAM. Detta quiz kommer att
finnas tillgangligt lagom till att laboration 3 avslutats.

| anslutning till det sista labbtillfallet kommer vi dven folja upp laborationsserien "Egen Staph.
aureus” genom muntliga redovisningar i mindre grupper. Gruppen skickar darefter in en kort
reflektion via Lisam.

Labbkursen avslutas med ytterligare ett quiz dar bade teori och resultat/iakttagelser fran alla
laborationerna behandlas. Fér darfor anteckningar under laborationerna, och se ocksa till att ni
har koll pa bakomliggande teori.

OBS! Ingen skriftlig laborationsrapport. Daremot fungerar laborationerna som ett komplement
till foreldasningarna och kan darmed bidra till forstaelse av teorin som presenteras dar. Det
innebar att dven de kunskaper som erhalls pa labb kan komma till nytta vid den skriftliga
tentamen.



Mikrobiologisk arbetsrutin

Aseptisk miljo

For att minska foéroreningsgraden kring arbetsplatsen
tvattas bordsytan med desinfektionsmedel. En gaslaga

anvands for att branna bort material pa platinadglan
(anvénds for odling av bakterier) och sterilisera
arbetsinstrumentet (réréppningar, ympnalar mm).

Markning

Allt forsoksmateriel (agarplattor, ror, objekt- glas)
maste noggrant méarkas med vederborandes
namn/gruppnummer, datum samt 6vriga data, som

kan vara ndédvandiga. Varje kursdeltagare maste halla
reda pa de férsok, som gruppen utfort och var de har

placerats. Tank pa att méarkningen ska halla under
hela experimentet och inte far stora vid t.ex.
avldsningen.

Sterilt arbetssatt

Hur du arbetar sterilt kommer att demonstreras
forsta laborationsdagen. Nedan féljer nagra
paminnelser. Om du blir osdker, fraga handledarna.

Vid arbete med platinés av platina, kom ihag att hela

platindstraden inklusive fastanordningen ska brannas

av. Detta astadkommes bast genom att halla
platindsen nastan lodratt i bunsenlagan. Platindsen
ska brdnnas av till glédgning och sedan svalna
ordentligt fore anvandning.
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Pipetter och pasteurpipetter ar sterilt forpackade
och ska tas ur sina pipettkassetter omedelbart fore
anvandning. Man far saledes inte ta ut en steril
pipett och lagga den pa banken och darefter
anvanda den. Man far inte heller stoppa tillbaka en
pipett som tagits upp men annu ej anvants, i den
sterila kassetten.

Korkforsedda ror, buljonger, agarplattor ar ocksa
sterila och ska sa bevaras tills de inokuleras.

Disk och avfall

All méarkning pa materiel som ska diskas (alltsa inte
engangsprodukter) ska tas bort innan det placeras
pa anvisad plats.

Pasteurpipetter och objektglas slangs i den gula
behallaren for infekterat avfall som finns pa
laborationsbanken.

Graderade glaspipetter stalls i hinken (med
spetsen nedat) som finns pa laborationsbanken.

Ror (och deras innehall) lamnas i plathinken pa
diskvagnen. Pa skruvkorksroren ska locken lossas
lite innan! Ovrig disk sorteras (infekterad/ej
infekterad) enligt anvisningar.

Endast papper som anvands vid handtvatt kastas i
papperskorgarna vid handfaten. Annat torkpapper
samt handskar kastas i plastade papperssackar.

Agarplattor som ska kastas placeras i plastpasar i
den anvisade plastbacken.

Riskbedomning

Riskbedémningar for laborationerna finns i slutet
av varje beskrivning for respektive laboration.
Genomgang av riskbedémningen sker i borjan av
varje laborationstillfille.
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Laboration 1
1.1 Isoleringsutstryk

En av de vanligaste metoderna for att isolera
bakterier ar att gora utstryk med steril platinadgla
pa en agarplatta. Metoden bygger pa antagandet
att en val avgransad koloni harstammar fran en
enda bakterie. For att 6ka sakerheten bér man
stryka den isolerade kolonin ett par ganger till pa
agarplatta och testa att den endast ger upphouv till
en sorts bakterie.

Las mer!
Medier och labbkulturer, Kapitel 5.5, s 180-183
(14:e Kap 3.2, s 100-102)

Sterilisering/Autoklavering, Kapitel 5.15, s 200-
201 (14:e Kap 5.17, s 195-196)

Materiel

bakteriesuspension A (for er okdand blandning
bakterier)

Columbiaplatta (1 st/student)

platinds

brannare

varmeskap, 37°C

NBIA23, 91BI21, 92BI21,

Utforande

Varje kursdeltagare 6var utstryk fran bakterie-
suspensionen A pa en Columbia-platta.

1. Mark plattorna.

2. Glodga hela platinatraden och for skaftet
ett par gadnger genom lagan (flambering).
Lat traden svalna.

3. Skruva av locket pa roret med
bakteriesuspensionen,

flambera rormynningen
och doppa platinadglan i suspensionen.
Lagg inte ner locket.

4. Flambera rérmynningen och skruva pa
locket.

5. Stryk med platindsen fran

kanten mot centrum nagra ganger fram
och tillbaka pa en Columbiaplatta

(=primdrutstryk, utstryk 1 i figur).

6. Glodga platinatraden igen, Iat svalna.

7. Gor utstryk nr 2 (se figur 1)

8. Upprepa proceduren med utstryk 3 och
4 enligt figur. Glodga platinatraden
mellan varje utstryk!

9. Inkuberaivarmeskap, vid 37°C, dver

natt. Labbhandledare tar ut ur
inkubatorn.
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Laboration 1

1.2 Egen Staphylococcus aureus — del 1
Isolering

Gula stafylokocker (Staphylococcus aureus) ar bland vara vanligaste omgivningsbakterier. De flesta barn
och vuxna ar periodvis barare av dessa bakterier, vanligen i ndsan, men aven pa andra slemhinnor och pa
huden. Risken for bararskap pa huden &r stérst om den ar skadad t.ex. av eksem eller smasar. Bararskap
ar ocksa vanligare hos sjukvardspersonal, injektionsmissbrukare, diabetiker och dialyspatienter.

Lds mer!

Staphylococcus aureus, Kapitel 16.6 , s 544 (14:e Kap 15.7, s 517-518).

