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Sammendrag

| denne oppgaven undersgkes det om Sinalin™ neuraminsyre pavirker bakterievekst hos
bakteriene Staphylococus aureus og Streptococcus pyogenes, samt om Sinalinsyre er en
stressfaktor som pavirker ekspresjonen av de variable genene sigB og sarA hos S.aureus.
Ekspresjonen av sigB og sarA reguleres av stressfaktorer. Under normale forhold vil
ekspresjonen til de variable genene vere lik normaliseringsgenene, men under stress vil
ekspresjonen til sigB og sarA oppreguleres.

Farst ble det dyrket bakteriekulturer fra de ulike stammene, og laget vekstkurver med og uten
Sinalinsyre ved bruk av absorbansmalinger. For & undersgke om ekspresjonen til de variable
genene blir pavirket av Sinalinsyre, ble det hentet ut praver fra forskjellige faser i vekstkurven
til S.aureus. Disse pravene ble videre analysert med gPCR, hvor ekspresjonen til de variable
genene ble sammenlignet med normaliseringsgenene.

Forsgket viser at tilsetninger av Sinalinsyre ikke hadde betydelig innvirkning pa
bakterieveksten. Ekspresjonen av de variable genene viket ikke fra normaliseringsgenene.
Resultatene tyder pa at Sinalinsyre hverken pavirker bakterievekst hos S.aureus og

S.pyogenes, eller genekspresjon hos S.aureus.
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Forord

Vi vil takke var veileder, Ann-Kristin Tveten med sin eminente kunnskap innenfor fagfeltet.
Veilederens bidrag har lagt alt til rette for gjennomfaring av denne oppgaven. Vi vil ogsa
takke andre ansatte ved Institutt for Biologisk Avdeling som har veert til god hjelp under det

praktiske arbeidet.
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Innledning

Bakgrunn

| oppgaven har vi valgt & skrive om gPCR i mikrobiologi. Dette har vi valgt fordi gPCR er en
metode som er i stor utvikling og i tillegg er veldig framtidsrettet. g°PCR kan erstatte mye
manuelt og tidkrevende labarbeid. Ved bruk av gPCR innenfor mikrobiologi vil man raskere
kunne fa resultater, i stedet for a dyrke bakteriene pa fast eller flytende medium, hvor man

ma inkubere over tid for & kunne fa resultater.

Formal

Formalet med denne oppgaven er todelt. Farst skal vi undersgke om virkestoffet Sinalin™
neuraminsyre gir endret vekst hos luftveispatogenene Staphylococcus aureus og
Streptococcus pyogenes. Videre skal vi undersgke om de variable genene sigB og sarA

uttrykkes under bakterielt stress av Sinalinsyre, ved hjelp av gPCR teknikk.

Problemstilling
Dyrkning av bakterier i flytende medium, nutrient broth, tilsatt ulike konsentrasjoner

Sinalinsyre for a studere vekstkurven.

Hvordan Sinalinsyre pavirker bakterievekst og hvordan stressfaktorer pavirker uttrykningen av

de variable genene sigB og sarA hos S.aureus.

qPCR-analyser brukes til & undersgke hvordan de variable genene utrykkes nar bakterier
dyrkes i medium tilsatt Sinalinsyre. Dette kan vi sammenligne opp mot negative kontroller,

uten tilsatt virkestoff, og sammenligne vekst mot genekspresjon.
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Luftveisinfeksjoner

Luftveisinfeksjoner er de vanligste sykdommene hos alle individer, uansett kjgnn og alder.
Agens kan bade vere virale og bakterielle. | de gvre luftveier vil organismer trenge inn ved
innanding og invadere mucosa. Det kan oppsta gdeleggelse av epitelet, redhet, gdem,
blgdning og eksudat. Kliniske symptomer er rennende nese, nysing og feber.

I nedre luftveier vil virus kunne gi bronkitt, og bakterier gi lungebetennelse. Organismer
innandes, aspireres eller infiserer sar og gir inflammasjon i epitelet, gkt slimproduksjon og
nedsatt ciliefunksjon. Symptomer som kan oppsta er feber, brystsmerter, tungpustethet og
oppspytt. Inflammasjon eller nekrose i epitel kan blokkere deler av luftveiene. Vanlige
patogene bakterier er Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes og Staphylococcus
aureus i gvre luftveier, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp,
Legionella og Coxiella burnetti i nedre luftveier. S.aureus og S.pyogenes er begge velegnet til

undersgkelse av bakteriell vekst i flytende medium grunnet deres gunstige vekstvilkar (1).

Staphylococcus aureus og Streptococcus pyogenes

S.aureus er en gram positiv bakterie som vokser i klaser eller hauger, bakterien er beta-
hemolytisk. S.aureus kalles ofte for gule stafylokokker fra sitt gulaktige utseende ved vekst pa
fast medium. S.aureus finnes som normalflora pa huden, i svelget, i nesen og i endetarmen.
S.aureus er en opportunistisk patogen bakterie, som vil si at den under rette omstendigheter
kan fare til infeksjon og/eller sykdom (2).

S.aureus har veksttemperatur fra 7 til 48°C, optimal veksttemperatur er 37°C og den kan
vokse mellom pH 4,8 og 9,0, hvor optimal vekst foregar mellom pH 6,0 og 7,0. S.aureus kan
produsere enterotoksin i miljg mellom 35 og 40°C og mellom pH 4,8 og 9,0. Bakterien vokser
ogsa ved sveert hgye saltkonsentrasjoner, <20% NaCl, optimalverdi er 0,5 til 4,0% (3).
S.aureus’ evne til virulens gar fra abscesser i overflaten pa huden til dype og systemiske
infeksjoner som osteomyelitis, endocarditis og sepsis. Dette er mulig pa grunn av S.aureus’
store repertoar av toksiner, eksoenzymer, adhesiner og immunkontrollerende proteiner. Disse
virulensfaktorene er trolig regulert som en respons pa vekstkriteriene til organismen in vivo.
Miljgregulering av virulens er relevant fordi S.aureus vanligvis er isolert i nasopharynx hvor

den lever i en kommensialistisk symbiose (4).
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S.pyogenes er en gram positiv bakterie som vokser i kjeder, den er beta-hemolytisk og
katalase negativ. S.pyogenes kommer fra slekten Streptococcus og serogruppen A, derav
forkortes den ofte GAS (Gruppe A Streptokokker). Bakterien er fakultativ anaerob, den har
optimal veksttemperatur ved 37°C og dyrkes enten i luft eller i 5-10% CO2 (5).

S.pyogenes er en “kjottetende” bakterie som produserer et stort antall enzymer som gjor den i
stand til & bryte ned vev og spre seg raskt i en vertsorganisme. Noen av de viktigste enzymene
den bruker er; streptolysin O- og S, som hemolyserer rgde blodceller og dreper hvite,
streptokinase, som oppleser koagulert blod og hyaluronidase, som bryter ned bindevev.

Dessuten kan S.pyogenes danne eksotoksiner som er assosiert med skarlagensfeber (6).

Grunnet S.aureus og S.pyogenes gode vekst er det lett & undersgke pavirkningen de far av
stressfaktorer. Dette kan pavises ved uttrykning av normaliserings- og variable gener ved
hjelp av gPCR.

Bakterielt stress og vekstvilkar

Enhver organismes overlevelse er avhengig av dens tilpasning til miljget den befinner seg i.
For a overleve ekstreme miljgforandringer ma bakterien oppfatte og respondere ved hjelp av
endringer i gen-ekspresjon og proteinaktivitet. Sigma-faktorer har en sentral rolle i denne

reguleringen (7).

