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Indledning
Der afprgves et forsgg fra NCBE (National Center for Biotechnology Education) pa Universitetet i Reading,
Storbritannien.

Forspget i korte traek:

0 Der laves 2 overnatskulturer i flydende naeringsmedie (LB). Der podes med den ene stamkultur, som
er DONOR og har et F+ plasmid med et resistensgen mod chloramfenikol. Den anden stamkultur er
RECIPIENT (F-) og har et resistensgen mod rifampicin, som IKKE sidder pa et plasmid men derimod
er en integreret del af bakteriekromosomet.

0 De to kulturer blandes (vi kalder det BAKTERIE-SEX) i et nyt kulturglas med flydende LB
naeringsmedie. Dér skal de vokse i minimum 4 timer. | den tid vil nogle bakterier mgdes og
plasmider overfgres fra donor til recipient (se figur 2). Bakterier, som har modtaget plasmid, kaldes
KONJUGATER.

0 Vitester konjugaterne (= dem der har BEGGE resistensgener) pa selektive plader - det er altsa
agarplader med neaeringsagar indeholdende bade chloramfenikol (forkortelse clo) og rifampicin
(forkortelse rif). Pa disse plader dgr alle bakterier, der kun har én resistens.

Formal:
At skabe en ny bakterie der er multiresistent og dermed pavise horisontal gentransfer i bakterier.

Teori:

Bakterier har ikke kgnnet formering, men er alligevel i stand til at udveksle genetisk materiale. Det sker i
form af plasmider. Der er grundlaeggende 3 mader hvorpa udvekslingen kan forega:

e Transformation, hvor bakterier optager plasmider fra det omkringliggende miljg
e Transduktion, hvor overfgrslen sker via virus
e Konjugation, hvor der opstar fysisk kontakt mellem 2 bakterier

| dette forsgg sker udvekslingen ved konjugation. Der bruges 2 forskellige naturlige E. coli stammer:

0 HT-99 der har resistens mod antibiotikaet chloramfenikol. Resistensgenet sidder pa et plasmid.
0 J53-R der har resistens mod antibiotikaet rifampicin. Resistensgenet sidder pa bakteriekromosomet.

HT-99 er i stand til at danne en sakaldt pilus, der er en slags rgr der kortvarigt forbinder bakterien fysisk til
en anden bakterie (J53-R). Derved kan HT-99 sende en kopi af sit plasmid til J53-R, der dermed far
resistensen mod chloramfenikol. Da den i forvejen har resistens mod rifampicin er den blevet det vi kan
kalde multiresistent. J53-R bakterier der har modtaget en kopi af HT-99s plasmid kaldes konjugater. Vi kan
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identificere konjugaterne ved at dyrke dem pa selektive naeringsmedier. De selektive naeringsmedier er LB
agarplader med tilsat antibiotika. Enten er der tilsat chloramfenikol eller rifampicin eller begge dele.

Konjugationsprocessen er forklaret naermere i boksen herunder:

Pa figuren ses processen “konjugation”.
Stammen HT-99 har bl.a. genet for
chloramfenikol-resistens pa plasmider. Det
ses pa figuren og er maerket med en ring
[o]. Plasmidet har ogsa gener, som ggr
dannelsen af sexpilus (et rgr som forbinder
de to bakterier) og transporten af en
enkeltstrenget kopi af plasmidet muligt.

Bakterier, som har sddanne plasmider,
kaldes F+, hvor F star for engl. "fertility”
(frugtbarhed) og er DONOR i processen
konjugation.

Modtager-bakterier kaldes F-. De hedder i
fagsprog RECIPIENT.

Den i forsgget brugte recipient J-53R har
ikke egne plasmider. Den har dog et
resistensgen mod rifampicin pa
bakterie-kromosomet. Denne struktur er
ringformet og pa figuren er resistensgenet
maerket med et kryds [x].

