Testing av
antibiotikaresistens
hos bakterier.

Denne teksten er ment som inspirasjon for
leerere pa grunnskole- og videregaende niva.
Det gir en praktisk veiledning for bruk av
antibiotikatabletter og testing av
bakterieresistens.

Innledning og teori:

Bakterier kan utvikle resistens mot antibiotika,
noe som far alvorlige konsekvenser i
forbindelse med behandling av infeksjoner.

En enkel méate & undersgke resistens hos
bakterier pa er & dyrke dem pa agarplater der
tabletter som inneholder antibiotika er plassert.
Antibiotika fra tablettene vil spres ut i agaren
ved diffusjon. Dersom bakteriene er felsomme
for en tabletts antibiotika, vil det dannes en klar
sone rundt tabletten uten bakterievekst, en
sakalt inhiberingssone. Hvis bakteriene er
resistente, vokser de veldig neer tabletten.
Metoden kalles agar-diffusjonsmetoden.
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Sikkerhet:

Under alt arbeid med antibiotika og bakterier
skal elevene bruke laboratoriefrakk og hansker,
og du ma veere oppmerksom pa at det kan
veere noen elever som kan veere allergiske mot
ulike typer antibiotika.
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Etter inokulering med bakterier pa agarplatene
ma de forsegles med tape og handteres pa en
slik mate at man unngar at veesker som
inneholder bakterier renner ut av petriskalene.
Nar man skal male hemningssonen ma det
gjeres enten via lokket eller bunnen av
petriskalen, men uten a snu eller vippe
petriskalen. Tapen ma ikke fjernes igjen og
lokket ma ikke apnes igjen.

Hvis du sgler bakterieholdig materiale pa deg
selv eller andre, ma du forst vaske omradet
med vann og sape eller bruke etanol 93 %.
Vask hendene grundig med lunket vann og
sape etterpa. Kleer ma vaskes pa minst 60° C.

Etter ovelsen pakkes alle petriskalene med
bakteriekulturer i et dobbelt lag plastpose (2
poser) knytes igjen, og eventuelt legges i en
batte som kan forsegles og sendes til
forbrenning i restavfallet. Denne bgtta kan ogsa
brukes til brukte vattpinner, bomullspinner etc.
samt petriskaler med vekst. Du kan med hell gi
elevene noen A3-papir som arbeidsbord for &
minne dem pa at dette er potensielt farlig &
jobbe med. Husk & vaske hendene og
desinfisere bord etter endt arbeid.

Materialer:

Bakterier fra overflater eller lignende

016610 Petriskal i plast @ 90 mm, pk a 20
800940 PCA - agar i flaske, 250 ml/ 800738
Agar pa flaske, kjettpepton, 250 ml

048550 Bomullspinner i tre, 200 stk og/eller
048601 Podenal i plast med 10 pl aye, pk a 48
Fysiologisk saltvann (0,9%), steril (Sma ampuller
beregnet for kontaktlinser kan brukes her)
Antibiotikatabletter ulike varianter (779850,
779852, 779853, 779854, 779855, 779856,
778959)

050610 Drigalskispatel, glass

014490 Drapeteller i plast 1 ml, pk a 500 eller
automatisk pipette med spisser

005210 Spritbrenner glass

827000-4 Alkohol

086071 Latekshansker, medium, pudderfri,
SemperGuard pk a 100

078690 Pinsett i plast, pk a 100



053970 Nalebette

591200 Tape

A3 papir

Linjal /144000 skyveleer

067020 Varmeskap eller en pappeske som kan
lukkes

Forberedelse:

Bruk ferdigstapte petriskaler med enten PCA-
eller kjattpeptonagar. Det kan maksimalt veere
3 antibiotikatabletter pa en petriskdl med en
diameter pa 9 cm. Det kan veere lurt for
skoleelever eller elever med litt darlig hand-
oye-koordinasjon a ikke gjere agarlaget i
petriskalen for tynt. Drigalskispatel kan veere et
vanskelig instrument & handtere.

Heosting av bakterier:

Generelt er det bakterier overalt, sa det er nok
av innsamlingsmuligheter. Framgangsmaten er
generelt lik for & samle inn bakterier pa
overflater som er tarre eller lett fuktige.

- Tarre overflater:

@nsker du & undersgke bakterier fra tarre
overflater, toalettseter, mobiltelefontastaturer,
tastaturer, derhandtak etc., ma bakteriene
samles opp med en fuktet bomullspinne.

- Lett fuktige overflater:

Pa overflate som er lett fuktig for eksempel
innsiden av et sluk i en vask, ma ogsa
bakteriene samles opp med en fuktet
bomullspinne.

Du fukter en steril bomullspinne med sterilt
fysiologisk saltvann og stryker deretter grundig
overflaten du vil hoste bakterier fra.

For & overfare de hostede bakteriene fra
vattpinnen til en ferdigstept petriskal, tar man
pa seg en hanske (ny for hver gang), tilsetter
ca. 3-4 draper sterilt fysiologisk saltvann pa
vattpinnen og presser veeske fra vattpinnen
ned pa agaren i den ferdigstepte petriskalen.
Du trenger 1 drape til inokulering pa agaren.
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Legg lokk pa petriskdlen og oppbevar den til
neste trinn.