Sigma-faktorer er viktige proteiner i transkripsjonsprosessen. Disse bindes reversibelt til en
katalytisk kjerne hos RNA-polymerasen. RNA-polymerase har spesifisitet for en promotor
kombinert med predominant sigma-faktor. RNA-polymerase er enzymet som er ansvarlig for
a gjenkjenne egnede gener under spesifikke miljgforandringer, og danner mRNA transkripter

for nydannelse av proteiner (7,8).

Bakterielle sigma-faktorer forarsaker flere biokjemiske aktiviteter. Disse er; binding til
kjernen, aktivering av promotor-gjenkjenning, DNA-sammenkopling og inhibering av

uspesifikk transkripsjon. Alle sigma-faktorene utfarer i hvert fall de to ferste prosessene (8).
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Sigma-faktorer er dissosierbare subenheter av prokaryotens RNA-polymerase. Sigma-
faktorene bindes til RNA-polymerasens kjerne og former et holoenzym. Holoenzymet
dirigeres til & kjenne igjen DNA-sekvensen, ogsa kjent som promotor. Promotoren uttrykker
starten pa en gensekvens, og nar holoenzymet er dannet skjer promotorgjenkjenningen.

Det er konkurranse mellom sigma-faktorene om de samme regionene pa RNA-polymerasens
kjernekompleks. Derfor deler mange sigma-faktorer felles proteinstruktur (7,8).

Sigma-faktorer er klassifisert i to strukturelle familier; 654 og 670. 670 familien er delt inn i
fire grupper basert pa felles primere sekvenser og struktur. oA star for transkripsjon av gener
for bakterievekst og metabolisme. De resterende gruppene oB, S 0g cE er alternative sigma-
faktorer som regulerer spesifikke fysiologiske prosesser.

070 grupper som bidrar til bakteriens stress-responser er ¢S (gr. 2 sigma-faktor) og oB (gr. 3).
Disse gruppene regulerer proteiner som bidrar til bade bakteriens evne til a respondere til

miljgforandringer samt virulens (7).

oS og 6B er identifisert til generelle stress-respons faktorer i bade gramnegative- og
grampositive bakterier. ¢S faktoren aktiverer ekspresjonen av flerfoldige gener som kreves
for & opprettholde cellens levedyktighet nar veksten flater ut i stasjonzrfase.

oB aktiverer gener som uttrykkes ved eksponering til varme, syre, etanol, salt, stress,
stasjoneerfase, sult, oksygen eller fosfat. Bakteriens tilpasning trenger ogsa gener fra to-
komponents signaloverfgringsfamilien. To-komponent system er bygget opp av histidin
Kinase sensor og en beslektet cytoplasmisk responsregulator. Kollektivt vil disse
proteinparene merke miljgstimuli og initiere tilpassede transkripsjonsprogrammer ved hjelp

av fosforylering (7,9).
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Alle oB-positive organismer ser ut til & dele en lik sB-regulatorisk kjerne, hvor ¢B er bundet i
en inaktiv form ved hjelp av en anti-sigma faktor, RsbW. Defosforylert RsbV som er anti-
anti-sigma faktoren til RsbW, forstyrrer assosiasjonen av ¢B. Den eneste kjente regulatoren
av RsbV/RsbW-interaksjonen i S.aureus er RsbU. RsbU er en medvirkende faktor i
dissosieringen av oB fra RsbW, ved a defosforylere RsbV. Det er vanskelig a ansla rollen til
sigB i S.aureus, men ved tilstedevarelse av rshU mutasjonen kan man se en positiv regulering
av oB funksjonen (10,11).

MazEF er en toxin-antitoxinmodul lokalisert i bakteriens kromosomer. MazE motvirker
MazF. MazF er en sekvensspesifikk mMRNA endoribonuklease som spalter RNA-traden og
initierer til programmert celledgd. MazF responderer pa stress, og det fungerer som en

forsvarsmekanisme som hindrer at bakterier som ikke taler stressfaktorer deler seg (12).

SigB

Hos S.aureus koder sigB-operonen for den alternative sigma faktoren cB og dens regulatorer
for bakteriens evne til & respondere pa miljgendringer som stresser bakterien. Dette gjar den
ved a endre RNA-polymerasens transkripsjons-prosesser. En full modell av B reguleringen
hos S.aureus finnes enda ikke (11).

SigB er viktig for bakteriell tilpasning under langvarig stress, og er ansvarlig for
transkripsjonen av gener som bygger resistens mot varme, oksidativt- og antibiotisk stress. |
den akutte fasen er bakterien avhengig av aktiv agr (accessory gene regulator) og sarA
systemer for & injisere toksiner som forarsaker inflammasjon. SigB nedregulerer aggressive
bakteriefenotyper, og tilstedeveerelse av sigB kan gke ekspresjonen av sarA (13). Aktiviteten
til sigB pavirker produksjonen av virulensfaktorer, biofilm formasjon og intercellular
utholdenhet. Dette genet er mest aktiv under stasjonzrfase, men er ogsa aktiv pa noen gener i

tidlig eksponentiell fase (14).
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SarA

SarA (staphylococcal accessory regulator A) er en viktig regulator for store mengder
malgener som er involvert i virulens, autolyse, biofilm formasjon, stress respons og
metabolske prosesser i S.aureus. SarA koder for et DNA bindende protein som fungerer som
inhibitor eller aktivator for virulensfaktorer. Det er vist at nivaet av sarA er hgyest under
eksponentiell vekst, og synker nar veksten stagnerer. Flere observasjoner viser ogsa at sarA
fungerer som et arkitektonisk protein (15,16,17).

SarA spiller en stor rolle for signaltransduksjon som en respons pa mikroaerob vekst. | tillegg
regulerer sarA toxin-1 gen-ekspresjon og enterotoxin-B produksjon. Genet er bundet til P2 og
P3 promotor lokus pa agr (15).

SarA kan fremsta som en aktivator for agr-ekspresjon. oB faktorer pavirker ikke sarA i noen

seerlig grad og det er vist at deaktivering av sigB ikke forandrer ekspresjonen av sarA (18).

Analyse av bakteriell vekst og gen-ekspresjon

Fluorescensmikroskopi kan brukes til viabilitetsstudier i forbindelse med vekstkurver.
Fluorescensmikroskopi skjer ved hjelp av et optisk mikroskop som bruker ulike
filterkombinasjoner som avgrenser lyskilden slik at spesifikke spektre av lyset treffer
preparatet. Analytten er tilsatt et fargestoff som inneholder fluorkromer, disse fluorkromene
vil i dette tilfellet bindes til de intakte bakteriene, da vil de intakte bakteriene avgi fluorescens

som vil sees som lysende grgnt i mikroskopet (19).

RNA kan isoleres ved flere metoder, men for gen-ekspresjon gnsker man en hgy-kvalitets
RNA-teknologi som kombinerer de selektive bindings-egenskapene til silica-baserte
membraner og spinnkolonner for & isolere RNA-sekvenser opp til 200 baser. Forurensninger
vaskes bort. Til slutt sitter man igjen med rent RNA. Videre gjennomsyres bakteriene for a
stabilisere og beskytte RNA in situ. Dette bevarer mMRNA og muliggjer oppbevaring for
videre analyseringer. RNA omdannes til cDNA far selve gPCR-analysen (20).

