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OVERFJRING AV ANTIBIOTIKARESISTENS I BAKTERIER

TRANSFORMASJON

Overfering av antibiotikaresistens i fra en bakterie til en annen kan skje spontant i naturen.
Dette har i senere tid medfert at en rekke mikroorganismer har oppnadd resistens mot
ulike (ofte multiple) antibiotika og derfor at infeksjoner vanskeligere lar seg behandle.

Overfering av antibiotikaresistens innebeerer at DNA som inneholder et
antibiotikaresistens-gen blir overfert fra en allerede resistent bakterie til en sensitiv
bakterie. Etter overforingen blir den sensitive bakterien ogsa resistent, dvs den kan vokse
og forgke seg i neerveer av det spesifikke antibiotikum. DNA-overferingen kan i naturen
skje enten ved transduksjon, konjugasjon eller transformasjon.

Transduksjon er overfering 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 gjore
bakterien resistent mot respektive antibiotika.

Konjugasjon er direkte overfgring av plasmid DNA (som ofte kan inneholde resistensgener)
fra en bakterie til en annen.

Transformasjon kan skje nar 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 miljget. Man kan imidlertid ogsa gjore bakterier
kompetente til & ta opp fremmed DNA i laboratoriet ved a gjore dem kunstig kompetente:
enten "kjemisk kompetente” eller “elektrokompetente”. Man fremmer kunstig kompetanse
ved a forbehandle bakteriene med for eksempel CaCl, eller DMSO og sjokkfrysing. Det er
en slik kunstig transformasjon vi vil utfere i dette laboratoriekurset.

Sirkuleert DNA (plasmider) blir generelt mer effektivt overfort enn linesert DNA i
kjemisk- eller elektrokompetente celler. Transformasjon brukes ofte for a overfeore nye gener
til en bakterie. Da kan antibiotikaresistens-genet pa plasmidet brukes for seleksjon av
transformanter (Transformanter = de cellene som har fatt overfgrt plasmidet), ved at man
etter sammenblanding av DNA og kompetente celler, og pafelgende DNA-opptak, plater
cellene ut pa et vekstmedium tilsatt det antibiotikum resistensgenet gir resistens mot).

Transformasjonsfrekvens
Antall kolonier man far per ug DNA brukt i transformasjonen.
= antall kolonier hvis 1 ug DNA blir brukt og alt blir spredd ut pa skaler.

PRAKTISK UTFIRELSE

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 / plasmidoverferingen er vellykket vil vi kunne se dette ved en selektiv
vekst av ampicillin-resistente transformanter pa ampicillin-skéler.

Utferelse:
Kompetente E. coli celler ("XL-1") er pé forhand tint pa is i ca 10 minutter.

Hvert lag skal bruke to rer med 25 ul celler i hver, instruktorene deler ut disse rett for
bruk.



Cellene ma brukes relativt raskt, ellers fungerer ikke transformasjonen. Merk begge rgrene
godt med lagnummer og +pUC og -pUC!

Tilsett 1 ul (=0.025 ng) plasmid DNA ("pUC18”) til det ene roret med celler, og ingenting til
det andre roret, og la dette sta pa is i 30 minutter.

Varmesjokk-behandle ved a inkubere begge reorene i 1 minutt pa 42°C.

La std pa is i 2 minutter.

Tilsett 225 ul “SOC medium” og inkuber i 30 minutter pa 37°C.

Spre ut 50 ul fra hvert rer pa hver sin NA plate og 50 ul pa hver sin NA-Amp plate.
Platene skal sa settes i varmeskap og inkuberes ved 37°C over natten.

Dagen etter (pa labgjennomgang):

Vi regner ut transformasjonsfrekvensen ved folgende prosedyre:

Antall kolonier dere har fatt blir oppgitt, og dere kan fa inspisere skalene deres. Multipliser
dette tallet med det antall kolonier du ville ha fatt 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 f&r du transformasjonsfrekvensen, som skrives for eksempel: 1 x 10° cfu / ug pUC 18
DNA. (cfu = colony forming units).

