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LAB FRM 2041     29. mai 2006 
 
OVERFØRING AV ANTIBIOTIKARESISTENS I BAKTERIER 
 
TRANSFORMASJON 
 
Overføring av antibiotikaresistens i fra en bakterie til en annen kan skje spontant i naturen. 
Dette har i senere tid medført at en rekke mikroorganismer har oppnådd resistens mot 
ulike (ofte multiple) antibiotika og derfor at infeksjoner vanskeligere lar seg behandle. 
 
Overføring av antibiotikaresistens innebærer at DNA som inneholder et 
antibiotikaresistens-gen blir overført fra en allerede resistent bakterie til en sensitiv 
bakterie. Etter overføringen blir den sensitive bakterien også resistent, dvs den kan vokse 
og forøke seg i nærvær av det spesifikke antibiotikum. DNA-overføringen kan i naturen 
skje enten ved transduksjon, konjugasjon eller transformasjon.  
 
Transduksjon er overføring av DNA til en bakterie via en bakteriofag- (bakterievirus) 
infeksjon. Fag genomet kan inneholde antibiotikaresistens-gener, og hele fag-genomet i 
tillegg til antibiotikaresistens- genet kan integreres i det nye bakteriegenomet og gjøre 
bakterien resistent mot respektive antibiotika.  
 
Konjugasjon er direkte overføring av plasmid DNA (som ofte kan inneholde resistensgener) 
fra en bakterie til en annen.  
 
Transformasjon kan skje når en bakterie tar opp ”nakent” DNA direkte fra omgivelsene 
rundt. Da kalles det at bakterien er ”naturlig kompetent”. Da uttrykker bakterien selv de 
gener den trenger for DNA-opptak fra miljøet. Man kan imidlertid også gjøre bakterier 
kompetente til å ta opp fremmed DNA i laboratoriet ved å gjøre dem kunstig kompetente: 
enten ”kjemisk kompetente” eller ”elektrokompetente”. Man fremmer kunstig kompetanse 
ved å forbehandle bakteriene med for eksempel CaCl2 eller DMSO og sjokkfrysing. Det er 
en slik kunstig transformasjon vi vil utføre i dette laboratoriekurset. 
 Sirkulært DNA (plasmider) blir generelt mer effektivt overført enn lineært DNA i 
kjemisk- eller elektrokompetente celler. Transformasjon brukes ofte for å overføre nye gener 
til en bakterie. Da kan antibiotikaresistens-genet på plasmidet brukes for seleksjon av 
transformanter (Transformanter = de cellene som har fått overført plasmidet), ved at man 
etter sammenblanding av DNA og kompetente celler, og påfølgende DNA-opptak, plater 
cellene ut på et vekstmedium tilsatt det antibiotikum resistensgenet gir resistens mot). 
 
Transformasjonsfrekvens 
Antall kolonier man får per ug DNA brukt i transformasjonen. 
= antall kolonier hvis 1 ug DNA blir brukt og alt blir spredd ut på skåler. 
 
 
 
PRAKTISK UTFØRELSE 
 
Vi skal transformere et plasmid (pUC18) i kjemisk kompetente E. coli celler  
(XL-1). Plasmidet inneholder et gen som koder for resistens mot ampicillin. Dersom 
transformasjonen / plasmidoverføringen er vellykket vil vi kunne se dette ved en selektiv 
vekst av ampicillin-resistente transformanter på ampicillin-skåler. 
 
Utførelse: 
Kompetente E. coli celler (”XL-1”) er på forhånd tint på is i ca 10 minutter. 
Hvert lag skal bruke to rør med 25 ul celler i hver, instruktørene deler ut disse rett før 
bruk. 
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Cellene må brukes relativt raskt, ellers fungerer ikke transformasjonen. Merk begge rørene 
godt med lagnummer og +pUC og -pUC!  
Tilsett 1 ul (=0.025 ng) plasmid DNA (”pUC18”) til det ene røret med celler, og ingenting til 
det andre røret, og la dette stå på is i 30 minutter.  
Varmesjokk-behandle ved å inkubere begge rørene i 1 minutt på 42°C. 
La stå på is i 2 minutter. 
Tilsett 225 ul ”SOC medium” og inkuber i 30 minutter på 37°C.  
Spre ut 50 ul fra hvert rør på hver sin NA plate og 50 ul på hver sin NA-Amp plate. 
Platene skal så settes i varmeskap og inkuberes ved 37°C over natten. 
 