Fér information om den ut- och invdndiga normalfloran, se kap 24.5 777-780 (kap 23.2, s 731-
732) och kap 24.3, s775-777 (kap 23.5, s736-738). Och for infektioner, se kap 28.2, s 868-872
(kap 27.2, s 819-821).

Mer information specifikt om infektion av Staphylococcus aureus finns pa sidorna 937-939
(892-894).

Avsikten med laborationsserien dr att:

Undersoka hur stor del av kursdeltagarna som ar barare av Staphylococcus aureus i nashalan.

Prova att anvanda ett selektivt substrat av den typ som anvands inom den medicinska mikrobiologin
for isolering av S. aureus.

Renodla en 6nskad bakterie genom utstryk pa en agarplatta med platinds.

Genom nagra olika tester verifiera att den isolerade bakterien ar S. aureus.

Testa den isolerade stammen med avseende pa antibiotikaresistensmonster enligt “lappmetoden”.

Materiel Utforande
Chapmanplatta (1 st/student)
Blodagarplatta (1 st/student) 1. Mark en platta av vardera: blod och
steril 0,9 % NaCl-l6sning Chapman per student
brinnare NaCl. For in bomullspinnen (eller platinds
. . av plast) i ndsan och vrid runt nagra varv.
steril bomullspinne(1 st/student) - o )
3. GOr ett primarutstryk med bomullspinnen

pa en blodagarplatta och en Chapman-
platta. Fran primarutstryket gors vidare
utstryk med vanlig platinos.

4. Inkuberavid 37°C 6ver natt.
Labbhandledare tar ut ur inkubatorn.




Riskanalys — Isoleringsutstryk

Kemikalie/laboration/Process

Isoleringsutstryk
Egen Staphylococcus aureus — del 1

Inga kemikalier ingar i laborationen
(ndringsbuljong)

Institution/Avdelning Omrade/Enhet

IFM/Biologi Biologi

Laboratorium/lokal
Pasteur / Mendel

Riskbeddémning

[ Lé&g risk X Maéttligt riskfyllt [ Riskfyllt [ Mycket riskfyllt

Ingdende kemikaliers inneboende farliga egenskaper (&ven slut- och mellanprodukter om mgjligt)
Inga mérkningsklassade kemikalier anvands

Risker med férvaring, beredning, hantering och avfallshantering ska beskrivas vid normalfallet och vid oférutsedda
héndelser

Inga markningsklassade kemikalier anvands.
Smittorisk vid hantering av bakterier och kontaminerade material.

Riskbegransande atgarder (skyddsutrustning, hanteringsinstruktioner m.m.)

Hantering av bakterier:
e Anvand labbrock.
e Arbetsytor och hander skall rengoras med desinfektionsmedel vid labbstart och avslut.
e Handskar skall anvandas om laboranten har 6ppna sar, eksem eller upplever laborationen
som mycket obehaglig.
o Kontaminerat material i form av papper, handskar och dylikt slangs i plastade
papperssackar som gar direkt till forbranning.

Gaslaga:
e Ldmna aldrig lagan overvakad! En person i gruppen ansvarar for att den &r under
uppsikt.

o Se till att banken ar fri fran brannbara material.
e Ha langt har uppsatt.

Riskbedémningen &ar utford av: Datum

Martin Brengdahl 20190215

Arbetsgivarrepresentants underskrift: Datum




Laboration 2
2.1 Gramfargning

Med hjalp av olika fargningsmetoder och
mikroskopering kan man studera olika bakteriers
morfologi. Olika metoder for fargning avslojar olika
saker. Metylenblafargning ar en snabb och enkel
metod for att kunna studera storlek, form och lagring
hos bakterier. Gramfargning ar en annan metod dar
man forutom form och lagring dven kan studera
skillnader i cellvaggens uppbyggnad. Med speciella
fargningar kan man se om bakterier t.ex. har kapsel
eller ar endosporbildande. Alla sadana egenskaper ar
viktiga for att man ska kunna identifiera vilken
bakterie som finns i ett prov.

Gramfargning ar en differentierande dubbelfargnings-
metod som uppfanns 1884 av Christian Gram fran
Danmark. Fargningen anvands pa ett tidigt stadium
vid undersdkningar, nar det galler att identifiera och
klassificera en bakterie. Bakterierna fargas forst med
kristallviolett och behandlas sedan med en jodldsning.
Bakterie-utstryket tvattas darefter med en blandning
av etanol och aceton. Vissa bakteriearter bibehaller
den blavioletta fargen efter denna tvattning och
bendmns da Gram-positiva. De som avfargas benamns
Gram-negativa. Man har numera infort ytterligare ett
fargningssteg, som innebar att cellerna efter alkohol-
tvattningen kontrastfargas med safranin-16sning.
Gram-negativa celler blir da réda, medan Gram-
positiva behaller sin blavioletta farg.

kocker ooo
stavar / ' P 4

spiraler \f‘f‘ﬂ

. Kocker kan vara lagrade pa olika satt:

&
e

i par (diplokocker) @@ & e

iklasar  (stafylokocker)

ikedjor  (streptokocker)

Las mer!

Mikroskopi och gramférgning, Kap 1.5, s 47-
51 (kap 2.1, s 49-52)

Cellmorfolologi, Kap 2.1, s 71-72 (kap 2.5, s
56-57)

Peptidoglykaner, Kap 2.4, s 78-81 (kap 2.10,
5 65-68)

Endosporer, Kap 2.10, s 89-92 (kap 2.16, s
76-80)




Gram-positive Bacteria

Gramfargning

Gram-negative Bacteria

PM
Lipoproteines

DNA

Oligomers
il Endotoxin
Super- (Lipopoly-
antigens saccharide)

> (Protein)
AA

Exotoxins
(Protein)
".
*%s0, 0
o s,

Bacterial Death
(Antibiotics, C')

