Opgaver vedrørende identificering af bakterier

1) Hvor mange rækker er der i domænet ”bakterier”? 
Der er 36 kendte rækker
2) Hvilke metoder bruger man når man skal identificere bakterier? 
Mikroskopering, gramfarvning, dyrkning, biokemiske test,  molekylærbiologiske teknikker, massespektrometri og antibiotikatests. 
3) Redegør for hvad mikroskopet kan bruges til når det kommer til identificering af bakterier
Mikroskopet kan bruges til at identificere bakteriernes form
4) Hvad går gramfarvning ud på? Og hvad kan man bruge det til? Beskriv det metodiske i gramfarvning
Med gramfarvning kan man afgøre om hvorvidt bakterien er grampositiv eller gramnegativ. Dette siger noget om bakteriens cellevæg-struktur. Når man skal gramfarve, tager man en lille mængde bakterieprøve hen på et objektglas. Man fører så objektglasset hen over en flamme for at fiksere bakterierne på objektglasset. Man kommer nu Krystal violet (lilla farvestof) hen over prøven og lader det stå i 1 min. Herefter skylder man efter med vand. Herefter kommer man Gram-Jod-jod på prøven og lader det stå 1 min. Herefter skylder man igen med vand. Man kommer nu alkohol eller acetone på prøven og lader det stå i 15 sekunder. Man skylder igen efter med vand. Man kommer herefter safranin (rød farvestof) på prøven og lader det stå 1 min. Man skylder igen efter med vand. Man lader prøven tørre. Man kan nu under mikroskopet se om bakterierne er blevet røde eller lilla. De lilla er gram-positive og de røde er gram-negative. 
5) Hvordan kan bakterier identificeres i forhold til dyrkning? 
Her dyrker man bakterien på forskellige type medier og ser om den kan vokse på det pågældende medie eller ej. Man kigger også på koloniernes udseende og deres væksthastighed. Man vurderer også om bakterierne er bevægelige eller ej. 
6) Hvordan kan biokemiske tests bruges til identificering af bakterier? 
Man undersøger bakteriens stofskifteegenskaber ved brug af tests som: Katalase-test, Oxidase-test, Methylrødt-test, Citrat-udnyttelsestest, anaerob/aerob test. 

7) Forklar hvad PCR går ud på
PCR går ud på at op skalere et stykke DNA til meget mere af det samme DNA. Man blander det ønskede DNA-materiale sammen med primere, nukleotider, DNA-polymerase og buffere. Herefter hæves og sænkes temperaturen ved hjælp af en PCR-maskine (termocycler).  I begyndelsen opvarmes reaktionsblandingen til en høj temperatur, typisk mellem 94-98 °C. Dette trin får DNA'et til at smelte (denaturere), hvilket betyder, at de to DNA-strenge adskilles, og dobbeltstrenget DNA bliver enkeltstrenget. Herefter sænkes temperaturen til en optimal værdi for primere at binde til deres komplementære sekvenser på DNA-strengen. Dette kaldes annealingtemperaturen. Primere er kortere DNA-strenge, der "sætter" sig fast til de steder, hvor du ønsker at kopiere DNA. Temperaturen hæves nu til omkring 72 °C, og DNA-polymerase enzymet forlænger primere ved at tilføje nukleotider i en komplementær rækkefølge til den enkeltstrenget DNA-skabelon. Dette trin producerer en ny dobbeltstrenget DNA-kopi. Disse tre trin udgør én cyklus af PCR. Cyklussen gentages normalt 20-40 gange eller flere gange, hvilket resulterer i en kraftig forøgelse af mængden af mål-DNA i reaktionsblandingen
 
8) Forklar hvordan man kan sekvensere DNA
Først skal man have en god mængde DNA klar som man vil analysere. Dette kan eventuelt gøres ved hjælp af PCR. DNA’et blandes sammen med primere, nukleotider, DNA-polymerase og Dideoxynukleotider (terminator baser). Herefter hæves temperaturen af blandingen til 96 grader som gør at DNA-strengene adskilles fra hinanden. Herefter sænkes temperaturen til 50 grader, som gør at primerne sætter sig fast til DNA-strengene. Herefter hæves temperaturen til 60 grader som gør at polymerasen sætter sig på primerne. Så starter polymerasen med at komme nukleotider overfor (kopierer) DNA-strengen indtil der kommer en terminator-base. Når alle de forskellige stykker af kopierede strenge er lavet, sendes de igennem elektroforese. Elektroforesen gør at de korte strenge lægger sig forrest og de længste bagerst. Alle strengenes sidste base kan nu findes fordi de har haft en terminatorbase siddende som er fluorescerende. Når alle stykkerne kommer ind, er de alle startet samme sted, så de er alle ens, blot med forskellige længder. På den måde kan hele strengen bestemmes. Har man fx en streng som er 45 baser lang og med rød terminatorbase på sidste base, ved man at plads 45 er base T. Man kan højest få stykker som er 800 baser lange. Herefter skal man benytte en ny primer som starter et andet sted på DNA-strengen. 
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Her sættes forskellige typer af antibiotikadisks på en agarplade med en bakterie der er spredt ud på hele pladen for at se om bakterien er resistens overfor det givne antibiotikum