Hvis overflaten er fuktig, for eksempel inne i et
munnhule, kan du 'skrape’ spytt eller lignende
vaeske av med en steril podenal og pa denne
maten overfare materialet til agaren i en
ferdigstept petriskal. Spyttet/veesken ma sitte
som en drape inne i gyet pa podenalen, slik at
den forsiktig kan overfores til agaren i den
ferdigstepte petriskalen. Det kan ogséa veere
lurt & fortynne mengden spytt (eller annet
materiale) med sterilt fysiologisk saltvann (2-3
draper over podenalen). Legg lokk pa
petriskalen og oppbevar den til neste trinn.

Hvis det er flytende veeske du vil underseke for
bakterier, tar du noen draper. Hvis du har
falelsen av at det er mange bakterier i veesken,
kan det veere lurt & fortynne med fysiologisk
saltvann. Legg lokket pa petriskalen og
oppbevar den til neste trinn.

@velsen:

Nar bakterier er innsamlet og tilsatt et par
draper fysiologisk saltvann (3 draper veeske i
alt er nok til én petriskal), er man Klar til at spre
bakterier ut pa agaren i en petriskal.

1. Ta den ferdigstepte petriskalen
med agar og skriv navnet ditt pa
bunnen av skalen og hele veien
langs kanten. Sett den til side til den
skal brukes.

2. Steriliser Drigalski-spatelen med
spritbrenneren. Det er spesielt nede
i trekanten at spatelen skal varmes
opp i ca. 20 sekunder. Ha spatelen i
handen og vent til den er helt
avkjalt. En varm Drigalski-spatel
dreper alle bakterier den bereorer,
og kan til og med fordampe vaesken
som inneholder bakterier slik at de
blir luftbdrne og det er fare for &
puste dem inn.

3. Fjern lokket fra petriskalen med
agar. Ha 1 god drape av den



bakterieholdige veesken (fra
bomullspinnen) over midten av
agaren i petriskalen.

Fordel veesken ved & skyve den
rundt over overflaten av agaren
med Drigalspatelen. Pass pa at du
ikke berarer kanten av petriskalen
med spatelen. (Arsaken til dette er
at den bakterieholdige veesken da
danner en kant langs kanten av
skalen, som gir mye bakterievekst
langs kanten - dvs. langt unna
antibiotikatablettene). NB: Legg
ikke Drigalskispatlen ned — ha den i
handen.

Legg lokk pa den inokulerte
petriskalen og vent ca. 5 minutter
sd veesken rekker & 'sette seg' pa
agaren.

Steriliser Drigalspatelen grundig
igjen for du skyver den rundt pa
overflaten. Igjen kan det veere lurt 3
bare vente til den er avkjalt.
Overfer na 3 forskjellige
antibiotikatabletter med pinsett til
agaren i den inokulerte petriskalen.
Tablettene bor fortrinnsvis
plasseres 12-13 mm fra skalkanten
og samtidig sa langt fra hverandre
som mulig, slik at hver tablett
skaper sitt eget lille omrade med
hver type medisin, og eventuelle
hemmingssoner ikke renner inn i
hverandre.

Man kan med hell lage en mal for a
hjelpe elevene & sikte. Malen er et
stykke papir med en sirkel pad 9 cm i
diameter hvor det er tegnet 3 sirkler
pa1cm i diameter slik at 'kravene'
beskrevet ovenfor oppfylles.
Elevene kan sa plassere den
inokulerte petriskalen over sirkelen
med @9 cm og sikte pa de sma
sirklene nar antibiotikatablettene
skal legges pa.

8.

10.
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Tape petriskalene og legg demi et
varmeskap pa ca. 30 - 35 °C.
Skalen ma veere riktig vei ellers
faller tablettene av agaren. Hvis de
hostede bakteriene er fra
varmblodige skapninger, er den
optimale temperaturen for vekst
rundt 35 °C, men for bakterier
hostet fra overflaten er 30 °C nok.
La petriskalene ligge i varmeskapet
i 2-3 dager for avlesing. Det er lurt &
holde et gye med hvor massiv
veksten er pa agaren og nar tiden
er inne for 4 avslutte ovelsen.

Har du ikke noe varmeskap
tilgjengelig, kan du legge
petriskalene i en god solid
pappeske og la den sta pa et trygt
sted (skap) i romtemperatur. Det
skapes et mikromiljg i pappesken
slik at bakteriene kan vokse. Det tar
dem vanligvis bare 1-3 dager
lenger. Nar du vurderer at det er
tilstrekkelig bakterievekst pa
agaren, noter resultatene fra
ovelsen.