(Murein)

choic Acig Peptidoglycan
Materiel Utforande
Escherichia coli 1. Paett objektglas satts en liten droppe kranvatten.
Staphylococcus epidermidis 2. Tag “en ogla” bakterier med platinds och slamma upp i droppen
Staphylococcus aureus pa objektglaset.
Bacillus subtilis 3. Sprid med hjalp av platinésen droppen till en yta av ungefar 2
2
Salmonella sp cm=. ) }
Proteus mirabilis 4, Teorka prepara’fet pa .I.a.gom hojd (15-20 cm) 6ver brannarens
Iaga (vattnet far ej borja koka).
Streptococcus sp . .. . o q
5. Fixera genom att féra objektglaset, med bakteriesidan uppat,
' ' genom lagan 4-5 ganger.
Kristallviolett 6. Tack den torkade bakteriemassan med kristallviolett och vdnta
Aceton-etanol blandning 2-3 min.
Lugols I6sning 7. Skolj bort kristallviolett-ldsningen med Lugols-l6sning (samla upp
Safranin vatskan i sarskild behallare) och lat den sistndmnda I6sningen
rent vatten verka i 2 min, medan glaset forsiktigt vickas, sa att hela ytan
pasteurpipetter (plast) tacks.
platings 8. Skolj preparatet med aceton-etanol (samla upp vatskan i sarskild
- behallare) tills den avdroppade I6sningen ar nastan avfargad.
rannare
. 9. Skolj preparatet noggrant i rinnande vatten (6ver vasken).
objektglas . o L oy £n
. 10. Droppa pa nagra droppar safranin-l6sning och Iat fargen verka 1
tackglas ]
' min.
fll"crerpapper 11. Skolj under rinnande vatten (Gver vasken).
'rmkrosk.op (1(_)0)() 12. Torka preparatet forsiktigt med hushallspapper, glom inte att
immersionsolja torka objektglasets undersida.
kladnypor 13. Ligg en droppe vatten samt ett rent tickglas pa bakterieflacken
och avlas.
Avlasning
Titta i mikroskop och rita av och redogor for hur preparaten ser ut.
Notera relativ storlek, men ocksa form och ev. lagring.

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
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2.2 Avlasning av isoleringsutstryk (1.1)

Avlasning
Las av plattorna fran 1.1.

| det tredje eller fjarde utstryket bor enskilda kolonier vaxa ut.
-Hur manga kolonityper kan urskiljas?
-Hur manga bakterietyper innehdll den utlamnade suspensionen?

2.3 Egen Staph. aureus — del 2
Avlasning — Gramfargning - Omsattning

Avlasning
Las av plattorna fran 1.2.

Studera Chapmanplattan med avseende pa syrabildning (omslag av pH-indikatorn i plattan till
gult). Studera blodagarplattan och lagg marke till variationen i kolonimorfologi, som indikerar att
det ar fraga om olika bakterier som vuxit ut. Férekommer hemolys (dvs. lys av de réda
blodkropparna)? Dokumentera vad du ser.

Omsattning

Varje grupp (grupp om 4 studenter) ska ha en S. aureus att ga vidare med. Om ingen i gruppen har
en trolig S. aureus far fortsatta laborationer vara pa en “lanad” bakterie fran labbstammen.
Kontakta labbhandledaren.

1. Gramfarga och mikroskopera ”en halv” koloni, som kan férvantas vara S. aureus
(omslag av pH-indikatorn i plattan till gult).

2. Satt bakterien (fran den halva kolonin som ar kvar pa Chapmanplatta fran punkt 1) pa en ny
Chapmanplatta. Mark plattan!

3. Inkubera vid 37°C 6ver natt. Labbhandledare tar ut ur inkubatorn.




Riskanalys — Gramfargning

Kemikalie/laboration/Process
Gramfargning. Ingaende reagenser med tillhrande CAS-koder nedan.

Aceton-etanol (Blandning & 50/50; CAS Aceton: 67-64-1; CAS Etanol: 64-17-5)
Kristallviolett (2%; CAS: 548-62-9)

Lugols Lasning (CAS Jod: 7553-56-2; CAS Kaliumjodid: 7681-11-0)

Safranin ( Losning, 0,25%; CAS: 477-73-6)

Institution/Avdelning Omrade/Enhet
IFM Biologi

Laboratorium/lokal
Pasteur/Mendel

Riskbeddémning

[ Lagrisk X1 Mmattligt riskfyllt [ Riskfyllt [ Mycket riskfyllt

Ingéende kemikaliers inneboende farliga egenskaper (4ven slut- och mellanprodukter om mgjligt)

Aceton-etanol

R11 Mycket brandfarligt.

R36 Irriterar dgonen.

R66 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor.
R67 Angor kan gora att man blir désig och omtécknad.

Kristallviolett 2% (ar eventuellt cancerframkallande. LiUs policy &r att &mnen med markning
cancerframkallande, mutagen eller fosterskadande alltid ska sorteras som farligt avfall oavsett
koncentration).

R22 Farlig vid fortéring.

R41 Risk for allvarliga 6gonskador.

R45 Kan ge cancer.

R50/53 Mycket giftigt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga langtidseffekter i
vattenmiljon.

Lugols lésning

R20/21 Farligt vid inandning och hudkontakt.

R22  Farligt vid fortaring.

R36/38 Irriterar gonen och huden.

R50 Mycket giftigt for vattenlevande organismer.

Safranin
R36/38 Irriterar dgon och hud.
R41 Risk for allvarliga 6gonskador.




Risker med forvaring, beredning, hantering och avfallshantering ska beskrivas vid normalfallet och vid oférutsedda
handelser

e Sténk pa hud och klader vid hantering av farger. Alla fargerna som anvands under
laborationen fargar hud och klader kraftigt.

e Aceton-etanollésningen kan borja brinna vid kontakt med laga.

e Hantering av bakterie, smittorisk.

e Laborationsmaterial kontaminerat av bakterier, smittorisk.

e Gaslaga, risk for att klader/person fattar eld.

Riskbegransande atgarder (skyddsutrustning, hanteringsinstruktioner m.m.)

Fargldsningar:
Anvand labbrock, handskar och skyddsglasogon.

S7 Forpackningar med Etanol forvaras val tillslutna.

S9 Aceton forvaras pa vl ventilerad plats.

S16 Aceton-etanol forvaras atskilt fran antandningskallor.

S24/25 Undvik kontakt med huden och 6gonen.

S26 Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare.

S36/37 Anvénd lampliga skyddsklader och skyddshandskar vid hantering av Kristallviolett.
S39 Anvénd skyddsglasdgon eller ansiktsskydd.

S61 Undvik utslapp av Kristallviolett och Lugols 16sning till miljon. Las sarskilda
instruktioner/varuinformationsblad.

Hantering av bakterier:
e Anvand labbrock och labbglastgon.
e Arbetsytor och hander skall rengdras med desinfektionsmedel vid labbstart och avslut.
e Handskar skall anvandas om laboranten har 6ppna sar, eksem eller upplever laborationen
som mycket obehaglig.
e Kontaminerat material i form av papper, handskar och dylikt slangs i plastade
papperssackar som gar direkt till forbranning.