10
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Genekspresjon er den prosessen som farer til at en bestemt DNA-sekvens blir overfart til en
bestemt struktur, eller far en bestemt funksjon i en celle. Dette er dannelsen av et genprodukt.
Genekspresjon skjer over flere trinn, og starter med transkripsjonen av DNA til ulike RNA-

produkter. De to vanligste sluttproduktene er funksjonelle RNA-enheter eller proteiner (21).

gPCR

Polymerase Chain Reaction er en metode som anvendes for & amplifisere hele eller deler av
DNA, RNA, mRNA eller cDNA. Metoden utnytter prinsippene med binding og smelting av
komplementare basesekvenser, samtidig som ny syntese av DNA foregar med en templat
DNA-trad som mal.

Oligonukleotid ogsa kalt primer vil sammen med polymerase og temperaturintervaller binde
seg til komplementere nukleinsyrer. Primerne lages slik at de bindes til komplementaere

omrader i malomradet (22).

Kvantitativ PCR analyse er best egnet til bestemmelse av eksakt mengde gnsket DNA. gPCR
baseres pa standardkurver produsert fra kjente templater for a kunne beregne kvantitative

verdier for ukjente prover.

Kvantitativ revers transkripsjons PCR (RT-gPCR) er en PCR-metode som blir brukt nar
startmaterialet er RNA. Her blir RNA transkriptert til komplimentert DNA (cDNA) av
enzymet revers transkriptase (RT). cDNA blir brukt som templat for selve g°PCR-reaksjonen
(23).

Bruker en subtype av kvantitativ PCR analyse, DNA Binding Dye Including Standard Melt.
Her skjer registreringen ved hjelp av signalfargestoffet SYBR Green, bundet til DNA-traden.
Det utgis en termisk profil med amplifikasjons- og smeltekurve. | kvantitative PCR
eksperimenter detekterer instrumentet fluorescensen til en eller flere fargestoff eller en
fluorofor (absorberer spesifikk bglgelengde, eksiterer en lengre bglgelengde) underveis i
syklusene, og en fluorescensverdi er rapportert for hver farge/fluorofor ved hver syklus.

Instrumentet leser av fluorescens underveis i termisk syklus.

11
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Man kan kvantifisere kopinumrene til DNA malsekvenser basert pa CT bestemmelser. CT er
definert som syklusen hvor fluorescenssignalet overgar en signifikant statistisk gkning i
forhold til bakgrunnssignalet (terskelverdien). Terskelsyklusen er omvendt proporsjonal med
logaritmen til det opprinnelige kopinummeret. Desto mer templat tilstede, jo faerre sykluser
trengs for at fluorescenssignalet skal overstige terskelverdien.

Vanlige qPCR eksperimenter bruker standardkurver til & kvantitere mengden av
malsekvensert DNA i en ukjent prave. Det settes opp en plate med en rekke serier for a lage
standardkurve som relaterer templatmengde til CT-verdien. Seriene inneholder kjent kvantitet
pa sekvensen som undersgkes. Programmet bruker da standardkurven til & angi CT verdi pa

ukjent prave.

Ved bruk av SYBR Green for registrering, brukes smeltekurver for a forsikre at utgitt PCR
produkt er amplifisert fra malsekvensen. Amplifiseringsproduktet sees som topper pa en graf,
hvor hver topp sentreres over smeltepunktet (Tm) for gitt produkt. Produkter med
smeltepunkt pa 80°C eller hgyere tilsvarer et starre PCR produkt, og kan fastslas som
spesifikt DNA-produkt. Produkter med smeltepunkt <75°C tilsvarer uspesifikt DNA-produkt,
som primer-dimere (24).

AACT er en god metode for analysering av relative forandringer i genekspresjon. For a bruke
denne metoden kreves det én eller flere normaliseringsgener. Disse genene skal i teorien
uttrykkes konstant i alle prgver. Dersom man bruker to forskjellige normaliseringsgener skal
disse uttrykkes likt opp mot hverandre. Variable gener kan settes opp mot AACT-verdien til et
normaliseringsgen. Ut fra disse verdiene kan det sees om de variable genene har blitt pavirket

av miljgforandring, og har dermed forandret genekspresjonen (25).

12
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Material og metode

Dyrkning av bakterier del |

Ved dyrkning av bakteriene Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae og Haemophilus influenzae ble det brukt nutrient broth (4gr per 450 ml destillert
vann) som flytende medium i sterile erlenmeyerkolber. Her ble det tilsatt bakteriekulturer fra
biobank far inkubasjon over 4 dggn. S.aureus og S.pyogenes rekultiveres sa i nytt flytende
medium i henholdsvis 18 og 24 timer. Det ble brukt 3 paralleller per bakterie (Vedlegg 1).

Dyrkning av bakterier del I1. Vekstanalyse med ulike tilsetninger av Sinalin™
neuraminsyre

Lagde nutrient broth med hgyere konsentrasjon. Det ble brukt 10% mindre vann, dvs
49/405ml. Bakterielgsningene ble rekultivert fra del I. S.aureus ble inkubert i 18 timer og
S.pyogenes i 24 timer far avlesning. Sa ble det tilsatt 9 lgsninger med ulike konsentrasjoner av
Sinalinsyre rett for farste maling. Det ble brukt 2 paralleller (Vedlegg 1).

Tillaging av vekstkurve for Staphylococcus aureus og Streptococcus pyogenes
Bakterieveksten hos de to ulike stammene S.aureus og S.pyogenes ble malt ved bruk av
spektrofotometri, hvor OD ble avlest ved 600nm hver time. 1,5 ml bakteriekultur pipetteres
over til 1,5ml kyvetter, sterilt vekstmedium brukes som blank kontroll. Antall bakterier
estimeres ved bruk av Burker tellekammer og mikroskop for & se sammenhengen

mellom absorbans og antall bakterier (Vedlegg 1, 8, 14, 15).

Prove [M Bakterie [l Tilsatt Sinalinsyre [ljProve B Bakterie B Tilsatt Sinalinsyre |4

1 Spyogenes 1,25ml 1 S.aureus 3,5ml
2 S.pyogenes 1.25ml 2 S.aureits 3,5ml
3 S.pyogenes 1.25ml 3 S.aureis 3,5ml
4 S.pyogenes 1.25ml 4 S.aureus 3,5ml
5 S.pvogenes 1,25ml 5  S.aureus 3,5ml
6 S.pyvogenes 1,25ml 6  S.aureis 3,5ml
7 S.pyogenes 1,25ml 7 S.aureus 3,5ml
8 S.pvogenes 1,25ml 8  S.aureus 3,5ml
9 S.pyvogenes 1,25ml 9  S.aureus 3.5ml
Kontroll S.pyogenes Oml, Kontroll  S.aureus Oml,

Tabell: Oversikt over prgver med tilsatt lasning med ukjent konsentrasjon av Sinalinsyre.
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RNeasy prosedyre

Flytende bakteriekultur ble overfart til eppendorf-rgr. Prgvene ble sentrifugert, supernatanten
ble fjernet og deretter tilsatt RNIlater for prgven ble oppbevart ved 4°C til RNA ble isolert.
Sentrifugerte sa eppendorf-rar med prave, helte av supernatanten og fjernet forsiktig
resterende medium. Videre ble RLT buffer tilsatt og brukte sa vortex. Overfarte lgsningen fra
eppendorf-rer til 2ml Safe-Lock rer med 5mm stalkule, brukte TissueLyser for a lysere
bakteriecellene. Sentrifugerte og overfarte supernatanten til nytt rar. Det ble tilsatt 96% etanol
til lysatet. Overfarte sa lysatet til RNeasy spinn-kolonnen, sentrifugerte og helte av veesken i
samlergret. RNA samles i filteret pa Spin-kolonnen. Tilsatte deretter RV1 og RPE-buffer,
sentrifugerte og helte av vaesken i samlergret. Siste sentrifugeringen var lengre for a tarke ut
spinn-kolonne membranen for at ingen rest-etanol inhiberer RNA-elueringen. For & fa ut alle
rester av RPE buffer ble spinn-kolonnen plassert i et nytt 2ml samlergr og sentrifugert.
Plasserte spinn-kolonnen i et nytt eppendorf-rar, tilsatte RNase-fritt vann direkte til
membranen og sentrifugerte. Til slutt ble prgvene fryst ned (Vedlegg 2).

gPCR
Det ble brukt to forskjellige gPCR metoder, ved den ene metoden ble RNA syntetisert til
cDNA pa forhand, mens pa den andre skjedde cDNA syntese og PCR amplifikasjon i samme

steg.