Figuren er forandret efter “The Transformer
Protocol”, NCBE, University of Reading, UK.
Tegneren er Dean Madden, oversattelse
Claudia Girnth-Diamba.
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Konjugation mellem bakterier er en énvejs-transfer af DNA fra en
donor ("han”) til en recipient/modtager ("hun”) gennem et r@r, som
kaldes sex-pilus. Det er donor, som laver denne pilus og generne

findes pa plasmidet.

Processens forlab:

1. F plasmid afspiraliseres og den ene streng kopieres

2. enkeltstrenget DNA feres af et protein gennem sex-pilus

3. den komplementaere streng syntetiseres i recipienten og
der dannes et komplet plasmid

Nogle bemeerkninger til stammerne og sikkerhed:

Da det er naturligt forekommende stammer, skal dette forsgg ikke anmeldes til Arbejdstilsynet, modsat
arbejde med gensplejsede organismer. Men stammerne kan jo potentielt udggre en risiko, isaer
donorstammen HT-99, der kan overfgre chloramfenikolresistens til andre bakterier. Dog er chloramfenikol
ikke et antibiotikum som generelt bruges i human medicin. Efter aftale med Undervisningsministeriet (2015)
bgr man alligevel arbejde under skaerpede sikkerhedsregler. Det er de samme regler, som bruges under
arbejdet med gensplejsning i de gymnasiale uddannelser.



Materialer (feelles)

Varmeplade eller mikrobglgeovn

Autoklave til sterilisering af naeringsagar og andet materiale, inklusive affald

Grydelapper til handtering af varme glas

Termometer

Varmeskab pa ca. 30°C til inkubering af bakterier

Stamopl@sning af rifampicin (er lavet pa forhand)

Stamoplgsning af chloramfenikol (er lavet pa forhand)

Stammerne HT-99 og J-53R i overnatskultur eller pa plader

Mikropipetter med sterile spidser

Steril LB-broth /flydende LB, der skal bruges minimum 3 gange 10 mL til overnatskulturer af de to
stammer og vaekstkultur til konjugation.

e Steril LB-agar, som skal fordeles pa petriskale til udstrygning af stammerne og til at lave selektive plader
indeholdende antibiotika.

Materialer (per arbejdsgruppe)

Affaldsglas med stegepose — den fyldte stegepose lukkes og placeres direkte i autoklaven til destruktion
Malertape til markering og lukning af petriskale

Sterile podepinde

3 sterile engangsglas med 10 mL markering

3 tredelte petriskale eller 9 sma petriskale

Tusch til maerkning af petriskale

Fremgangsmade
2-4 dage fgr udpladning: Bakterierne J53-R og HT-99 stryges ud pa LB-agarplader og stilles i varmeskab.

1-2 dage fgr udpladning: Der fremstilles overnatskulturer af de to bakteriestammer. Tag med en steril
podepind en klump bakterier fra HT-99 pladen og overfgr den til et sterilt engangsglas fyldt med 10 mL
flydende LB. Rgr lidt rundt med pinden. Gentag det samme med J-53R med et nyt glas og en ny podepind.
Husk at maerke glassene.

4-16 timer fgr udpladning: Blandingen hvor konjugationen skal forega laves pa fglgende made: Overfgr 1,8
mL J53-R overnatskultur til 10 mL flydende LB i et sterilt engangsglas. Overfgr derefter 0,2 mL HT-99
overnatskultur til det samme sterile engangsglas. Mzerk glasset “sex” eller “konjugation”. Glasset stilles i
varmeskab i 4-16 timer.

Udpladning: Fgrst skal de selektive agarplader fremstilles. Hver gruppe skal fremstille 3 tredelte petriskale
med naeringsmedie: 1 kun med chloramfenikol (clo), 1 kun med rifampicin (rif) og 1 med bade
chloramfenikol og rifampicin (clo+rif). Fgrst smeltes den faerdige LB-agar i mikrobglgeovn eller pa



varmeplade. Nar temperaturen er ca. 70°C haeldes 3x10 mL op i 3 sterile engangsglas der er maerket hhv.
clo, rif og clo+rif.. Nar temperaturen i engangsglassene er ca. 55°C, kan antibiotikaen tilszettes.