 
Dagen etter (på labgjennomgang): 
Vi regner ut transformasjonsfrekvensen ved følgende prosedyre: 
Antall kolonier dere har fått blir oppgitt, og dere kan få inspisere skålene deres. Multipliser 
dette tallet med det antall kolonier du ville ha fått dersom du hadde brukt 1 ug DNA 
istedenfor 0.025 ng (1ug / 0.000025 ug = 40000) og dersom du hadde spredd ut hele 
transformasjonsvolumet (250 ul / 50 ul = 5), dvs multipliser antallet kolonier med 200 000. 
Da får du transformasjonsfrekvensen, som skrives for eksempel: 1 x 109 cfu / ug  pUC 18 
DNA. (cfu = colony forming units). 
 
Skriv en kort rapport på det dere har gjort: mål, intro, utførelse, resultater (beskriv hvordan 
koloniene så ut på skålen) og diskusjon. 
Lever inn en rapport per lag, med alles navn på, senest tirsdag 6/6-06. 

 
 
 
IMMUNOLOGISK PÅVISNING OG 
KLASSIFISERING AV STREPTOKOKKER VED 
AGGLUTINASJONSTEST 

 
 

HENSIKT 
Å kunne utføre en immunologiske deteksjon og gruppering av Streptokokker 
(ulike arter fra slekten Streptococcus)  og tolke resultatene 
 
GENERELT 
 Mange molekylærbiologiske, immunologiske metoder bygger på 
samme prinsipp som i kroppens eget immunforsvar. Når et fremmed antigen som f.eks. 
en mikroorganisme invaderer menneskekroppen dannes antistoffer mot denne 
mikroorganismen. Slik kan vi også bevisst få antistoffer produsert i kanin og mus til 
bruk i laboratorietester. Hvis man ønsker å lage antistoffer mot et spesielt protein eller 
peptid, kan man injisere dette peptidet inn i en kanin. Etter en tid kan man så tappe 
kaninen for blod, og isolere serum som da vil inneholde antistoffer mot det ønskede 
peptidet.  
 De immunologiske metodene bygger på spesifikke reaksjoner mellom 
antistoff (immunglobulin) og antigen.  Noen av metodene er f.eks. presipitasjons-,  
agglutinasjons- og komplementbindings-metoder.   
 De to første metodene benyttes ved mange typer laboraborier, og det er 
utviklet en mengde kommersielle kit som bruker antistoff for å påvise spesifikke 
forurensere, f.eks. i matvarer eller andre produkter. 
 I andre enzymimmunologiske metoder brukes antistoff som er 
konjugert til et enzym. Man kan da påvise antistoffets binding til et antigen ved å 
tilsette et substrat for dette enzymet. Ofte bruker man to antistoff; først et antistoff som 
binder til antigenet (primærantistoffet), og deretter et antistoff som binder til det første 
antistoffet (sekundærantistoffet) og som er konjugert til et enzym. Deretter tilsettes 
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substrat for dette enzymet. På denne måten kan man påvise både tilstedeværelse av 
antigenet, men også tilstedeværelse av det primære antistoffet. Det siste kan f.eks. 
brukes for å sjekke om man er immun mot en viss mikroorganisme, d.v.s. om man har 
hatt en spesiell sykdom. Hvis man har hatt en infeksjon med en viss type 
mikroorganisme vil man ha antistoffer tilstede i blodet mot denne mikroorganismen. 
 
 
AGGLUTINASJON 
 
Ved agglutinasjon påvises antigener som sitter på overflaten av "partikler" (bakterier, 
virus etc.). Når disse antigenene reagerer med sine spesifikke antistoff (eks. Widals 
reaksjon, objektglass agglutinasjon), klumpes partiklene sammen - det dannes 
agglutinat. Mye brukt er også agglutinasjons-inhiberingsreaksjoner, hvor en registrerer 
hemming av agglutinasjon. 
 
