UV-bestraling af mikroorganismer

Man kan sla mikroorganismer ihjel vha. ultraviolet straling (UV-lys). Det skyldes at stralingen
er sa energirig at den kan gdelaegge molekyler, fx i celler som derfor kan dg. UV-stralingen er
typisk i stgrrelsesorden dobbelt sa energirig som synligt lys. Malet med dette forsgg er at
eftervise denne skadevirkning pa mikroorganismer. | almindelige renseanlaeg UV-bestraler
man normalt ikke spildevandet, men det er en mulighed hvis man skal rense spildevand med
et stort indhold af mikroorganismer, fx hospitalsspildevand.

For at pavise stralingseffekten, vil vi prgve at fa nogle gaerceller til at vokse pa et fast
naeringsmedie og se hvad der sker hvis vi forinden har udsat nogle af dem for UV-straling. |
et hospitalsrenseanlzeg er de fleste af mikroorganismerne bakterier, men det er lettere at
arbejde med gaerceller hvorfor vi bruger dem i dette forsgg.

Naeringsmediet kaldes YPD-agar og er agar iblandet nogle naeringsstoffer. Agar fremstilles ud
fra nogle havalger, og det kan i almindelighed ikke nedbrydes og udnyttes af
mikroorganismer. Til gengaeld kan det bruges som stivelsesmiddel, og det danner ved
oplgsning og opvarmning samt efterfglgende nedkgling en sdkaldt gel som man kan have
som en plade i en petriskal. Under fremstillingen af gelen kan man tilszette nogle
nzeringsstoffer der er velegnede for de

mikroorganismer som man gnsker at dyrke. _
Naeringsstofferne og pH i YPD-agaren er specielt
velegnet til at gaerceller kan leve og dele sig.
Geerceller er encellede svampe. | nogle tilfeelde
kan andre svampeceller samt bakterier ogsa vokse
pa plader af YPD-agar, men skulle det ske, vil vi se
bort fra veeksten af disse som normalt let skelnes
fra geervaeksten.

Vi vil starte forsgget med at sprede en tynd
opslaemning af almindelig bagegeer i nogle
petriskale med YPD-agar. Opsleemningen skal
veere sa tynd, at geercellerne sa vidt muligt ikke
lander oven i hinanden pa agaren. Nogle af
petriskdlene udsaetter vi for UV-bestraling, mens Figur 1 Kolonier af gaerceller pd YPD-agar i en
andre ikke bestrales, men i gvrigt behandles pa petriskd.

praecis samme made sa de kan fungere som kontrolforsgg. Derefter placerer vi petriskalene
ved forhold hvor gaercellerne kan dele sig og derved blive til flere. Nar de har delt sig
tilstraekkeligt mange gange, vil der hvert sted hvor der landede en enkelt gaercelle, nu veere
en lille koloni af gaerceller som er synlig med det blotte gje. Antallet af kolonier i petriskdlen
svarer til antallet af geerceller der oprindeligt blev spredt i skalen.

Side 1 af 4



Bade af hensyn til sikkerhed og for ikke at fa falske resultater, er det vigtigt sa vidt muligt at
arbejde sterilt nar man arbejder med mikroorganismer. Ugnskede mikroorganismer kan
lande pa agarpladerne fra fx luften, handerne eller de redskaber som vi bergrer agaren
med. Derfor skal man vaske haender inden forsgget og bruge redskaber der er steriliserede,
dvs. uden levende mikroorganismer. Nar man Igfter laget pa petriskalen, skal man ggre det
kortvarigt og sa lidt som muligt. Man skal ogsa undga gennemtreaek i lokalet, for det kan fgre
seerligt meget luft med mikroorganismer hen over agarpladerne sa de bliver forurenet med
andre mikroorganismer end dem vi gnsker.

Sikkerhed

Sa lenge nyfremstillede petriskdle med naeringssubstrat ikke har vaeret abne, er de sterile og
ufarlige at handtere - man skal dog ikke indtage (fx spise) noget fra dem.

Nar de har vaeret dbnet, kan der vaere landet mikroorganismer pa substratet. Efterfglgende
deler de sig og bliver til vildt mange mikroorganismer. Nogle af disse kan vaere
sygdomsfremkaldende, sa derfor ma man i almindelighed ikke abne petriskalene igen. For
eksempel kan gule kolonier besta af gule stafylokokker, en bakterieslaegt der kan give
dgdelig blodforgiftning.

Efter forsgget steriliseres petriskalene, typisk ved autoklavering ved 121 °Ci 20 minutter,
inden de smides vaek. Ved den behandling dgr alle mikroorganismerne, selv eventuelle
endosporer (bakterier der er i et szerligt robust hvilestadium).

Derfor er det ogsa altid vigtigt at man efter at have lavet forsgg, vasker haenderne grundigt,
og nar der er arbejdet med mikroorganismer, afsprittes haanderne ogsa gerne med
handsprit.

Materialer

6 petriskale med steril YPD-agar pr. hold, bagegeer, steril demineraliseret vand,
mikropipetter med sterile spidser, magnetomrgrere med sterile régremagneter,
reagensglasryster (vortex), drigalskyspatler og ting til at sterilisere dem, UV-lamper (4 W,
254 nm) spaendt op i stativer, kridt til at tegne pa bordet, linial, vaegt, tape, sprittush, 4 L
plasticposer. Desuden mikrocentrifugergr, spatler, 250 mL baegerglas, 100 mL maleglas - alt
sammen steriliseret.