Til glasset maerket clo tilszettes 10 pL chloramfenikolstamoplgsning.

Til glasset maerket rif tilsaettes 50 uL rifampicinstamoplgsning.

Til glasset maerket clo+rif tilsaettes bade 10 pL chloramfenikolstamopl@sning og 50 uL
rifampicinstamopl@sning.

Herefter omrystes forsigtigt og de tre oplgsninger fordeles i hver deres tredelte petriskal.

LB + CLO LB +RIF LB + CLO + RIF

De tre rum i hver petriskal maerkes som pa figuren herover.

Udstrygning: Nar pladerne er stgrknet udstryges der fra overnatskulturerne i de relevante rum pa alle tre
plader. Pas pa ikke at forurene de andre rum og husk at bruge en ny podepind hver gang. Pladerne stilles til
inkubation med bunden nedad ved 30°C indtil resultaterne kan aflaeses (typisk dagen efter).

Resultater
Antibiotikum i BADE
neeringsagar [ Rifampicin Chloramfenikol Rifampicin

|Udstrpget og Chloramfenikol

stamme
Resultat er [] | forventet observeret forventet | observeret forventet observeret

HT-99
J-53R
Konjugat (sex)




Til lsereren

Forberedelse

Fremstil i god tid inden forsgget steril LB agar og steril LB Broth. Det har meget lang holdbarhed nar det har
veeret autoklaveret, sa det er en god idé at have en masse pa lager.

Bestilling af bakteriestammer: Stammerne bestilles fra Bioneer i Hgrsholm. Send en mail til Bente og bestil
HT-99 og J-53R( bms@bioneer.dk ) De koster 60 kr. pr. styk. Typisk kommer de efter 1-2 dage, men bestil
alligevel i god tid. De ankommer indstpbt i LB-agar og opbevares i kgleskab indtil brug. Da det er naturlige
stammer, skal forsgget ikke anmeldes til fagkonsulenten.

Udstrygning af stammerne: 2-5 dage for forspget stryges stammerne ud pa LB-agar. Man behgver ikke at
stryge ud sa der kommer enkeltkolonier. Da det er naturlige stammer skal man ikke vaere bange for at HT-99
mister plasmidet selvom der ikke er antibiotika i mediet. Hvis man er i god tid kan man bare lade dem vokse
ved stuetemperatur.

Fremstilling af overnatskultur: Ca. 1 dggn f@r konjugationen fremstilles overnatskulturer. Man behgver ikke
at tage enkeltkolonier, bare tag et ordentligt skrab.

Fremstilling af konjugationsblanding: 4-16 timer fgr selve forsgget skal bakteriestammerne mgdes for at
lave konjugationen. Hvis man skal plade ud om eftermiddagen kan man altsa blande dem om morgenen, og
hvis man skal plade ud om morgenen kan man blande dem dagen fgr. Det er generelt en god idé at lave 2
plader med hver stamme, 2 overnatskulturer med hver stamme, 2 sexglas osv. Sa har man en reserve hvis
noget ikke gar som planlagt.

Fremstilling af antibiotikastamopl@sninger: De to typer antibiotika kan f. eks. kgbes hos Skolebutik.
Rifampicin opbevares i fryser og chloramfenikol i kgleskab. Szerligt rifampicin er ret dyr (ca. 1000 kr. for 1 g).
Det kan derfor veere en god idé at aftale med kolleger at lave forsgget med flere klasser samtidig, sa man
undgar spild.

Rifampicin:
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100 mg oplg@ses i 5 mL methanol, brug handsker og udsugning — det kan tage lang tid at oplgse, brug

eventuel vortex eller ryst laange og kraftigt.

Der bruges 50 mikroliter per 10 mL naeringsmedium, hvor slutkoncentrationen er 0,100 mg per 1 mL

medium, svarende til en fortynding pa 1:1000.