Gaslaga:
e Lamna aldrig lagan o6vervakad; ndgon i gruppen ansvarar for att den ar under uppsikt.
e Se till att banken ar sa ren fran brannbart material som majligt.
e Ha langt har uppsatt.

Forsta hjalpen samt atgarder vid brand och spill

Forsta hjalpen

Inandning: Flytta genast den skadade till frisk luft. Frisk luft, vdrme och vila. Tillkalla lakare.
Foértaring: Ge genast den skadade flera glas vatten. Framkalla EJ krakning vid fortaring av
Lugols lI6sning. Kontakta lakare.

Hudkontakt: Tag av férorenade klader och spola huden med vatten. Kontakta lakare om
irritationen kvarstar.

Ogonkontakt: Spola GENAST 6gonen med mycket vatten. Hall 6gonlocken brett isar. Fortsatt
att skdlja i minst 15 minuter medan lakare kontaktas.

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
91BI27, 92BI27
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Spill av kemikalier pa person
Galler alla kemikalier. Skélj noga med tempererat vatten

Spill av kemikalier pa yta

Anvéand handskar, skyddsglasdgon och labbrock vid sanering!

Kristallviolett: Fargen torkas upp med papper som laggs i behallare av glas eller plast, farligt
avfall

Safranin, Lugols l6sning: Fargen torkas upp med papper som slangs i plastad papperssack

Brand i person
e Kvav elden med brandfilt, n6ddusch eller brandsléckare.
e No6ddusch i minst 15min.
e Om skadan dr stor eller mycket smértsam, ring 112 for vidare instruktioner.

Brinnande aceton-etanol
e Kvéav med brandfilt.

Spill av bakterier pa arbetsyta
e Drink spillet i desinfektionsmedel, lat verka i 5 min.
e Torka upp med papper och slang i plastad papperssack.

Spill av bakterier pa person
e Sprita noggrant, lat torka.
e Tvatta handerna noga med tval och vatten.

Riskbedémningen ar utford av: Datum

Martin Brengdahl 20190215

Arbetsgivarrepresentants underskrift: Datum




Laboration 3
3.1 Diagnosticering av bakterier

Produktion av extracellulara enzymer samt skillnader i enzymaktivitet

Alla patientprover som kommer till ett kliniskt
mikrobiologiskt laboratorium handlaggs av
naturliga skal inte pa samma satt. Bakterier vaxer
olika bra pa olika substrat, olika bakterier vaxer
olika fort och mangden bakterier i proven varierar.

Beroende pa varifran och under vilka
omstandigheter ett prov ar taget odlas darfor de
eventuella bakterierna ut pa bestdmda
uppsattningar av substrat. Substraten viljs och
kombineras sa att bdsta mojliga betingelser ges for
patogena bakterier att vaxa fram samtidigt som
vaxt av eventuell normalflora undertrycks
(anrikning och selektering). Dessutom bor helst
patogenerna i provet vara latta att skilja at utifran
vaxtsatt och koloniutseende (differentiering). Man
kan alltsa utifran detta tala om anrikande,
selekterande respektive differentierande substrat.

Lds mer!

Diagnostiska metoder behandlas i kapitel
28, s 867-898 (kap 27, s 817-850).

Fér mer information om de specifika delar
som ror denna labb, Iéis:

Den kliniska miljén, s 867-876 (s 817-827)
Exotoxiner: Kap 25.5, s 801-807 (kap 23.9, s
744-748 + tabell 23.5, s 743)

Katalys och Enzymer: Kapitel 3.5, s 116-117
(kap 3.5, s 105-106)

NBIA23, 91BI21, 92BI21,

Det géller for laboratoriet att i proven identifiera
eventuella patogena bakterier och skilja ut dessa
fran normalfloran. P4 manga ytor av kroppen finns
bakterier som normalt inte orsakar sjukdom. Till
exempel har huden, svalget och tarmens insida var
och en sin egen normalflora. Pa andra delar av
kroppen finns normalt inga bakterier, till exempel i
de Ovre urinvagarna och i hjart-karlsystemet.

Normalfloran skyddar manniskan fran invasion av
sjukdomsframkallande (patogena) mikroorganismer
och deltar i viktiga metaboliska processer i

kroppen. Aven bakterier som tillhér kroppens
normalflora kan dock, om de befinner sig pa fel
plats, orsaka sjukdom. De flesta infektioner i
modern sjukvard orsakas av patienternas egen
mikroflora.
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Laboration 3.1 avser att demonstrera produktion av extracellulara enzymer och klassificering av
bakterier med hjalp av skillnader i enzymaktivitet.

Produktion av extracellulara enzymer

Materiel Utforande
Staphylococcus aureus 1. Agarplattorna (en av varje: mjolkagarplatta,
Staphylococcus epidermidis starkelseagar-platta, blodagarplatta, Chapmanplatta)

delas in i fyra lika stora sektorer genom att rita med
spritpenna pa botten.

2. De fyra arterna av bakterier kan da testas pa samma
platta genom att, med platinds, gora utstryk av de olika
kulturerna i varsin sektor. Se till att bakteriearterna ar

Streptococcus sp
Bacillus subtilis

4 olika plattor (1 platta/4 bakterier):

- mjolkagarplatta vél 3tskilda pa plattan och mirk tydligt vad som &r vad.
- stdrkelseagarplatta 3. Plattorna inkuberas vid 37°C i ett dygn. Labbhandledare
- blodagarplatta tar ut ur inkubatorn.

- Chapmanplatta

platinds

brannare

varmeskap 37°C

Klassificering av bakterier med hjalp av skillnader i enzymaktivitet

Det enzymatiska monstret for varje bakterieart eller bakteriesldkte ar specifikt. Pavisande av olika enzym-
aktiviteter ar viktigt for klassifikation av framfor allt gram-negativa stavar t ex inom Enterobacteriaceae.

Kolhydratjasning

Bakterien odlas i buljong innehallande en sockerart och en indikator.

Under kolhydratspjalkningen bildas sura metaboliter, pH dndras och indikatorn slar om. Eventuellt bildas
dven gas (som kan uppsamlas och pavisas i ett Durhamrér). Genom att inokulera en bakteriestam pa ett
flertal buljonger med olika sockerarter eller andra substanser kan man erhalla ett spektrum av
metaboliska egenskaper for bakterien i fraga. En sadan sa kallad kort jasningsserie kan besta av tre ror
med test pa laktos- och mannitjasning, B-galaktosidasaktivitet, H2S-bildning samt indolproduktion.