To-stegs metode:

Primere fortynnet med nuklease-fritt vann. Lagde mastermix med SYBR green med 4
primerpar, gyrB, gmk, sigB og sarA. Blandet med nuklease-fritt vann og med cDNA. GyrB
og gmk er normaliseringsgener mens sigB og sarA er variable gener. Alle prgvene ble
analysert i paralleller, dette inklusiv 2 negative kontroller per primer (Vedlegg 4, 18).
Programmet vi brukte inneholdt en Hot Start pa 5 minutter ved 95°C. Amplifikasjonen pa 40
sykluser inneholder et steg pa 95°C i 10 sekunder, 58°C i 30 sekunder og 72°C i 1 minutt.
Melt fasen inneholder en syklus med 95°C i 30 sekunder, 62°C i 30 sekunder og 95°C i 30
sekunder (Vedlegg 16).
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Ett-stegs metode:

Primere fortynnet med nuklease-fritt vann. Lagde mastermix med SYBR green med 4
primerpar, gyrB, gmK, sigB og sarA. Denne mastermixen inneholdt revers transkriptase
(gscript onestep RT). Blandet mastermix med RNA templat i brennene pa mikrotiterplaten.
Alle prgvene ble analysert i paralleller, dette inklusiv 2 negative kontroller per primer
(Vedlegg 5, 18).

Programmet vi brukte inneholdt en revers transkriptase (RT) pa 10 min ved 50°C. Hot Start
pa 5 minutter ved 95°C. Amplifikasjonen pa 40 sykluser inneholder et steg pa 95°C i 10
sekunder, 58°C i 30 sekunder og 72°C i 1 minutt. Melt fasen inneholder en syklus med 95°C i
30 sekunder, 62°C i 30 sekunder og 95°C i 30 sekunder (Vedlegg 17) (26).

cDNA syntese

Ferdig syntetisert RNA er plassert pa is. Blandet og sentrifugerte kort for & samle materiale i
bunnen av eppendorf-rgrene. Tok gScript cONA SuperMix i reaksjonsbrgnner, sammen med
RNA templat og gqScript RT. Totalvolumet i brgnnene er 20uL. Brukte vortex og sentrifugerte
prgvene lett for inkubasjon. Inkuberte pa “PCR maskin” (Vedlegg 3) (27).

Maling av levende og dade bakterier

Praver tilsatt Sinalinsyre ble tatt ut fra annenhver maling av bakteriekonsentrasjon for &
undersgke ratio mellom dade og levende bakterier. Det ble brukt fluorescens mikroskop som
kan ta opp fluorescens fra 3.34 mMSY TO®9nucleicacid-stain som ble tilsatt bakteriene i en
fortynning pa 1:10. De levende bakteriene vil bindes til fargestoffet (Vedlegg 6) (28).
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AACT

Bruker gjennomsnittlig CT verdi for normaliseringsgener; gyrB og gmk og gjennomsnittlig
CT for variabelt gen sarA. Bruker dermed fire verdier. (TE): Variabel genekspresjon,
eksperimentelt. (TC): Variabel genekspresjon, kontroll. (HE): Normal genekspresjon,
eksperimentelt og (HC): Normal genekspresjon, kontroll.

Deretter regnes forskjellen pa TE og HE, (TE-HE) og forskjellen pa TC og HC. (TC-HC).
Dette vil bli ACT, eksperimentelt (ACTE) og kontroll (ACTC). Deretter kalkuleres forskjellen
mellom ACTE og ACTC, (ACTE- ACTC). Da har man dobbel-delta CT-verdien (AACT). Ved
a ta 2"24CT vil sammenhengen bli lineaer og ikke eksponentiell, slik som CT verdiene framstar
originalt (29).

Formel:
(TE—HE)

= ACTE — ACTC = 2~ 44¢T
(TC-HC)

AACT =
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Resultat

Bakterievekst etter tilsatt Sinalin™ neuraminsyre
Vekstkurve for Streptococcus pyogenes og Staphylococcus aureus tilsatt Sinalinsyre over
henholdsvis 6 og 8 malinger. Malingene er avlest spektrofotometrisk ved 600nm. Verdiene er

plottet inn i hver sin graf som viser sammenhengen (Vedlegg 9, 10).

0:5

0.48

Figur R-1. S.pyogenes med tilsatt Sinalinsyre i ulike konsentrasjoner: lgsning 1: svart,
lgsning 2: rad, lgsning 3: bla, lgsning 4: grann, lgsning 5: lilla, lgsning 6: gul, lgsning 7:

oransje, lgsning 8: turkis, lgsning 9: gra, kontroll: rosa.
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Figur R-2. S.aureus med tilsatt Sinalinsyre i ulike konsentrasjoner: lgsning 1: svart, lgsning

2: rad, lgsning 3: bla, lgsning 4: grenn, lgsning 5: lilla, lgsning 6: gul, lgsning 7: oransje,

lgsning 8: turkis, lgsning 9: gra, kontroll: rosa.
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gPCR-analyse

CT verdier.

RT-gPCR-analyse ga CT verdiene vist i Tabell R-1. Vi har tatt medianen av de to parallellene
for hver prgve. CT-verdien er antallet sykluser kjgrt hvor fluorescenssignalet fra
malsekvensen overgar bakgrunnsstralingen (Vedlegg 13).

Tabell R-1. CT-verdier, median.

1 10,99 12,12 10,85
2 10,84 11,78 0.87
3 1139 1237 10,79
4 11,78 12,34 10,78
5 11,81 12,63 10,93
6 11,14 123 10,73
i 112 12 52 10,78
g 11,42 12,34 10,65
9 11.1 12.8 11,08
10 12,07 13.4 11.2)
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Termisk profil

Amplifikasjons- og smeltekurve for normaliseringsgen, gyrB. Amplifikasjonskurven viser
hvor fluroescenssignalet overstiger bakgrunnsstralingen. Smeltekurven viser spesifisiteten til

produktene. Termisk profil for gmk, sigB og sarA er i vedlegg (Vedlegg 20, 21, 22).

Amplification Plots

1000

Fluorescence (AR)

5 10 15 0 15 30 35
Cycles

Melt Curve - Raw/Derivative Curve

1200

Fluorescence (-R'(T))
5 8 8 B B

=1

65 T0 5 80 85 90
Temperature (°C)

Figur R-2. GyrB. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 98(AR).

