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Sammendrag 
 
 

I denne oppgaven undersøkes det om Sinalin™ neuraminsyre påvirker bakterievekst hos 

bakteriene Staphylococus aureus og Streptococcus pyogenes, samt om Sinalinsyre er en 

stressfaktor som påvirker 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 være lik normaliseringsgenene, men under stress vil 

ekspresjonen til sigB og sarA oppreguleres.   

Først ble det dyrket bakteriekulturer fra de ulike stammene, og laget vekstkurver med og uten 

Sinalinsyre ved bruk av absorbansmålinger. For å undersøke om ekspresjonen til de variable 

genene blir påvirket av Sinalinsyre, ble det hentet ut prøver fra forskjellige faser i vekstkurven 

til S.aureus. Disse prøvene ble videre analysert med qPCR, hvor ekspresjonen til de variable 

genene ble sammenlignet med normaliseringsgenene. 

Forsøket viser at tilsetninger av Sinalinsyre ikke hadde betydelig innvirkning på 

bakterieveksten. Ekspresjonen av de variable genene viket ikke fra normaliseringsgenene.  

Resultatene tyder på at Sinalinsyre hverken påvirker bakterievekst hos S.aureus og 

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

 
 
Vi vil takke vår veileder, Ann-Kristin Tveten med sin eminente kunnskap innenfor fagfeltet. 

Veilederens bidrag har lagt alt til rette for gjennomføring av denne oppgaven. Vi vil også 

takke andre ansatte ved Institutt for Biologisk Avdeling som har vært til god hjelp under det 

praktiske arbeidet.    
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Innledning 

 

Bakgrunn 

I oppgaven har vi valgt å skrive om qPCR i mikrobiologi. Dette har vi valgt fordi qPCR er en 

metode som er i stor utvikling og i tillegg er veldig framtidsrettet. qPCR kan erstatte mye 

manuelt og tidkrevende labarbeid. Ved bruk av qPCR innenfor mikrobiologi vil man raskere 

kunne få resultater, i stedet for å dyrke bakteriene på fast eller flytende medium, hvor man 

må inkubere over tid for å kunne få resultater.   

 

Formål 

Formålet med denne oppgaven er todelt. Først skal vi undersøke om virkestoffet Sinalin™ 

neuraminsyre gir endret vekst hos luftveispatogenene Staphylococcus aureus og 

Streptococcus pyogenes. Videre skal vi undersøke om de variable genene sigB og sarA 

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

 

Problemstilling 

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

Sinalinsyre for å studere vekstkurven.  

 
Hvordan Sinalinsyre påvirker bakterievekst og hvordan stressfaktorer påvirker uttrykningen av 

de variable genene sigB og sarA hos S.aureus. 

 

qPCR-analyser brukes til å undersøke hvordan de variable genene utrykkes når 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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Teori 

 

Luftveisinfeksjoner 

Luftveisinfeksjoner er de vanligste sykdommene hos alle individer, uansett kjønn og alder. 

Agens kan både være virale og bakterielle. I de øvre luftveier vil organismer trenge inn ved 

innånding og invadere mucosa. Det kan oppstå ødeleggelse av epitelet, rødhet, ødem, 

blødning og eksudat. Kliniske symptomer er rennende nese, nysing og feber.  

I nedre luftveier vil virus kunne gi bronkitt, og bakterier gi lungebetennelse. Organismer 

innåndes, aspireres eller infiserer sår og gir inflammasjon i epitelet, økt slimproduksjon og 

nedsatt ciliefunksjon. Symptomer som kan oppstå 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 øvre luftveier, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia spp, 

Legionella og Coxiella burnetti i nedre luftveier. S.aureus og S.pyogenes er begge velegnet til 

undersøkelse av bakteriell vekst i flytende medium grunnet deres gunstige vekstvilkår (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 på 

fast medium. S.aureus finnes som normalflora på huden, i svelget, i nesen og i endetarmen. 

S.aureus er en opportunistisk patogen bakterie, som vil si at den under rette omstendigheter 

kan føre 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 foregår mellom pH 6,0 og 7,0. S.aureus kan 

produsere enterotoksin i miljø mellom 35 og 40°C og mellom pH 4,8 og 9,0. Bakterien vokser 

også ved svært høye saltkonsentrasjoner, <20% NaCl, optimalverdi er 0,5 til 4,0% (3). 

S.aureus’ evne til virulens går fra abscesser i overflaten på huden til dype og systemiske 

infeksjoner som osteomyelitis, endocarditis og sepsis. Dette er mulig på grunn av S.aureus’ 

store repertoar av toksiner, eksoenzymer, adhesiner og immunkontrollerende proteiner. Disse 

virulensfaktorene er trolig regulert som en respons på vekstkriteriene til organismen in vivo. 

Miljøregulering 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 “kjøttetende” bakterie som produserer et stort antall enzymer som gjør den i   

stand til å bryte ned vev og spre seg raskt i en vertsorganisme. Noen av de viktigste enzymene 

den bruker er; streptolysin O- og S, som hemolyserer røde blodceller og dreper hvite, 

streptokinase, som oppløser 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 å undersøke påvirkningen de får av 

stressfaktorer. Dette kan påvises ved uttrykning av normaliserings- og variable gener ved 

hjelp av qPCR. 