*  KIA-ror
For identifiering av bakterier som fermenterar laktos och/eller bildar H2S. Mediet innehaller
glukos, laktos, jarn samt pH-indikator.

Glukos fermenteras forst varvid syra bildas och det blir ett fargomslag fran rott till gult. Om
bakterien kan jasa laktos sker en fortsatt syraproduktion och mediet ar fortfarande gult efter 24
timmar.

Om bakterien inte kan fermentera laktos anvands syret i 6vre delen av roret for att bryta ned
aminosyror (nar glukosen ar slut). Nedbrytning av aminosyror ar en basisk process och ett nytt
fargomslag, tillbaka till rott, sker i 6vre delen av mediet. Om bakterien bildar H2S syns det som en
svart fallning av jarnsulfit (H2S + Fe2+ - FeS).

NBIA23, 91BI21, 92BI21,

91BI27, 92BI27 15



*  Mannitror

For identifiering av bakterier som kan fermentera mannit (och som producerar gas under

fermentationen).

Mediet innehaller sockerarten mannit och pH-indikator. Nar mannit fermenteras bildas syra och det
blir ett fargomslag fran blatt till gult. Om gas bildas samlas den upp i Durhamroéret.

* Indolroér

For identifiering av bakterier som har B-galaktosidasaktivitet och/eller indolproducerande bakterier.
Mediet innehaller ONPG och tryptofan. | ndrvaro av B-galaktosidas spjalkas ONPG till galaktos och
O-nitrofenyl, som ar gulfargad. For att pavisa eventuell indolproduktion tillsatts Kovac’s reagens
efter inkuberingen. Indol reagerar med Kovac’s och gor den rodfargad.

Materiel
3 hemliga bakteriearter; A, B och C.

Arterna ar antingen Escherichia coli, Salmonella
sp. eller Proteus mirabilis

3 KIA-ror (Kligler-Iron-Agar)
3 mannitror

3 indol/ONPG ror

platinds

brdannare

varmeskap 37°C

Utforande

1. Mark tre olika rorserier (KIA-, mannit och
indol/ONPG- ror) med beteckningen (A-C)
for respektive bakteriestam.

2. Med en platinds tas en “droppe” upp fran
respektive bakteriesuspension och
inokuleras i sin rorserie. Inokulera KIA-rér
sist.

3. Inkuberai37°C 6ver natt. Labbhandledare
tar ut ur inkubatorn.

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
91BI27, 92BI27
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3.2 Egen Staph. aureus — del 3

Koagulastest, inledning

Koagulas ar ett enzym som orsakar att fibrinogen
omvandlas till fibrin, varvid en fibrinkapsel bildas
runt bakterien. F6rmagan att producera koagulas

anses bl.a. vara kopplat till stafylokockers virulens.

Testet anvands alltsa for att skilja pa koagulas-
positiva och koagulas-negativa stafylokocker.

Materiel

Brain Heart Infusion (BHI) broth
platinds
sterilt skruvkorksror

Egen S. aureus (fran lab 2.3)

Las mer!

Lds om virulensfaktorer som koagulering i
kapitel 25.5, s 801-802 (kap 23.8, s 742-744).

Utforande
1. Mark ett skruvkorksror

2. Pipettera upp 2 ml Brain Heart Infusion
broth i réret. Ympa darefter en koloni av S.
aureus och blanda noga.

3. Inkubera over natt vid 37°C.
Labbhandledare tar ut ur inkubatorn.

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
91BI27, 92BI27
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Riskanalys — Diagnosticering av bakterier

Kemikalie/laboration/Process

Diagnostisering av bakterier

Studier av enzymatisk aktivitet hos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus sp och Bacillus subtilis genom att testa amylasaktivitet, proteasaktivitet, hemolytisk
aktivitet, salttolerans och formaga att jasa kolhydrater.

Mjolkagar, starkelseagar, blodagar, Salt-mannitolagar.
Lugols jodldsning

1g jod (CAS: 7553-56-2)

2 g kaliumjodid (CAS: 7681-11-0)

300 ml avjonat vatten

KIA-ror (Kligler-lron-Agar)
mannitror

indol/ONPG ror
Kovacs-remsor

Institution/Avdelning Omréade/Enhet
IFM Biologi
Laboratorium/lokal

Pasteur/Mendel

Riskbeddmning

[ L&g risk X Mattligt riskfylit (] Riskfyllt (] Mycket riskfyllt

Ing&ende kemikaliers inneboende farliga egenskaper (aven slut- och mellanprodukte r om méjligt)

Indol (CAS: 120-72-9): Xi Irriterande, Xn Halsoskadlig, N Miljofarlig
Kovacs-remsor: Xn Hélsoskadlig

Risker med forvaring, beredning, hantering och avfallshantering ska beskrivas vid normalfallet och vid oférutsedda
héndelser

Smittorisk vid hantering av bakterier och kontaminerade material..
Gaslaga, risk for att klader/person fattar eld.

Indol:
R21/22 Farligt vid hudkontakt och fortaring.
R37/38 Irriterar andningsorganen och huden.
R41 Risk for allvarliga 6gonskador.
R50/53 Mycket giftigt for vattenlevande organismer, kan orsaka skadliga langtidseffekter

I vattenmiljon.




Kovac-remsor:
Inandning: Kan vara skadligt vid inandning. Kan orsaka irritation i andningsvagarna
Fortaring: Kan vara farligt vid fortaring..
Hud: Kan vara farligt vid upptag genom huden. Kan orsaka hudirritation.
Ogon: Kan orsaka Ggonirritation.

Riskbegransande atgarder (skyddsutrustning, hanteringsinstruktioner m.m.)

Indol:
S26 Vid kontakt med dgonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare

$36/37/39 An\_/énd lampliga skyddsklader, skyddshandskar samt skyddsglasdgon eller
ansiktsskydd
S60 Detta material och dess behallare skall tas om hand som farligt avfall

S61 Undvik utslapp till miljon. Las sarskilda instruktioner/varuinformationsblad

Kovac-remsor:
Anvéand labbrock, handskar och skyddglasdgon.