20



@NTNU

Norwegian University of
Science and Technology

AACT

AACT viser forholdet mellom de ulike malgenene. For a finne AACT brukte vi

gjennomsnittlig CT-verdi for eksperimentelle prever og for kontroll til hvert malgen.

«Expression Fold Change» viser forholdet mellom to gener linezrt. Vi satt opp AACT for

hvert av de normaliseringsgenene mot variabelt gen, sarA og de normaliseringsgenene mot

hverandre.

Verdier brukt for AACT;

CT for gyrB, eksperimentelt: 11,33. CT for gyrB, kontroll: 12,07
CT for gmk, eksperimentelt: 12,36. CT for gmk, kontroll: 13,4
CT for sarA, eksperimentelt: 10,71. CT for sarA, kontroll: 11,2

Tabell R-4: AACT: gyrB mot sarA

A BlsarA Average Experimental E At'eragtel ct Average Control | Average Control ACt Value ACt Value Delta Delta | Expression
gyroisar: Ct Value xPer\I:mlen a Ct Value Ct Value (Experimental) (Control) Ct Value Fold Change
‘alue
TE HE TC HC ACTE ACTC AACH 24-AACH
Housekeeping 1133 12,07
Gene
-0.62 -0.87 0,25 0,840896415
Gene being -
10,71 11.20
Tested ! }
Tabell R-5: AACT: gmk mot sarA
mi/sarA Average Experimental Ex :i:::::;l ct Average Control | Average Control ACt Value ACt Value Delta Delta | Expression
Ik Ct Value P Val Ct Value Ct Value (Experimental) (Control) Ct Value Fold Change
alne
TE HE TC HC ACTE ACTC AACt 27-AACE
Housekeepi
ousekeepiig 1236 13.40
Gene
-1.65 2,20 0.55 0.683020128
Gene being . 5
Tested 10.71 11,20
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Tabell R-6: AACT: gyrB mot gmk

Bl Average Experimental E .-\‘:eraze e Average Control | Average Control ACt Value ACt Value Delta Delta | Expression
eviBlgmk Ct Value Iper‘lvmlem’a ' Ct Value Ct Value (Experimental) (Control) Ct Value Fold Change
alue
TE HE TC HC ACTE ACTC AACt 27-AACt
Housekeeping 5
Gene (2yrB) - 1133 - 12,07
1.03 133 -0.30 1231144413
Housekeeping .
Gene (guk) 12,36 13.40
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Diskusjon

Bakterievekst ved tilsetting av Sinalin™ neuraminsyre

Dette forsgket ble utfert pa vegne av Viiral AS for & undersgke hvordan Sinalinsyre pavirker
bakterievekst. For Staphylococcus aureus sammenlignes vekst for S.aureus tilsatt Sinalinsyre
(Vedlegg 9). Resultatene viser at negativ kontroll (prave 10) ligger litt hgyere enn prgvene
tilsatt ulike konsentrasjoner Sinalinsyre (prgve 1-9) (Figur R-2). Hos Streptococcus
pyogenes viser resultatene samme trend som hos S.aureus (Vedlegg 10). | pravene

tilsatt Sinalinsyre (preve 1-9) er det hgyere konsentrasjon ved de to farste malingene, men
etter 2 timer faller konsentrasjonen pa alle pravene. Mot slutten har prgvene med
Sinalinsyre lavere konsentrasjon enn negativ kontroll (prave 10) (Figur R-1).

Resultatene fra dette forsgket tilsier at Sinalinsyre ikke pavirker bakterieveksten til S.aureus
og S.pyogenes grunnet minimal forskjell i bakteriekonsentrasjon mellom prgvene og negativ

kontroll.

Uttrykning av de variable genene sigB og sarA, og normaliseringsgenene gyrB
0og gmk

To forskjellige metoder ble benyttet under gPCR-analyseringen. Den ene metoden var to-
stegs metoden, hvor det isolerte RNA (Vedlegg 2) ble syntetisert til cDNA (Vedlegg 3). Det
ferdig syntetiserte cDNA ble deretter benyttet som templat for gPCR-analysen (Vedlegg

4). Den andre metoden som ble brukt var ett-stegs metoden (prosedyre 5). Ved denne
metoden ble RNA-et direkte tilfart under g°PCR-analysen. Syntetiseringen av cDNA er en
funksjon av gPCR-programmet. Ett-stegs metoden ga tydelig bedre resultater, derfor

fokuseres det pa resultatene fra denne metoden.

Genekspresjon ble undersgkt basert pa 4 forskjellige gen, 2 normaliseringsgen, gyrB og gmk,
0g 2 variable gen, sigB og sarA. Disse genene skal generelt sett uttrykkes likt, men de
variable genene vil under bakterielt-stress uttrykkes forskjellig fra normaliseringsgenene.
Dette kan sees ved at CT-verdiene til de variable genene vil avvike fra
normaliseringsgenene. For a se stabiliteten i forsgket sammenlignes uttrykket mellom

normaliseringsgenene.
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AACT-verdiene viser at variabelt gen sarA er noe oppregulert i forhold til
normaliseringsgenene gyrB og gmk. Smeltepunktskurvene til genene gyrB, gmk og sarA viser
at produktene er spesifikke (Vedlegg 20, 21, 22 og Figur R-2). Stabiliteten til forsgket kan
sees pa AACT-forholdet til gyrB/gmk. Under teoretiske forhold skulle disse uttrykkes likt,
men resultatet viser en liten variasjon, men de er stabile. Dette er en svakhet i forsgket.
Variasjonen i uttrykket mellom normaliseringsgenene er nesten like stort som

mellom gyrB/gmk og sarA. Dette indikerer liten grad av bakterielt stress (Tabell R-4, R-5, R-
6).

Resultatet viser at CT-verdiene pa primerne gyrB, gmk og sarA hadde relativt hgy presisjon,
mens sigB primeren stort sett ga falskt positive verdier. Dette kan gi en indikasjon pa

at primer designet til sigB har pavirket resultatet. Dette skjer ved at SYBR green ikke far
bundet seg til primer, da vil primerne bindes til hverandre og dannet et falskt positivt

resultat.

Det oppsto en del falske positive resultater, spesielt hos sigB primeren. De aller fleste falskt-
positive kom etter 30 sykluser. Dette kunne veert unngatt ved a kjgre analysen pa et program
med faerre amplifikasjons-sykluser, eller ved a tilsette mindre RNA. Mengden RNA pavirker

sannsynligvis resultatet i liten grad i dette tilfellet.

Smeltekurven brukes for & bestemme om produktet som er amplifisert kommer fra
malsekvensen. Prgvene med toppunkt <75°C i smeltepunktskurven er ekskludert. Disse
prgvene er falske positive. Alt resultat som ligger i dette omradet er uspesifikt, disse svarene
er mest sannsynlig et resultat av primer dimere. Prgvene med topp >75°C er spesifikke. Disse
resultatene er beholdt. Resultatene viser at produktene fra sigB er uspesifikke, i tillegg til at
disse uttrykkes mye senere i amplifikasjonskurven, i forhold til gyrB, gmk og sarA (Vedlegg
21, 23).
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SigB er en viktig faktor for bakteriell tilpasning under langvarig stress. SigB koder for sigma-
faktor B. oB aktiverer gener som uttrykkes ved eksponering til bl.a. stress og stasjonarfase.
| 6B positive organismer er oB bundet inaktivt til RsbW. oB aktiveres ved at RsbU positivt

regulerer oB aktiviteten (12).