Skriv en kort rapport pa det dere har gjort: mal, intro, utferelse, resultater (beskriv hvordan
koloniene sa ut pa skalen) og diskusjon.
Lever inn en rapport per lag, med alles navn pa, senest tirsdag 6/6-06.

IMMUNOLOGISK PAVISNING oG
KLASSIFISERING AV STREPTOKOKKER VED
AGGLUTINASJONSTEST

HENSIKT

A kunne utfore en immunologiske deteksjon og gruppering av Streptokokker
(ulike arter fra slekten Streptococcus) og tolke resultatene

GENERELT

Mange molekyleerbiologiske, immunologiske metoder bygger pa
samme prinsipp som i kroppens eget immunforsvar. Nar et fremmed antigen som f.eks.
en mikroorganisme invaderer menneskekroppen dannes antistoffer mot denne
mikroorganismen. Slik kan vi ogsd bevisst f4 antistoffer produsert i kanin og mus til
bruk i laboratorietester. Hvis man ensker a lage antistoffer mot et spesielt protein eller
peptid, kan man injisere dette peptidet inn i en kanin. Etter en tid kan man sa tappe
kaninen for blod, og isolere serum som da vil inneholde antistoffer mot det gnskede
peptidet.

De immunologiske metodene bygger pa spesifikke reaksjoner mellom
antistoff (immunglobulin) og antigen. Noen av metodene er f.eks. presipitasjons-,
agglutinasjons- og komplementbindings-metoder.

De to forste metodene benyttes ved mange typer laboraborier, og det er
utviklet en mengde kommersielle kit som bruker antistoff for & pavise spesifikke
forurensere, f.eks. i matvarer eller andre produkter.

I andre enzymimmunologiske metoder brukes antistoff som er
konjugert til et enzym. Man kan da pavise antistoffets binding til et antigen ved a
tilsette et substrat for dette enzymet. Ofte bruker man to antistoff; forst et antistoff som
binder til antigenet (primeerantistoffet), og deretter et antistoff som binder til det forste
antistoffet (sekundeerantistoffet) og som er konjugert til et enzym. Deretter tilsettes



substrat for dette enzymet. P4 denne méten kan man pavise bade tilstedevaerelse av
antigenet, men ogsa tilstedeveerelse av det primere antistoffet. Det siste kan f.eks.
brukes for & 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 pavises antigener som sitter pa overflaten av "partikler" (bakterier,
virus etc.). Nar disse antigenene reagerer med sine spesifikke antistoff (eks. Widals
reaksjon, objektglass agglutinasjon), klumpes partiklene sammen - det dannes
agglutinat. Mye brukt er ogsé 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 4 fa en synlig utfelling (sammenklumping).
Latekspartiklene kan enten ha paheftet antistoff, antigen eller andre spesifikke
komponenter pa sin overflate. Partikler med f.eks. antistoff vil reagere med det
homologe antigen som enten kan veere bundet til celler, eller veere i lasning. Selv med
sma 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
ABCD,F og G. Det er dette klassifikasjonssystemet vi skal benytte i dette
eksperimentet. Vi skal ogsa sammenholde denne klassifiseringen med evnen hos
streptokokkene til & lysere rgde blodceller - hemolyse (se Brock s. 401 for bakgrunn om
Lancefield-grupper og hemolyse).

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

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

I Monostath testen benytter man seg av at de aller fleste Staphylococcus aureus
har to spesielle egenskaper:
Det ene er S. aureus evne til & produsere koagulase, et enzym i celleoverflaten binder
fibrinogen. Det andre er protein A, ogsa et overflateprotein, som har den egenskapen at
det binder seg til Fc delen pa 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 fa en agglutinering p.g.a. bindingen mellom koagulase og fibrinogen eller
protein A og IgG.



STREPTOCOCCAL GROUPING LATEX KIT (PRO-LAB)

Vi skal Kklassifisere Streptokokker basert pa observasjon av evnen hos de utdelte
bakteriene til & utfere hemolyse, samt a4 gruppere dem i Lancefield-grupper med
Streptococcal Grouping Latex Kit (Pro-lab). Full beskrivelse av Kkitet folger bakerst i
heftet. I en klinisk setting, vil klassifisering av en ukjent streptokokk f. eks. fra
pasientmateriale, veere viktig for a korrekt identifikasjon av det sykdomsfremkallende
agens.