Hantering av bakterier:
e Anvand labbrock och labbglaségon.
e Arbetsytor och hander skall rengéras med desinfektionsmedel vid labbstart och avslut.

e Handskar skall anvandas om laboranten har éppna sar, eksem eller upplever laborationen som
mycket obehaglig.

e Kontaminerat material i form av papper, handskar och dylikt slangs i plastade papperssackar som
gar direkt till forbranning.

Gaslaga:
e Lamna aldrig ldgan o6vervakad! En person i gruppen ansvarar for att den ar under uppsikt.
o Setill att banken &r fri fran brannbara material.
e Ha langt har uppsatt.

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
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Forsta hjalpen samt atgarder vid brand och spill

Indol:
Sténk i 6gonen: Skolj noga med tempererat vatten i minst 15 min, ring 112.

Kovacs-remsor
Kontakt med 6gonen: Spola genast med mycket vatten och kontakta lakare.
Hudkontakt: Tvatta med tval och mycket vatten.

Spill av kemikalier pa yta
Anvand handskar, skyddsglaségon och labbrock vid saneringen!

Brand i person

Kvav elden med brandfilt, n6ddusch eller brandsléckare.

Noddusch i minst 15 min.

Om skadan &r stor eller mycket smartsam, ring 112 for vidare instruktioner.

Spill av bakterier pa arbetsyta
e Drank spillet i desinfektionsmedel, lat verka i 5 min.
e Torka upp med papper och slang i plastad papperssack.

Spill av bakterier p& person
e Sprita noggrant, lat torka.
e Tvatta noga med tval och vatten.

Riskbeddmningen ar utférd av: Datum

Martin Brengdahl 20190215

Arbetsgivarrepresentants underskrift: Datum




Laboration 4
4.1 Viable Count (spotterlab)

Enstaka bakterier utspridda pa en lamplig
naringsagarplatta kommer under inkubering att
foroka sig genom enkel tudelning och sa smaningom
ge upphov till synliga kolonier. Dessa kolonier antas
harstamma fran en ursprunglig bakterie (3ven om sa
inte alltid ar fallet). Harigenom kan antalet levande
bakterier (egentligen antalet CFU, Colony Forming
Units) i den ursprungliga suspensionen beraknas.

Mycket ofta dr en bakteriesuspension sa
koncentrerad att bakterierna hamnar i stora
samlingar om en droppe bakteriesuspension sprids ut
pa en agarplatta. Resultatet blir da en jattekoloni fran
ett stort och okant antal ursprungsbakterier. Darfor
maste den ursprungliga suspensionen spadas for att
det ska ga att berdkna antalet CFU.

Genom att spada i kdnda steg och sprida en kand
mangd av den spadda suspensionen pa en agarplatta
kan man med hjalp av det antal kolonier som bildas
rakna ut hur hog koncentration levande bakterier
som fanns i den ursprungliga bakteriesuspensionen.

Materiel

Bakteriesuspension (med okdnd koncentration)
av antingen Salmonella eller Bacillus

6 st Columbiaplattor

steril 0,9 % NaCl-l6sning

sterila mat- och pasteurpipetter
sterila skruvkorksror
varmeskap, 37°C

NaCl: 4.5 ml

0.5 ml 0.5 ml

YT Y 7Y 7Y Ty

WoUUt

0,5 ml 0.5 ml

4.5 ml 4.5 ml 4.5 ml 4.5 ml

spadn.
steg: 10x 10x 10x 10x 10x

spidn.

faktor: 101 102 1073 10+ 10

{

006C

Lds mer!

Lds mer om Viable (/plate) count och konceptet
CFU i kapitel 5.7, s 185-186 (kap 5.9, s 179-181).

0.5 ml 0SV...

Utforande

1.
2.

Mark allt materiel (agarplattor och ror)

Pipettera sterilt 4.5 ml steril 0,9 % NaCl till
sju skruvkorksror.

Blanda bakteriekulturen i skruvkorksroret
val, pipettera sedan sterilt 0.5 ml
bakteriekultur till det forsta NaCl-roret.

Blanda val! Bakteriesuspensionen har nu
spatts ut 10 ganger och har spadningsfaktor
102

Ta en ny pipett och éverfor sterilt 0.5 ml
fran ror 1 till ror 2 (spadd 10 ganger).
Blanda val!

Med ny pipett dverfors sterilt 0.5 ml fran
ror 2 till ror 3. Blanda val!

Gor ytterligare fyra spadningar, det sista
réret ska da ha spadningsfaktor 107, och
har alltsa spatts 107 ganger.

Tag 0,1 ml (tre droppar med pasteurpipett)
av innehallet fran réren med
spadningsfaktor 10, 10 och 107 och
overfor till agarplattor. Gor tva (identiska)
plattor av vardera koncentration, sk
tekniska replikat.

OBS! Endast en pipett behdvs om man gar
fran lagsta koncentration mot en hogre.

Dropparna pa plattorna sprids ut jamnt pa
agarytan med en steril rackla.

Plattorna inkuberas 6ver natti 37°C




4.2 Egen Staph. aureus — del 4

Antibiotikaresistensbestamning & Avlasning Koagulastest

Antibiotikaresistensbestamning

Utforande

1. Mark 2 st skruvkorksror plus en resistensplatta
Slamma 1 koloni fran er Chapmanplatta (fran
lab 2.3) i 1 ml 0,9 % NacCl. Blanda noga.

3. Fran uppslamningen tas 0,50 ml och blandas ut
i 5ml 0,9 % NaCl.

4. Avden spadda suspensionen halls 5 ml ut pa 1
st resistensplatta. Vicka plattan sa att hela ytan
tacks.

5. Stall plattan pa kant och sug upp 6verskotts-
vatskan med steril pasteurpipett.

6. Plattan stalls med locket pa glant i 37°C for
torkning i 30 min.

Materiel
Egen S. aureus (fran lab 2.3) 7. Placera ut antibiotikalapparna pa plattan och

. I3t plattan sta 60 min i rumstempertur for att
Resistensplatta . . .

. o o antibiotikumet skall diffundera ut i agarn.
steril 0,9 % NaCl-16sning o . . . o
i (Skriv tiden da plattorna skall in i varmeskap pa
sterila skruvkorksror P
pipetter 8. Inkub.era i 37°C 6ver natt. Labbhandledare tar
antibiotikalappar (OBS! Flera olika sorter!) ut ur inkubatorn.

L3s mer!

Ldr mer om antimikrobiella émnen och resistensmekanismer i kapitel 5.17, s 203-206 och i
kapitel 28.10, s 888-894, 896-898 (kap 5.19, s 200-202, och kap 27.11-14, s 835-840).