Ekspresjonen av sarA vil kunne gke ved gkt sigB ekspresjon. sarA koder for et DNA-
bindende aktivator-/inhibitorprotein for virulens. Under stress vil sarA respondere med gkt
ekspresjon. Dette skjer for at bakterien skal kunne fortsette a regulere produksjon av
virulensfaktorer ved miljgendringer. Resultatene vare viser en klar tilstedeveerelse av sarA.
Resultatene er veldig presise. Praven uten Sinalinsyre varierte ikke fra prgvene med tilsetning
av lgsninger, dermed har ikke sarA-ekspresjonen gkt pa grunn av de tilfarte stress- og

miljgfaktorene bakteriene var utsatt for.

Det var sma forskjeller pa vekstkurvene til prgvene tilsatt Sinalinsyre sammenlignet med
negativ kontroll. Dette kan forklare at variabelt gen sarA ikke er betydelig pavirket av
stressfaktorer. Ekspresjonen av normaliserings- og de variable genene hadde lav variasjon.

Dette kan sees i sammenheng med at vekstkurvene ogsa var lite pavirket.
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Konklusjon

Malet for oppgaven var & se om Sinalin™ neuraminsyre pavirker vekst av
bakteriene Staphylococcus aureus og Streptococcus pyogenes og undersgke om Sinalinsyre er
en stressfaktor som opp- eller nedregulerer ekspresjonen av de variable genene sigB og sarA

hos S.aureus.

Grunnet at var forskning er begrenset med lav kvantitet av prgver, kan man ikke konkret
fastsla at Sinalinsyre pavirker vekstvilkarene til bakteriene. Alt resultat den utfarte
forskningen har gitt viser at Sinalinsyre ikke fremmer bakterievekst

hos S.aureus og S.pyogenes.

Det kan ikke konkluderes at ekspresjonen av sigB pavirkes av Sinalinsyre pa grunn

av manglende resultat forarsaket av metodiske faktorer. Ved a teste ut ulike typer
primerdesign for sigB kunne dette gitt konkrete resultater. Variabelt gen sarA var noe
oppregulert i forhold til normaliseringsgenene, men variasjonene i uttrykket mellom
normaliseringsgenene tyder pa at denne oppreguleringen er ubetydelig. Vi kan derfor
konkludere med at Sinalinsyre ikke endrer uttrykket av sarA eller forarsaker bakterielt stress.
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Vedlegg

Prosedyrer
Vedlegg 1: Dyrkning av Streptococcus pneumoniae. Streptococcus pyogenes.
Staphylococcus aureus og Haemophilus influenzae.
Del I: Dyrkning av bakterier uten tilsetninger.
Notat: Brenn dpningen pa erlenmeyerkolbene far og etter inseminering og uttak av
bakteriene.
o Lag NB (4g, 450ml) Autoklaver for tilsetning av bakterier
e Tasmultringer med nedfryste (inaktiverte) bakterier i NB, sett i varmeskap (35°C)
i ca 4 dagn.
o Rekultiver med 3 ulike konsentrasjoner; 1, 2 og 3 ml bakterielgsning i 49, 48 og 47 ml
NB (autoklavert). Dvs 4x3 lgsninger til rekultivering.
« Rekultiver S.pyogenes, S.pneumoniae og H.influenzae i 24 timer. Og S.aureus i 18
timer, pga hgy vekst.
« Mal bakterievekst ved 600nm, 1 cm lysvei i spektrofotometer hver time, opptil 12
malinger.
o Bruk NB som blank og auto-zero med blank-blank.
o Konsentrasjoner: S.aures: 1:49 ml. S.pyogenes: 1:49 ml. S.pneumoniae: 3:47
ml. H.influenzae: 3:47 ml.
 Tell bakterier i tellekammer for a se sammenhengen mellom gkning i ABS og gkning i
antall bakterier.
« Ingen vekst hos S.pneumoniae og H.influenzae i dette mediet, derfor sjekket vi ikke
disse opp mot Viiral Igsningene.

o Lag standardkurve til S.aureus og S.pyogenes uten tilsetninger.
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Del 11: Med tilsetninger av Sinalinsyre™ neuraminsyre fra Viiral AS nesespray

o Lag NB med hgyere konsentrasjon. 10% mindre vann, dvs 4 g/405ml. Dette er fordi vi

skal fortynne med 9 ulike lgsninger m/ Sinalinsyre fra Viiral nesespray.
« Ta bakterielgsning fra forrige maling opp og rekultiver disse.
e S.aureus: 1:49 ml. S.pyogenes: 2:18 ml
o Inkuber S.aureus i 18 timer, S.pyogenes i 24 timer fgr avlesning.

 Tilsett vi 1,25 ml lgsning i S.pyogenes og 3,5 ml i S.aureus rett far farste maling

e 9praver, 2 kontroller. Alt dette i 2 paralleller.
e Auto-zero med NB og tilsvarende mengde fysiologisk saltvann som lgsning i

prgvene.

« Lesav ABS og lag vekstkurve med 8 malinger for S.aureus og 6 malinger for

S.pyogenes.
e Pravene fra time 2 og siste (8 og 6) for hver

bakterie pippeteres til eppendorfrer til gPCR-analyse, legg prevene i kjaleskapet.

« Oddetallsmalinger ble tatt vare pa til fluorescensmikroskopering for a ansla

levende/dgde bakterier.
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Vedlegg 2: RNeasy Prosedyre.
Flytende bakteriekultur i eppendorf-rar. Sentrifuger, hell av supernatanten og

tilsett RNIlater reagens. Kjgl ned.

1. Haen 5mm stalkule i hvert 2ml-Safe-Lock rar.

2. Sentrifuger Eppendorf-rar med prgve i 5 minutter ved 500g i 4 °C. Hell

av supernatanten og fjern forsiktig resterende medium.
Notat: Gjenvarende medium vil forstyrre lyseringen og fortynne lysatet. Dette vil
pavirke binding til RNeasy-membranen samt redusere RNA-utbytte.
(Sentrifugering senere i prosedyren krever 20-25 °C).

3. Tilsett 700ul av RLT-buffer, vortex i 5-10 sekunder.

Notat: Pelleten ma vare fullstendig opplast i RLT-buffer.

4. Overfar lgsningen fra Eppendorf-rar til 2 ml Safe-Lock rgr med 5 mm
stalkule. @delegg bakteriecellene med TissueLyser i 5 minutter ved maks hastighet.

5. Sentrifuger i 10 sekunder ved maksimal hastighet. Overfar supernatanten til nytt rar,
volumet av rgret ma veere minst det dobbelte av buffer volumet.

6. Ansla volum av supernatanten. Tilsett tilsvarende volum med etanol 96%, bland med
pipette.

Etter tilsetning kan det oppsta utfellinger, dette vil ikke pavirke RNeasy prosedyren.

7. Overfar opp til 700ul lysat, inkluder mulige utfellinger som kan ha forekommet til
en RNeasy spinn-kolonne, som er plassert i et 2ml samlergr. Lukk lokket forsiktig og
sentrifuger i 15 sekund > 10 000 rpm. Hell ut vaesken fra samlergret.

Notat: Dersom det er over 700ul lysat, sentrifuger delmengdene etter hverandre,
gjennom RNeasy spinn-kolonnen. Fjern vaesken i samlergrene etter hver
sentrifugering.

Gjenbruk samlergret i trinn 8.

8. Tilsett 700 ul RV1-buffer til RNeasy spinn-kolonne. Lukk lokket forsiktig igjen og
sentrifuger i 15 sekund > 10 000 rpm, for a vaske spinn-kolonne membranen. Hell ut
veesken fra samlergret.