Koagglutinasjon 

 Koagglutinasjon er en spesiell form for agglutinasjon, hvor man bruker spesielle 
partikler (f.eks. lateks-partikler) for å få en synlig utfelling (sammenklumping). 
Latekspartiklene kan enten ha påheftet antistoff, antigen eller andre spesifikke 
komponenter på sin overflate. Partikler med f.eks. antistoff vil reagere med det 
homologe antigen som enten kan være bundet til celler, eller være i løsning. Selv med 
små mengder antigen vil kompleksdannelsen gi en synlig utfelling. 

 Det finnes mange slike tester som brukes til identifikasjon av bakterier, som f.eks.:  
  StreptexR brukes som identifikasjon av streptokokker i Lancefield gruppene 

A,B,C,D,F og G. Det er dette klassifikasjonssystemet vi skal benytte i dette 
eksperimentet. Vi skal også sammenholde denne klassifiseringen med evnen hos 
streptokokkene til å lysere røde blodceller - hemolyse (se Brock s. 401 for bakgrunn om 
Lancefield-grupper og hemolyse). 

  Streptex-systemet bruker en enkel enzymatisk metode for å ekstrahere 
gruppespesifikt antigen fra celleveggen i streptokokkene. Dette antigenet påvises og 
identifiseres ved å bruke et sett med forskjellige latekspartikler som er dekket med 
hvert sitt Lancefield-gruppespesifikke antistoff. Disse lateks partiklene agglutinerer 
meget sterkt i nærvær av homologt antigen. 

  Streptococcal Grouping Latex Kit (Oxoid og PRO-LAB) anvender samme 
prinsipp som Streptex. 

 
  I MonostaphR testen benytter man seg av at de aller fleste Staphylococcus aureus 

har to spesielle  egenskaper: 
 Det ene er S. aureus evne til å produsere koagulase, et enzym i celleoverflaten binder 

fibrinogen. Det andre er protein A, også et overflateprotein, som har den egenskapen at 
det binder seg til Fc delen på antistoff. Lateks-partiklene er dekket med IgG (bundet 
slik at Fc delen stikker ut) og fibrinogen. Blandes partiklene med et isolat av S. aureus 
vil vi få en agglutinering p.g.a. bindingen mellom koagulase og fibrinogen eller 
protein A og IgG. 
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STREPTOCOCCAL  GROUPING LATEX KIT (PRO-LAB) 
  

Vi skal klassifisere Streptokokker basert på observasjon av evnen hos de utdelte 
bakteriene til å utføre hemolyse, samt å gruppere dem i Lancefield-grupper med 
Streptococcal Grouping Latex Kit (Pro-lab). Full beskrivelse av kitet følger bakerst i 
heftet. I en klinisk setting, vil klassifisering av en ukjent streptokokk f. eks. fra 
pasientmateriale, være viktig for å korrekt identifikasjon av det sykdomsfremkallende 
agens. 
 
Utførelse: 
 Bakteriene (streptokokker) er dyrket på en blodagarskål over natt ved 37°C. 
Hvert lag får utlevert to skåler – på hver skål er det strøket ut en streptokokk som dere 
skal forsøke å gruppere i Lancefield.-systemet. 
Observer først hvordan de røde blodcellene i områdene inntil koloniene har respondert på 
bakterieveksten. Er det soner rundt bakteriekoloniene? Er de klare eller grønnaktige? 
  
Lancefield-grupperingstesten utføres praktisk etter produsentens spesifikasjoner (full 
beskrivelse er gitt i slutten av dette heftet). Følg protokollen (”TEST PROTOCOL”) som er 
innrammet på side 6. Gjennomfør protokollen en gang for hver av de to streptokokkene 
dere har fått utlevert. Test tube = eppendorfrør. Disposable loop = engangsøse.  
 
 
Skriv en kort rapport på det dere har gjort: mål, intro, utførelse, resultater (beskriv hvordan 
koloniene så ut på skålen, eventuell hemolyse, og resultatet av Lancefield-grupperingen) og 
diskusjon. Lever inn en rapport per lag, med alles navn på, senest tirsdag 6/6-06. 
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