Avlasning Koagulastest

Materiel

Egen S.aureus i BHI = "6vernattskultur”
Brain Heart Infusion (BHI) broth
blodplasma

steril 0,9 % NaCl-16sning

2 st Falconror (sterila plastrér, 15 ml)

Utforande

1. Mark 2 st Falconror.

2. Till vardera av de bada roren tillsatts 0,5 ml blodplasma
och 0,5 ml 0,9 % NaCl.

3. Tillror 1 pipetteras 0,1 ml av “Gvernattskulturen” (fran

lab 3.2).

4. Till ror 2 (negativ kontroll) pipetteras 0,1 ml steril Brain
Heart Infusion broth.

5. Inkubera roren vid 37°Ci en inkubator.

Avlas efter 1-3 tim och efter ett dygn. S. aureus ar
koagulas-positiv, dvs. koagulerar blodplasman




4.3 Avlasning av diagnostisering (lab 3.1)

Avlasning extracellulara enzymer & Avlasning av skillnader i enzymaktivitet

Avlasning extracelluldra enzymer

Utforande

Avlas resultaten av bakterietillvaxt och enzymaktivitet for samtliga*®
plattor. Gradera bade tillvaxt och aktivitet och fyll i tabellen enligt skalan
nedan.

*Endast fér stdrkelseplattan: Las av tillvaxten enligt ovan. “Framkalla”
sedan starkelseplattan genom att droppa pa Lugols I6sning med en
pasteurpipett (plast) tills att ytan ar tackt. Avlas sedan enzymaktivetet.

+4+ Om tillvaxt eller aktivitet ar mycket hog.
++ Om tillvaxt eller aktivitet ar hog.
Materiel + Om tillvéxt eller aktivitet finns.
Lugols I6sning +- Om tillvaxt eller aktivitet kan anas.
Pasteurpipett (plast) - Ingen tillvaxt eller aktivitet
Bakterie Tillvaxt/ Tillvaxt/ Tillvaxt/ Tillvaxt/
proteolytisk amylas- hemolytisk | syrabildning
aktivitet aktivitet aktivitet
S. aureus / / / /
S. epidermidis / / / /
Strep. sp / / / /
B. subtilis / / / /

Avlasning av skillnader i enzymaktivitet

Materiel
Kovacs-remsor

Utférande
1. Avlasallaror.
2. Tillsatt Kovacs-remsor, en per ror, till indolréren (OBS! Las av ONPG forst!).

3. Tolka resultaten, fyll i tabellen pa nasta sida. Jamfor resultaten av era okanda bakterie-
stammar med de kdanda jasningsmaonstren.




Avlasning extracelluldra enzymer

Utforande

Markera med ett enkelt + eller - de olika omslagen/reaktionerna, enligt beskrivningarna
fran foregaende labb, sidorna 15-16 i kompendiet.

Bakterie KIA Mannit ONPG/Indol
laktos/H,S jasn/gas
A / / /
/ / /
C / / /

Lds mer!

Kemiska/Biokemiska processer kopplade till metabolism och diagnosticeringsmetoder:

Kap 3.6, s 117-119; Kap 3.8, s 121-124 (Kap 3.6, s 106-108; Kap 3.8, s 110-112);
Kap 3.9, s 124-126; Kap 3.12, s 130-131 (Kap 3.9, s 112-113; Kap 3.13, s 119-120)

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
91BI27, 92BI27
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Riskanalys — Viable Count & Antibiotikaresistensbestamning

Kemikalie/laboration/Process

Viable count
Antibiotikaresistensbestamning

Natriumklorid, 0,9 %, CAS: 7647-14-5 (ej markningspliktig)

Institution/Avdelning Omrade/Enhet

IFM/Biologi Biologi

Laboratorium/lokal
Pasteur / Mendel

Riskbeddmning

[ Lag risk X Mattligt riskfyllt [ Riskfylit [J Mycket riskfylit

Ingdende kemikaliers inneboende farliga egenskaper (dven slut- och mellanprodukte r om majligt)
Antibiotikadiskar: Penicillin G, Oxacillin, Fusidic acid, Clindamycin

Risker med férvaring, beredning, hantering och avfallshantering skabeskrivas vid normalfallet och vid oférutsedda
héndelser

Smittorisk vid hantering av bakterier och kontaminerade material
Gaslaga, risk for att klader/person fattar eld.
Allergirisk vid hantering av antibiotikadiskar

Riskbegransande atgarder (skyddsutrustning, hante ringsinstruktioner m.m.)

Hantering av bakterier:
e Anvand labbrock.
e Arbetsytor och hander skall rengoras med desinfektionsmedel vid labbstart och avslut.
e Handskar skall anvdndas om laboranten har éppna sar, eksem eller upplever laborationen
som mycket obehaglig.
o Kontaminerat material i form av papper, handskar och dylikt sléangs i plastade
papperssackar som gar direkt till forbranning.

Gaslaga:
e Lamna aldriglagan o6vervakad! En person i gruppen ansvarar for att den ar under
uppsikt.

e Setill att banken éar fri fran brannbara material.
e Ha langt har uppsatt.

Antibiotikadiskar:
e Undvik hudkontakt; hantera med lancett/nal.

Forsta hjalpen samt &tgarder vid brand och spill
Brand i person

Kvav elden med brandfilt, néddusch eller brandslackare.
Noddusch i minst 15 min.
Om skadan &r stor eller mycket smartsam, ring 112 for vidare instruktioner.

Spill av bakterier pa arbetsyta
e Drank spilleti desinfektionsmedel, lat verka i 5 min.
e Torka upp med papper och slang i plastad papperssack.

Spill av bakterier pa person
e Sprita noggrant, lat torka.
e Tvatta handerna noga med tval och vatten.




Riskbedémningen ar utford av: Datum
Martin Brengdahl 20190215
Arbetsgivarrepresentants underskrift: Datum

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
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Laboration 5
5.1 Avlasning Viable count (4.1)

Utforande

Antalet kolonier raknas pa de plattor med en spadningsfaktor som ger upphov till ca
20-200 kolonier/platta. Berdkna ett medelvarde av antalet kolonier pa de tva plattorna
av samma spadning, och anvand sedan det medelvardet nar ni rdknar ut CFU/ml.