Notat: Fjern RNeasy spinn-kolonnen fra samlergret etter sentrifugering, sann at
kolonnen ikke kommer i kontakt med veesken i samlergret.

Gjenbruk samlergret i trinn 9
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9. Tilsett 500 pl RPE Buffer til RNeasy spinn-kolonnen. Lukk lokket forsiktig og

10.

11.

12.

sentrifuger i 15 sekund > 10 000 rpm for & vaske spinn-kolonne membranen. Hell ut
veaesken fra samlergret.

Notat: RPE bufferen kommer som konsentrat, ver sikker pa at etanol er tilsatt
bufferen far bruk.

Gjenbruk samlergret i trinn 10.

Tilsett 500 pl RPE Buffer til RNeasy spinn-kolonnen. Lukk lokket forsiktig og
sentrifuger i 2 minutt > 10 000 rpm for & vaske spinn-kolonne membranen.

Den lange sentrifugeringen tarker ut spinn-kolonne membranen, dette sgrger for at
ingen etanol blir overfgrt under RNA-eluering. Rest-etanolen kan

forstyrre nedstrgmsreaksjoner.

Notat: Fjern RNeasy spinn-kolonnen fra samlergret etter sentrifugering, sann at
kolonnen ikke kommer i kontakt med veesken i samlergret. Ellers vil overfaring av
etanol kunne oppsta.

Plasser RNeasy spinn-kolonnen i et nytt 2ml samlergr og hell ut veesken fra det gamle
samlergret. Lukk lokket forsiktig igjen og sentrifuger ved maks hastighet i 1

minutt. Utfar dette steget for a eliminere mulige overfaringer av RPE buffer, samt for
a fjerne eventuelle vaeske-rester fra utsiden av RNeasy spinn-kolonnen.

Plasser RNeasy spinn-kolonnen i et nytt Eppendorf rar, tilsett 30-50 ul RNase-fritt
vann direkte til spinn-kolonne membranen. Lukk lokket forsiktig igjen og sentrifuger i
1 minutt > 10 000 rpm for & eluere RNA.

Frys ned pravene ved minus 20 °C. Nar pragven er fryst, legg de i minus 80°C.
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Vedlegg 3: CDNA syntese.

1. qgScript cDNA Supermix 4pl

2. gScript RT 1pl

3. RNA templat 15ul

4. Inkubasjon pa PCR maskin
e 5 minutter ved 25°C
e 30 minutter ved 42°C
e 5 minutter ved 85°C
e Hold ved 4°C

Vedlegg 4: qPCR.
Primer konsentrasjon er 100 uM
1. Brukslgsning for primere; bland 10ul primer med 90pl nuklease-fritt vann. VVortex og
spinn.
2. Mastermix for primerpar;
gyrBf og gyrBr, gmkf og gmkr, sigBf og sigBr, sarAf og sarAr.
e 7,5ul SYBR green,
e 1 plav hver primer-brukslgsning, dvs. 2 ul, reverse og forward.
e 4.5 ul nuklease-fritt vann.
e 1ulcDNA
Vortex og spinn etter tilblanding.
3. Bruker mikrotiterplate. 1 brgnn per prgve. Hver prgve testes mot hver primer i 2
paralleller.

4. Negativ kontroll mot hver primer i 2 paralleller.
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Vedlegg 5: qScript™ One-Step SYBR® Green gRT-PCR Kit, Low ROX™,
1. Brukslgsning for primere; bland 10ul primer med 90ul nuklease-fritt vann. Vortex og
spinn.
2. Mastermix for primerpar;
gyrBf og gyrBr, gmkf og gmkr, sigBf og sigBr, sarAf og sarAr:
o One step SYBR green mix — 12,5 pl
o Forward primer (10 uM) — 0,75 pl
o Reverse primer (10 uM) — 0,75 pl
o Nukleasefritt vann — 6 pl
o qscript onestep RT (revers transcriptase) — 1 ul
o RNA templat —4 pl
Vortex og spinn etter tillaging.
3. Bruker mikrotiterplate. 1 brgnn per prave. Hver prgve testes mot hver primer i 2
paralleller.

4. Negativ kontroll mot hver primer i 2 paralleller.

Vedlegg 6: Maling av levende/dgde bakterier pa fluorescensmikroskop.
1. Farg bakterielgsning ved a fortynne 3.34 mMSY TO®9nucleicacid-stain 1:10
med nukleasefritt-vann.
2. 5 pl bakterielgsning med 2 pl fortynnet farge. Sentrifuger lett.
3. Mikroskoperer med fuorescensmikroskop. (Gregnne er levende bakterier, oransje er
dede bakterier).
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Tabeller
Vedlegg 7: (Tabell 1). Telling og maling av S.pyogenes og S.aureus. Telling av antall celler,

og maling av absorbans.

Time, telling B S.pyogenes Ed S.aureus B Time B S.pyogenes B2 S.aureus
1 67 443 1 0,313 0,421
2 88 567 2 0,492 0,51
3 110 650 B 0,382 0,536
4 156 643 4 0,334 0,585
5 369 667 5 0,332 0,606
(] 240 631 6 0,332 0,638
7 205 728 7 0,395 0,672
8 178 628 8 0,333 0,71
9 155 638 9 0,327 0,701
10 193 661 10 0,344 0,735
11 194 623 11 0,35 0,75
12 172 741 12 0,356 0,767

Vedlegg 8: (Tabell 2). Vekstkurve tabell for S.pyogenes og S.aureus:

Time u S.pyogenes 1 u S.pyogenes 1 ﬂ S.pyogenes 3 n S. aureus 1 u S.aureus 2 ﬂ S. aureus 3 u
1 0,317 0,332 0,361 0,344 0,292 0,358
2 0,356 0,386 0,381 0,425 0,481 0,478
3 0,395 0,391 0,401 0,495 0,478 0,509
4 0,39 0,394 0,389 0,519 0,531 0,533
5 0,391 0,39 0,394 0,543 0,543 0,556
[} 0,392 0,397 0,4 0,594 0,575 0,587
7 0,409 0,397 0,401 0,617 0,613 0,62
0,626 0,623 0,648
9 0,632 0,637 0,638

10 0,648 0,655 0,658
11 0,657 0,673 0,67
12 0,68 0,696 0,691
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Vedlegg 9: (Tabell 3). Viser resultat for absorbansmaling av S.aureus etter tilsatt Sinalinsyre.

S.aureus

Parallell 1

Miling Bl Losning 15 2 [ - K] [ - HBs - I3 B~ Hs
1 0,424 0,355 0,369 0,435 0.399 0,421 0.458 0,456 0.443 047
2 0,43 0,391 0.377 0,457 0.448 0,462 0.503 0,485 0471 0.52
3 0,449 0,401 0,382 0,447 0,469 0,472 0,52 0,501 0,484 0,534
4 0,472 0,428 0,404 0,469 0.5 0,498 0,558 0,534 0,504 0,567
5 0,489 0,438 0,423 0,472 0,495 0,516 0,573 0,545 0,535 0,581
6 0.5 0,455 0,419 0,473 0,536 0,528 0,591 0,572 0,53 0,608
7 0.551 0,494 0.441 0,501 0,546 0,565 0,538 0,612 0.549 0,633
8 0,566 0,503 0,439 0,509 0,556 0,577 0.661 0.63 0.561 0,649,

S.aureus

Parallell 2

Miling Bl Losning 158 2
1 0.411 0,438 0,405 0,395 0,483 0,481 0,488 0,523 0,503 045
2 0,438 0,405 0,395 0,483 0.481 0,488 0.523 0,503 0.485 0.51
3 0,44 0,421 0,395 0,487 0.491 0,5 0.538 0,522 0,499 0,53
4 0,467 0.451 0,421 0,496 0,52 0,539 0,58 0,547 0,532 0,561
5 0,48 0,479 0,42 0,498 0,523 0,571 0,584 0,57 0,541 0,585
6 0,506 0,493 0,455 0,504 0,535 0,575 0,635 0,582 0,543 0,606
7 0,534 0,525 0,456 0,526 0,564 0,613 0,65 0,618 0,561 0,634
8 0,545 0,537 0,455 0,53 0,572 0,661 0,671 0,635 0,575 0,641

Vedlegg 10: (Tabell 4). Viser resultat for absorbansmaling av S.pyogenes etter tilsatt

Sinalinsyre.

