3. PRINCIP

Med dette antibiotikaseet kan man isolere celler
fra halsen, komme dem i kulturmedium og udvael-
ge en type bakterier (f.eks E.coli). Effekten af an-
tibiotika pa bakteriens veekst kan sa undersoges.
Antibiotika som anbringes pa agar-agar (i form af
impregnerede plader) vil diffundere ud med en
koncentrationsgradient. En veeksthaemmende zo-
ne vil opstd omkring pladen, sterrelsen af zonen
afheenger af bakteriekoloniens felsomhed overfor
det givne antibiotika. Man kan pa& denne made
finde frem til det mest effektive antibiotika mod en
given bakterie.

BEMARK. | lobet af forsgget skal der inkuberes
to gange i ovnen ved 37 °C.

4. OVELSESVEJLEDNING

Forsoget skal udferes under fuldstaendig sterile
forhold for at undgé udefrakommende forurening.
Det anbefales derfor at forsgget udferes i neerhe-
den af en teendt bunsenbraender.

Vatpind med bakterieprove

a) Forberedelse af petriskale.

Flere timer for brug placeres flasken med agar-
agar naeringsmedium i det kogende vandbad eller
mikrobolgeovn indtil agar-agar mediet bliver fly-
dende.

Fordel agar-agar mediet i de 10 petriskale (ca. 18
mL eller 4 mm tykt). Udfer dette s& teet pa bun-
senbraenderen som muligt. Lad agar-agar mediet
afkole for bakterierne tilfores. Begge typer petri-
skale i a) og d) forberedes evt. samtidigt.

b) Udtagning af bakterieprove.

Proven tages ved at bruge en steril vatpind, f.eks
bagerst i halsen. Prgven kommes i en lille smule
sterilt destilleret vand og spredes sa ud pa agar-
agar mediet i petriskalen v.hj.a af en sterilspreder,
hvis spids er opvarmet og afrundet i flammen fra
bunsenbraenderen.
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c) Identifikation af kolonier fra samme gruppe
Petriskélene kommes i varmeskabet 18-24 timer
ved 37 °C, (skalene skal veere lukkede og anbragt
pé hovedet).

Forskellige kolonier af samme bakterier (Escheri-
chia coli) kan let identificeres ved at bruge et
binokuleer mikroskop.

Kolonier af Escherichia er, efter vaekst pa agar-
agar medium, typisk 2-3 mm i diameter, meget
morkviolette ofte med metallisk udseende og har
en uigennemtraengelig midte der daekker ¥ af
overfladen.

Nogle kolonier (1-10) udtages med en steril pode-
nal og kommes i en lille smule sterilt vand.

d) Dyrkning af kolonier under tilstedevaerelse
af antibiotikaplader

Mueller-Hinton agar-agar mediet fordeles i 10
petriskale. Begge typer petriskéle i a) og d) forbe-
redes evt. samtidigt.

Det sterile vand indeholdende bakterierne identi-
ficeret i c) spredes ud i en petriskal med Mueller-
Hinton agar-agar medium. Dette medium er spe-
cielt velegnet til at undersgge cellers foelsomhed
overfor antibiotika.

Steril spreder

e

Petriskal med
Mueller-Hinton agar-agar
medium

4 plader impregneret med antibiotika placeres i
en cirkel pd Mueller-Hinton agar-agar mediet i
petriskalen v.hj.a en steril (alkoholflamberet) pin-
cet.

Antibiotikapladerne placeres ca. 15 mm fra petri-
skalens kant, serg for at der er god kontakt, men
pas pa ikke at @deleegge agar-agar mediet.

Der anbringes en af hver af de 4 antibiotikaplader
i petriskalen, f.eks pa folgende made:

Petriskal med
Mueller-Hinton
agar-agar medium

Petriskalene lukkes og placeres p& hovedet i
varmeskab ved 37 °C i 18-24 timer.

e) Forsogsresultat

Under inkubation i ovnen vokser bakterierne.
Denne vaekst kan forstyrres af tilstedevaerelsen af
antibiotika, bakterierne kan gdelaegges eller deres
veaekst kan haemmes.

For E. colis vedkommende har de 4 antibiotikaty-
per, der bruges her, storre eller mindre effekt pa
bakteriens vaekst.

Jo mere effektiv antibiotikaet er mod bakterien jo
storre er den klare zone omkring antibiotikapla-
den. Koncentration af antibiotika aftager veek fra
pladen.

Effekt af de 4 antibiotikatyper i faldende reekke-

folge Ampicilin > Streptomycin > Penicilin > Baci-
tracin.

(Frederiksen)




f) Resumé af gvelsesgangen
Sterilt arbejde.
U
Forberedelse af petriskéle med vaekstmedium*
U
Udtag celleprove
U
Oploes celleproven i sterilt destilleret vand
U

Celleproven spredes ud pa veekstmediet i petriskalen

U

Luk petriskalen og placer den pa hovedet i varmeskabet ved 37 °C i 18-24 timer

U
Identificer ens cellekolonier (E.coli) ved at bruge binokulaer mikroskop
U
Udtag 1-10 E.coli kolonier med steril podenal
U
Oplos kolonier i sterilt destilleret vand
U
Spred proven ud pa Mueller-Hinton mediet i petriskalen*
U

Placer antibiotikaplader pa Mueller-Hinton mediet med steril pincet

l

Luk petriskalen og placer den pa& hovedet i varmeskabet ved 37 °C i 18-24 timer

Observer den vaeksthaemmede zone omkring antibiotikapladerne

U

Forklar resultatet

* Begge typer petriskale forberedes evt. samtidigt.
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1. MATERIALE CHECKLISTE Seettet indeholder materiale nok til 10 elever eller
Seettet bestar af folgende: elevgrupper. . -
- 2 x 10 sterile petriskéle — 90 mm diameter. N.B: Flaskerne med medium og antibiotika-pla-

- 1 flaske agar-agar naeringsmedium (225 mL) derne skal opbevares i koleskab.

Klar til brug. 2. NGDVENDIGT MATERIALE
- 1 flaske Mueller-Hinton agar-agar medium (225 - Sterilt destilleret vand.

mL) klar til brug. - Reagensglas.
- 10 sterile vatpinde. - Vandbad med kogende vand.

- 10 sterile spredere. - In_kubator (va_rmeskab med termostat).
) - Binokuleer mikroskop.
- 10 sterile podenéle. - Bunsenbraender.
- Sma plader impregneret med antibiotika 10 stk - Pasteurpipetter.
af hver af Ampicillin - AMP, Streptomycin — S, - Pincet.
Penicilin — P, Bacitracin — B.

A/S Seren Frederiksen Tel. +45 7524 4966 info@frederiksen.eu d H I(S "
Viaduktvej 35 - DK-6870 @lgod ~ Fax +45 7524 6282 www.frederiksen.eu ( Fre erl en)
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