Chloramfenikol:

25 mg oplgses i 1 mL metanol, brug handsker og udsugning.

Der bruges 10 mikroliter per 10 mL naeringsmedium, hvor slutkoncentrationen er 0,025 mg per 1 mL

medium, svarende til en fortynding pa 1:1000.

Antibiotikastamoplgsningerne kan laves op til 1 uge fgr forspget og opbevares i kgleskab.

Information om chloramfenikol

Produktet er maerket giftigt, muligvis kraeftfremkaldende
og teratogent (skader fosteret). Nar man afvejer pulveret,
skal det ske i stinkskabet — pas pa stavet. Forst oplest i
vaske er det nok at bruge handsker, nar man &bner og
lukker roret.

Chloramfenikol binder reversibelt til den ene (50S) af de to
underenheder af bakteriers ribosomer og h&mmer derfor
proteinsyntesen i mange bakterie-arter ved at forhindre
dannelsen af peptidbindingen. Pa grund af stoffets
giftighed anvendes det hos mennesket kun til udvortes
brug — eksempelvis i gjensalver og dréber.

Chloramfenikol produceres af bakterien Streptomyces
venezuelae, en jordbakterie.

Stoffet destrueres i varme over 55°C.

Information om rifampicin

Rifampicin er det kraftigste antibiotikum mod
mykobakterier dvs. tuberkulosebakterier (mycoplasma
tuberculosis). Rifampicin blokerer mykobakteriernes
DNA-afhengige RNA-polymerase, hvorved bakterierne der,
nar de er i veekstfasen, dvs. nér der skal laves store mangder
RNA til proteinsyntesen.

Rifampicin har desuden haemmende virkning over for bl.a.
folgende (sjaeldne) bakterier: Legionella (vokser i lunkent
vand i brusere), Nocardia (er arsag til en sjaeldent
lungesygdom), Chlamydia (seksuelt overfort sygdom) og
Staphylococcus aureus (den findes normalt pa huden, men
kan give problemer pa sygehuse, nar patienter er sveekkede
og har sar).

I colibakterien J-53R sidder genet for rifampicin-resistens
pé kromosomet og kan derfor IKKE overfores til andre
bakterier.

Stoffet destrueres i varme over 55°C.




Kemisk formel for chloramfenikol

o)
=

Kemisk formel for rifampicin

Fremstilling af plader: Nar man skal fremstille de selektive neeringsmedieplader er det en god idé at have
instrueret eleverne grundigt inden. Antibiotikaen ma f@rst tilssettes nar temperaturen i mediet er under
55°C, men omvendt bliver agaren sveer at haelde op ved omkring 35-40°C. Der er derfor et forholdsvist smalt
vindue at arbejde i. Alternativt til gvelsesvejledningen kan man lade vaere med at udportionere LB-agaren
og bare tilseette den rette maengde antibiotika direkte i den store flaske og sa halde i petriskale fra den.

Udstrygning af bakterier: Udstrygning foregar bare med podepinde. Veer omhyggelig med ikke at staenke
ned i de forkerte rum pa den tredelte petriskal. Inkubationen foregar ikke med bunden i vejret som
sadvanligt, da eventuelt kondensvand kan blande stammerne. Ofte kan der ses resultater allerede efter 1

dagn ved 30°C.

Forfattere og tak til ...

e Tak til NCBE med Dean Madden og John Schollar, som har udarbejdet vejledningen og forfinet den

gennem afprgvning pa skoler i Storbritannien.

e Tak til Bioneer, som opbevarer og udleverer stammerne til de gymnasiale uddannelser.

e Tak til tidligere fagkonsulent Kresten Caesar Torp i biologi og bioteknologi for gode diskussioner om

sikkerhedsspgrgsmal.

e Sidst men ikke mindst et stort tak til elever pa Solrgd Gymnasium, som har vaeret med til at afprgve

forspget og givet gode kommentarer til den danske vejledning.
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