Utforelse:

Bakteriene (streptokokker) er dyrket pa en blodagarskdl over natt ved 37°C.
Hvert lag far utlevert to skaler - pd hver skal er det stroket ut en streptokokk som dere
skal forsgke a gruppere i Lancefield.-systemet.
Observer forst hvordan de rgde blodcellene i omradene inntil koloniene har respondert pa
bakterieveksten. Er det soner rundt bakteriekoloniene? Er de klare eller grennaktige?

Lancefield-grupperingstesten utferes praktisk etter produsentens spesifikasjoner (full
beskrivelse er gitt i slutten av dette heftet). Folg protokollen (“TEST PROTOCOL”) som er
innrammet pa side 6. Gjennomfer protokollen en gang for hver av de to streptokokkene
dere har fatt utlevert. Test tube = eppendorfrer. Disposable loop = engangsgse.

Skriv en kort rapport pa det dere har gjort: mal, intro, utferelse, resultater (beskriv hvordan
koloniene sa ut pa skalen, eventuell hemolyse, og resultatet av Lancefield-grupperingen) og
diskusjon. Lever inn en rapport per lag, med alles navn pa, senest tirsdag 6/6-06.
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The positive cantrol is used to check the performance of the indi-
vidual latex reagents. The latex reagent should show obvious
agglutination with the positive control. The positive control is not
used to demonstrate the specificity of the Jatex reagents nor to
ensure that the extraction step was performed correctly and is
functioning

The extract from known strain should agglutinate with homolo-
gous latex reagents. Refer to the list of recommended ATCC refer-
ence strains to be used in the "MATERIALS REQUIRED BUT NOT
PROVIDED" section

As test of absence of autoagglutination the latex reagents should
not show agglutination with normal saline solution

INTERTRETATION OF RESULTS

Lositive results: A significantly rapid strong clumping of the latex
particles to form an agglutination pattern in only one of the latex
reagents indicates specific identification of the streptococcal isolate.
Weak or/and granular reaction with more than one latex reagent
should be ignored. A weak reaction with single latex reagent should
2e repeated using a heavier inoculum. The repeated test is consid-
2red positive if a visible agglutination occurs with only one of the

latex B

{ scheme for grouping

Figure 1 il a

streptococci.
Negative results A milky appearance without any visible agglutina-
tion of the latex particles.

)
BIMITATION OF THE PROCEDURE

N

w

-

w

- False negative or false positive results can occur if inadequate

amounts of culture or extraction reagents are used

The kit is intended for use in identification of beta-haemolytic
streptococci. If an alpha or non-haemolytic streptococci is identi-
fied, the identification should be confirmed by biochemical tests
(5.9) (Refer to suggested scheme for grouping streptococci)

False positive reactions have been known to accur with organisms
from unrelated genera, e.g. Escherichia coli, Klebsiella or
Pseudomonas (3,8). These are likely to non-specifically agglutinate
all latex reagents.

Some strains of Group D streptococci have been found to cross
react with Group G antisera, this strain may be confirmed as
Group D by the bile-esculin test.

Enterococei can be differentiated from Group D streptococci by
biochemical tests. .

EXPECTED VALUES:

Amang the 578 isolates tested by the Prolex!™ at two clinical trial
sites their were 142 group A, 133 Group B, 43 Group C, 32 Group D,
19 Group F, 119 Group G and 90 non-groupable strains. These speci-
mens were from heterogeneous hospital patients and outpatients and
involved isolates from throat swabs, vaginal swabs, cervical swabs,
urethral swabs, nose swabs, penile swabs, hip incision swabs, pus
samples, respiratory samples, blood cultures, and urines.

No attempt was made to relate the results to age, sex or any other

iological factors ing that these isolates represent a sam-

pling of any group of patients.
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* Some strains of group D have been found fo cross react with group G antisera
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