Fremgangsmade

1. Vask haender, og sprit dem om muligt af.

2. Husk hele tiden at bruge sterilt udstyr, og undga at forurene prgverne med host og den
slags.
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Afvej ca. 1 g geer direkte i baegerglasset ved at stille det pa veaegten og overfgre gaeren
med den sterile spatel.

Leeg en rgrepind i glasset.

Afmal 100 mL steril, demineraliseret vand, og hzald det i baegerglasset.

Opslaem gaeren i baegerglasset ved at placere det pa en magnetomrgrer.

Nar geeren er helt opsleemmet, overfgres vha. mikropipette 10 uL geeropsleemning samt
990 pL steril, demineraliseret vand til et mikrocentrifugergr.

Luk mikrocentrifugergret, og omrgst indholdet 3-5 sek. vha. reagensglasrysteren.
Overfer 10 uL af denne blanding til et nyt mikrocentrifugergr sammen med 990 pL steril,
demineraliseret vand, og omryst denne blanding pa samme made som fgr. Denne
blanding kaldes gzerfortyndingen.

Overfgr vha. mikropipette 50 uL af geerfortyndingen til en af petriskdlene med YPD-agar.

. Spred geerfortyndingen jeevnt pa hele pladen vha. en steril drigalskyspatel, og lzeg laget

pa petriskalen.

Overfgr pa samme made 50 uL geerfortynding til hver af de andre petriskale, og spred
det med drigalskyspatlen. Husk at sterilisere drigalskyspatlen hver gang! | har nu seks
petriskale med geerfortynding pa YPD-agar. De seks petriskale med indhold skal gerne
vare ens.

Skriv med lille skrift holdnavn i kanten af bunden pa petriskalene. Pa tre af dem skrives
desuden 'UV".

Spaend UV-lampen op i et stativ, sa den kan
lyse nedad. Placer lampen sa afstanden
mellem lampen og agaroverfladen pa en
petriskal der star lige under lampen, er 6 cm.
Taend UV-lampen pa bglgelaengden 254 nm,
og placer en tom petriskal lige under lampen
sa hele pladen er belyst. Kig ikke direkte ind i
UV-lyset. Tegn en kridtstreg pa bordet sa det
er let at se hvor petriskalene skal placeres -
det er jo vigtigt at de bliver placeret og
dermed belyst ens. Fjern den tomme
petriskal, men lad lampen vaere taendt.

Fjern nu laget pa en af de tre petriskale der
er maerket 'UV', og st den ved kridtstregen under lampen i praecis 30 sekunder. Fjern
den herefter, og seet Iag pa.

Belys pa sammen made de to andre petriskale der er maerket 'UV".

Seet et par tapestrimler pa alle de seks petriskale sa laget ikke kan tages af, men sa der
stadig er luftspraekke det meste af vejen rundt ved laget.

Seet de seks petriskale i en stabel i en 4 L plasticpose. Sla en knude pa posen, sa agaren i
skalene ikke tgrrer ud.

Placer petriskalene ved 20-30 °C indtil der ses tydelige gaerkolonier pa i alt fald nogle af
pladerne. Ved 30 °C tager det typisk et dggns tid, og ved lavere temperetur et par dage.
Opteel nu antallet af kolonier pa de enkelte plader uden at tage ldget af, og noter i
skemaet nedenfor.

[
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22. Autoklaver petriskalene, sa alle mikroorganismerne draebes.

Resultater

Antal kolonier Antal kolonier Antal kolonier Middeltal

Ikke UV-bestralet

UV-bestralet

Overvejelser

e Analyser resultaterne: Beskrivdem med fa ord, og forklar dem. Kom gerne ind pa nogle
molekylzere celledetaljer.

e Hvis UV-bestralingen ikke har hindret geervaeksten tilstraekkeligt, hvilke faktorer kan man
sa eendre for at gge effektiviteten?

e Vihar arbejdet med gaerceller, men i fx hospitalsspildevand er det i hgj grad bakterier
man kan have behov for at sla ihjel vha. UV-bestraling. Undersgg hvordan bakterier
adskiller sig fra gaerceller, og diskuter om man kan forvente samme effekt af bestralingen
hvis det var bakterier vi havde arbejdet med.

e UV-strdling og synligt lys er eksempler pa elektromagnetisk straling. Man kan lidt
forsimplet betragte elektromagnetisk straling som sma pakker af energi. Pakkerne kaldes
fotoner. Fotonernes energi afhaenger af stralingens bglgeleengde pa denne made:

_ 198,6 a] - nm
£ 2

hvor E; er fotonenergien og A er bglgelaengden. Enheden a] betyder attojoule og er det
samme som 10718 ], altsd en meget lille energimaengde. Beregn hvilken bglgelaengde
stralingen skal have for at vaere halvt sa energirig som den UV-straling vi bruger (254
nm). Undersgg hvilken farve synligt lys det svarer til. Overvej om dette
beregningseksempel @&ndrer svaret pa nogle af de andre spgrgsmal?

e Hvor mange gange er vores fgrste geeropsleemning (den vi lavede i et baegerglas)
fortyndet i vores geerfortynding som vi spreder pa agarpladerne? Hvad er
koncentrationen i g/mL? Vurder om det en passende fortynding, og foresla hvordan vi
kunne have lavet en passende fortynding hvis det ikke er tilfaeldet.
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