Ovriga spadningar kan anvédndas for att bedéma hur vl ni lyckats med

spadningsserien! Koloniantal pa plattor med valdigt riklig tillvaxt kan skattas genom att
rakna en del av plattan, % eller 2, och multiplicera antalet med 2 respektive 4.

Resultat
Antal (medelvardet 6ver bada tekniska replikaten) CFU pa plattan = ................
i spadning ................

medfor ................ CFU/ml i ursprungslosningen

5.2 Egen Staph. aureus — del 5

Avlasning antibiotikaresistensbestamning (4.2)

Lds mer!

Se fig 28.27 (fig. 27.20)
och tabell 28.5 for
oversikt av
angreppspunkter for
antibakteriella amnen

Se fig 28.29 (fig 27.25)
for strukturell
uppbyggnad av olika
penicillinsorter

Materiel Utforande

linjal Hamningszonernas diameter uppmats (i millimeter).

resistenstabell Med hjalp av resistenstabeller bestams bakteriernas kanslighet (resistent, kédnslig
eller intermediar).

NBIA23, 91BI21, 92BI21,
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5.3 Teoretisk laboration — konjugation

Den genetiska informationen for resistens mot ett
antibiotikum kan 6verféras mellan bakterier
genom konjugation (lds mer om konjugation i
kursboken). Generna som kodar for
antibiotikaresistensen finns pa
resistensplasmider, R-plasmider. Dessa plasmider
kodar oftast for proteiner som antingen
inaktiverar antibiotikumet eller for proteiner som
pumpar ut antibiotikumet (MDR-proteiner, ABC
proteiner etc.) ur cellen. | en bakterie kan finnas
flera R-plasmider med resistens mot flera olika
antibiotika.

Overféringen av R-plasmider &r beroende av en
resistenstransfer faktor (RTF-faktor, vilken
innehaller information till sexpilisyntes (jfr F-
faktor). Flera R-faktorer kan tillsammans med en
RTF-faktor bilda en enhet, som dverfors vid
konjugation. Pa detta satt kan en bakterie genom
en konjugation forvarva resistens mot flera
antibiotika. Detta fenomen upptacktes redan i
slutet av 50-talet i Japan da epidemier av
multipelresistenta Shigellabakterier (dysenteri)
upptradde. | Sverige spelar fenomenet sannolikt
roll for uppkomsten av t.ex. multipel-resistenta
tarmbakterier.

Laborationen avser att visa 6verférandet av
tetracyklinresistens fran en resistent stam till en
kanslig stam (E. coli). For att kunna skilja resp.
stammar at ar stammarna valda sa att den
tetracyklinresistenta stammen ar nalidixankanslig
medan den andra stammen &r resistent.

Lds mer!

Lds mer om gendverféring i kapitel 11, del I, s 349-

360 (kap 10, del Il, s 323-332).

Fér konjugation, se kapitel 11.8, s 356-358 (kap
10.8, s 329-331).

Bacterial F plasmid
chromosome

F* cell
(donor)

Pilus

F ool
(recipient)

Cell pairs stabilized.
F plasmid nicked in one strand

Transfer of one strand from F* cell to F~ cell.
F plasmid simultaneously replicated in F* cell

Synthesis of complementary strand
begins in recipient cell

\ Completion of DNA transfer
and synthesis. Cells separate

F+ cell
(a)
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NBIA23, 91BI21, 92BI21,
91BI27, 92BI27

F* cell
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Forberedelse

Stammarna A, B och L ympas pa vardera 10 ml naringsbuljong. Inkuberas i 2,5h i 37°C

Materiel Utforande

Escherichia coli stam A, B och L 1. Rorserie 1: 1 ml fran bakteriesuspension A
respektive B (108 -10° bakterier/ml) éverfores till

0,9 % steril NaCl-l6sning varsitt sterilt glasrér.

nar!ngspuljong, - 2. Till bada dessa ror sattes 1 ml av bakteriesuspension

antibiotikaplattor L

Co'fjbmb',ipla:‘oL 3. Rdrserie 2: Till 3 skruvkorksror overféres 1 mi

antl' lotikumdis ar“ naringsbuljong vardera.

sterila skruvkorksror i . s | d q |

sterila mitpipetter (1 och 10 ml) 4. Ti het-'|[|zv ronfen tlusatts 1 :n A, till det andra 1 mI B

sterila pasteurpipetter och till det sista roret 1 ml L.

brinnare 5. Samtliga ror (fran rérserie 1 och 2) inkuberas i

il st 27°E inkubator, 37°C, under 40 min.

6. Efter inkubering 6verfors med steril pasteurpipett 2
droppar fran varje ror till nya skruvkorksror och
spades med 5 ml 0,9 % NaCl (ca 1:100). Blanda val.

B 7. Rorserie 1: 0,1 ml (tre droppar med pasteurpipett)
= fran varje spatt ror sprids ut pa plattor.
A * Vatskedropparna sprids ut med steril rackla sa att
Ny hela agarytan tacks.
. 8. Rorserie 2: 0,1 ml fran varje spatt ror sprids ut pa
ey | plattor med och utan antibiotika. Vatskedropparna
o sprids sa att hela agarytan tacks.
: 9. Darefter torkas samtliga plattor i rumstemperatur
o ! (pa labbanken) med locket pa “glant” i 10 min.
[ T °
AR 10. En antibiotikumdisk utplaceras sedan mitt pa
- W vardera av de 8 plattorna med hjalp av steril nal.
e ik 11. Plattorna far darefter sta i rumstemperaturi 2
o timmar, varefter de inkuberas i inkubator, 37°C,
. over natten.
e
- .
Tetracyklin Nalidixan
Givarstammar A & B resistenta kansliga
Mottagarstam L kanslig resistent




Teoretisk laboration — konjugation
Resultat och analys

Utforande

Rorserie 1: Endast en av stammarna A och B kan éverfora tetracyklinresistens till stam
L. Hur tar vi reda pa vilken av dem det &r?

Forklara de olika stegen i utférandet; vad ar de viktiga for?

Forklara vad som vaxer pa de olika plattorna, och varfor?

Rita in ditt resultat i figuren nedan (gor da ett antagande om vilken stam det ar som
kan 6verfora resistens och utga fran det).

Rorserie Rorserie

1 2
A B A B L
+ + + + +
L L NB NB NB

()
O

5.4 Stadning

Utforande

Se till att ni har last av allt fran samtliga laborationstillfallen. Ga igenom
forvaringsbacken och slang kvarvarande plattor och ror pa anvisad plats.