S.pyogenes

Parallell 1

Miling B Lesning §d 2 B3 B4 [+ [~ I [+ ol [+ B Elo Bd Kontroll K4
1 0386 0,373 0411 0403 0414 0405 0436 0406 0424 0424
2 0444 0431 0457 0473 0,466 0479 0,492 0470 0477 0492
3 0368 0,362 0377 0.391 0410 0,383 0421 0401 0411 0416
4 0,369 0.368 0,378 0.391 0417 0395 0418 0,403 0.407 0424
5 0378 0,335 0.396 0383 0,401 0.396 0427 0396 0414 0414
6 0364 0,345 0375 0.381 0,391 0382 0418 0411 0412 0413

S.pyogenes

Parallell 2

Miling B Lesning §4 2 B3 B4 [~ [~ I [~ [~ B  ~ L B2 Koniroll K
1 0,390 0,384 0424 0412 0,401 0,407 0,410 0407 0,405 0418
2 0457 0,448 0.489 0,465 0,467 0,481 0.473 0477 0,442 0.489
3 0,365 0,372 0,398 0,390 0,404 0,402 0,398 0407 0,396 0424
4 0,381 0,367 0,396 0,402 0,401 0.410 0414 0,398 0,384 0433
5 0375 0,368 0,404 0,394 0401 0,383 0,401 0388 0,389 0416
6 0373 0,355 0385 0,385 0387 0,383 0,392 0,408 0,393 0414
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Vedlegg 11: (Tabell 5). Estimering av forhold mellom dgde og levende bakterier for

S.pyogenes og S.aureus.

S.pyogenes
1 50 50 20 80 50 50 40 60 40 60 80 20 50 50 50 50 40 60 40 60
3 90 10 20 80 50 50 50 50 40 60 90 107 10 90 40 60 40 60 30 70
5 60 40 20 80 60 40 60 40 40 60 50 50 30 70 40 60 30 70 20 80

S.aureus
1 70 30 70 30 70 30 60 40 30 70 20 80 30 70 40 60 20 80 50
3 60 40 80 20 80 20 90 10 80 20 90 10 90 10 80 20 90 10 80 20
5 90 40 80 20 80 20 90 10 90 10 80 20 80 20 70 30 80 20 80 20
7 90 10 80 20 90 10 90 10 80 20 70 30 80 20 90 10 90 10 90 10

Vedlegg 12: (Tabell 6). Praveoppsett til qPCR-analyse nr. 1. Prgve 10 er uten tilsatt

Sinalinsyre.
Primere GyiE zmk SigB SarA GyiB gmk SigB SardA GyiB zmk SigB SarA
1 | 2 | 3 | 4 s | s | 7 ] s g | w | u | 12

A Prave 1 Prove 1 Prove 10

B Prove 2 Prove 2 Prove 10

C Prove 3 Prove 3 Negativ kontroll

D Prave 4 Prove 4 MNegativ kontroll

E Prove 6 Prove 6

E Prave 7 Prove 7

G Prave 8 Prove 8

H Prove 9 Prove 9

Vedlegg 13: (Tabell 7). Praveoppsett til qPCR-analyse nr. 2. Prgve 10 er uten tilsatt

Sinalinsyre.
Primere GviB gmk SizB Sard GyviB gmk SizB Sard GyviB zmk SigB Sard
1 | 2 | 3 | 4 s | s ] 7 ] s 9o | 1w | u | n

A Prove 1 Prove 1 Prove &

B Prove 2 Prove 2 Prove 2

(& Prove 3 Prove 3 Prove 10

D Prove 4 Prove 4 Prove 10

E Prove 3 Prove 3 Negativ kontroll

F Prove 6 Prove 6 Negativ kontroll

G Prove 7 Prove 7

H Prove 8 Prove 8
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Vedlegg 14: (Figur 1). S.pyogenes vekstkurve, 7 malinger med 1 times intervall.

Vedlegg 15: (Figur 2). S.aureus vekstkurve, 12 malinger med en times intervall.
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Estimated Runtime: N/A Run |
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Vedlegg 16: (Figur 3). Program for kjgring 1. to-stegs metode.
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Elapsed Time: 02:03:37 a -*C|__Run || J
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Vedlegg 17: (Figur 4). Program for kjgring 2. ett-stegs metode.
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Primer til SYBR green bacterial stresstest

houskeeping gene

gyrBsybrF
gyrBsybri

amkSYBRF
amkSYBRR

expression gene

sigBsybrF
sigBsybrR

agrAsybrF
agrAsybri

sarAsybrf
sarAsybrR

aattgaagcagoctatatot
atagaccattttogtaotton

aagotogcaaagcaagtitagaa
ctttacogcacttcgttaatac

atgtacottitattgaaggatiag
taatttcttaattgccgttctc

aactgcacatacacgcttaca
ggcaatgagtctotgagattit

acatggcaattacaaapatcaatoat
tetitctoctttottttcgctgaty

Vedlegg 18: (Figur 5). Primere brukt til gPCR.

D 1 2 4 5 6 7 10 1"
= E=neey =
A m 12,17 o Cq 10,42 11,06 12,07 11,27 10,80 13,52 5 C
[_trioown | | unieoun |
B ﬂ“:c 21,15 5,87 10,52 11,86 11,39 12,07 5
| Unioown |
c T A7 10,76 11,67 12,56 10,81 12,17 13,31
== == ==
b Tq:cs 10,79 11,02 12,60 10,76 11,97 13,82 2 €
==y ==
= 12,63 10,95 11,78 » Cg 10,91 o Cq
== | uniaown|
£ T 12, 10,70 11,17 12,58 10,76 0 Cq
| oo | urkrom oo |
G T 12, 10,78 11,24 12,45 23,13 10,77
| trknorm [ kv |
u m 12,51 10,65 11,63 12,17 Ho Cq o Cg
Eq 3 ©

Vedlegg 19: (Figur 6). Kolonne 1, 5, 9 inneholder primeren gyrB. 2, 6, 10 inneholder gmk. 3,
7, 11 inneholder sigB. 4, 8, 12 inneholder sarA. Falske positive resultat ekskludert.

—
P

11,16

11,21

1

11,18
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Vedlegg 20: (Figur 7). Gmk. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 147(AR).
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Amplification Plots B X
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Vedlegg 21: (Figur 8). SigB. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 29(AR).
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Amplification Plots B X
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Vedlegg 22: (Figur 9). SarA. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 91(AR).
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Amplification Plots
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Vedlegg 22: (Figur 10). Amplifikasjons- og smeltekurve for gmk, gyrB, sigB og sarA.
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