Ta pa hansker og ta petriskalene ut
av varmeskapet/pappesken og
legg dem tilbake pa arbeidsbordet
av A3-papir. Petriskalen ma ikke
apnes eller vippes, men méa holdes
vannrett. Bruk en linjal eller
skyveleere for & male avstanden fra
kanten av nettbrettet til ytterkanten
av klargjeringssonen. Enheten som
males i er osv. og et uttrykk for
starrelsen pa inhiberingssonen.

Resultatevaluering:

Hemmingssonen males fra kanten av tabletten
til bakterieveksten, og er angitt i mm.



- Hemmingssoner mellom O — 2 mm: bakterien
har sveert hay motstand mot antibiotika.

- Hemmingssone mellom 3 - 5 mm: indikerer at
bakterien har hay resistens mot antibiotika.

» Hemmingssoner mellom 6 -9 mm: indikerer at
bakterien har lav resistens mot antibiotika.

- Hemmingssoner over 10 mm: bakterien er
folsom for antibiotika.

For informasjon om de enkelte antibiotikatypene
se hedenfor.

Typer av antibiotika

Ampicillin:

Tilhgrer penicillingruppen. Brukes mot bade
grampositive og gramnegative bakterier. Har
veert brukt siden 1961. Virker ved & redusere
tverrbindingene mellom molekylene som
danner celleveggen, slik at cellene ikke kan
dele seg.

Kloramfenikol:

Bredspektret antibiotika som virker bade pa
noen gram-positive og noen gram-negative
bakterier. Virker bakteriostatisk (dvs. senker
antall bakterier). Hemmer proteinsyntesen i
forlengelsestrinnet ved & forhindre
peptidbindinger. Mye brukt i utviklingsland.
Brukes ikke lenger i mange land til annet
enn gyeinfeksjoner og multiresistente
bakterier.

Penicillin:
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Brukes primaert for grampositive bakterier.
Virker ved a redusere tverrbindingene
mellom molekylene som danner
celleveggen. Det eldste brukte
penicillinstoffet. Brukt siden 1942,

Erytromycin:

Tilherer gruppen makrolidantibiotika — dvs.
den inneholder en makrosyklisk laktonring.
Virker ved & hemme proteinsyntesen ved a
feste seq til ribosomer. Virker bakteriostatisk
spesielt mot grampositive bakterier, men har
effekt pa enkelte gramnegative staver.

Streptomycin:

Et bredspektret antibiotikum som virker mot
gramnegative bakterier. Virker ved 8 hemme
proteinsyntesen. Er bakteriedrepende (dvs.
bakteriedrepende).

Tetracyklin:

Bredspektret antibiotikum, dannet av
Streptomyces-sopp. Virker ved & hemme
proteinsyntesen ved & binde seg til
ribosomer. Brukes mot bade gramnegative
og grampositive bakterier. Brukt siden 1978.

Neomycin:

Et antibiotikum oppdaget i 1949. Virker mot
gramnegative bakterier og mot noen
grampositive bakterier. Jobber bl.a. mot
streptomycin-resistente bakterier. Brukes
kun til mennesker for gastro-intestinale
infeksjoner - dvs. infeksjon i mage-
tarmomradet. Produsert i noen
Streptomyces-sopp

Bakteriocid og bakteriostatisk. Bakteriocid
betyr & drepe bakterier, mens bakteriostatisk
betyr at stoffet hindrer flere bakterier i &
dannes, og det er grunnen til at antallet
bakterier avtar ndr noen bakterier der av
naturlige arsaker. Grunnen til at bakteriostatika
virker er at nar antallet bakterier holdes enten
konstant eller reduseres, har immunsystemet
en sjanse til &8 bekjempe infeksjonen.

Det interessante med bakterieinfeksjoner er at
bakteriene faktisk koordinerer sitt 'angrep’ pa
kroppens celler. De snakker sammen og venter
til det er nok av dem far de tar grep. Hvis du vil
vite mer om det interessante emnet, kan du se
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Bonnie Basslers TED Talk om emnet her:
Bonnie Bassler: How bacteria "talk" | TED Talk

Gramfarging deler bakterier i to grupper. De
der overflaten blir radlig (gramnegativet) og de
som farger overflaten bla (grampositivet). Oftest
vil alle underarter i en bakteriefamilie ha samme
gramreaksjon. Et antibiotikum kan virke
spesifikt pad grampositive eller gramnegative
bakterier, eller pa begge typer. Dette skyldes
oftest at antibiotikumet enten virker pa
molekyler i selve celleveggen eller at det kun
kan trenge gjennom en bakterie med en
bestemt type cellevegg.

Bredspektret: ordet refererer til at medisinen
kan brukes mot flere forskjellige bakteriearter.
Et stoff kan veere bredspektret og kun virke pa
gram-negative eller gram-positive bakterier,
men det kan ogsa veere bredspektret og virke
pa bade gram-negative og gram-positive
bakterier.

Antibiotika der virker ved at pavirke bakteriens
cellevegg virker oftest kun pa en gramtype,
mens stoffer der virker pa etc. proteinsyntesen
kan virke pa begge gramtyper.
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https://www.ted.com/talks/bonnie_bassler_how_bacteria_talk?subtitle=en