 

Bakterielt stress og vekstvilkår 

Enhver organismes overlevelse er avhengig av dens tilpasning til miljøet den befinner seg i. 

For å overleve ekstreme miljøforandringer må 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 

å gjenkjenne egnede gener under spesifikke miljøforandringer, og danner mRNA transkripter 

for nydannelse av proteiner (7,8). 

  

Bakterielle sigma-faktorer forårsaker flere biokjemiske aktiviteter. Disse er; binding til 

kjernen, aktivering av promotor-gjenkjenning, DNA-sammenkopling og inhibering av 

uspesifikk transkripsjon. Alle sigma-faktorene utfører i hvert fall de to første 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 å kjenne igjen DNA-sekvensen, også kjent som promotor. Promotoren uttrykker 

starten på en gensekvens, og når holoenzymet er dannet skjer promotorgjenkjenningen.  

Det er konkurranse mellom sigma-faktorene om de samme regionene på RNA-polymerasens 

kjernekompleks. Derfor deler mange sigma-faktorer felles proteinstruktur (7,8). 

 

Sigma-faktorer er klassifisert i to strukturelle familier; σ54 og σ70. σ70 familien er delt inn i 

fire grupper basert på felles primære sekvenser og struktur. σA står for transkripsjon av gener 

for bakterievekst og metabolisme. De resterende gruppene σB, σS og σE er alternative sigma-

faktorer som regulerer spesifikke fysiologiske prosesser.   

σ70 grupper som bidrar til bakteriens stress-responser er σS (gr. 2 sigma-faktor) og σB (gr. 3). 

Disse gruppene regulerer proteiner som bidrar til både bakteriens evne til å respondere til 

miljøforandringer samt virulens (7). 

  

σS og σB er identifisert til generelle stress-respons faktorer i både gramnegative- og 

grampositive bakterier. σS faktoren aktiverer ekspresjonen av flerfoldige gener som kreves 

for å opprettholde cellens levedyktighet når veksten flater ut i stasjonærfase.  

σB aktiverer gener som uttrykkes ved eksponering til varme, syre, etanol, salt, stress, 

stasjonærfase, sult, oksygen eller fosfat. Bakteriens tilpasning trenger også gener fra to-

komponents signaloverføringsfamilien. To-komponent system er bygget opp av histidin 

kinase sensor og en beslektet cytoplasmisk responsregulator. Kollektivt vil disse 

proteinparene merke miljøstimuli og initiere tilpassede transkripsjonsprogrammer ved hjelp 

av fosforylering (7,9). 
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Alle σB-positive organismer ser ut til å dele en lik σB-regulatorisk kjerne, hvor σB 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 σB. Den eneste kjente regulatoren 

av RsbV/RsbW-interaksjonen i S.aureus er RsbU. RsbU er en medvirkende faktor i 

dissosieringen av σB fra RsbW, ved å defosforylere RsbV. Det er vanskelig å anslå rollen til 

sigB i S.aureus, men ved tilstedeværelse av rsbU mutasjonen kan man se en positiv regulering 

av σB funksjonen (10,11). 

MazEF er en toxin-antitoxinmodul lokalisert i bakteriens kromosomer. MazE motvirker 

MazF. MazF er en sekvensspesifikk mRNA endoribonuklease som spalter RNA-tråden og 

initierer til programmert celledød. MazF responderer på stress, og det fungerer som en 

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

 

SigB 

Hos S.aureus koder sigB-operonen for den alternative sigma faktoren σB og dens regulatorer 

for bakteriens evne til å respondere på miljøendringer som stresser bakterien. Dette gjør den 

ved å endre RNA-polymerasens transkripsjons-prosesser. En full modell av σB 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. I 

den akutte fasen er bakterien avhengig av aktiv agr (accessory gene regulator) og sarA 

systemer for å injisere toksiner som forårsaker inflammasjon. SigB nedregulerer aggressive 

bakteriefenotyper, og tilstedeværelse av sigB kan øke ekspresjonen av sarA (13). Aktiviteten 

til sigB påvirker produksjonen av virulensfaktorer, biofilm formasjon og intercellulær 

utholdenhet. Dette genet er mest aktiv under stasjonærfase, men er også aktiv på noen gener i 

tidlig eksponentiell fase (14). 
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SarA 

SarA (staphylococcal accessory regulator A) er en viktig regulator for store mengder 

målgener 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 nivået av sarA er høyest under 

eksponentiell vekst, og synker når veksten stagnerer. Flere observasjoner viser også at sarA 

fungerer som et arkitektonisk protein (15,16,17). 

SarA spiller en stor rolle for signaltransduksjon som en respons på mikroaerob vekst. I tillegg 

regulerer sarA toxin-1 gen-ekspresjon og enterotoxin-B produksjon. Genet er bundet til P2 og 

P3 promotor lokus på agr (15). 

SarA kan fremstå som en aktivator for agr-ekspresjon. σB faktorer påvirker ikke sarA i noen 

særlig 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 grønt i mikroskopet (19). 

 

RNA kan isoleres ved flere metoder, men for gen-ekspresjon ønsker man en høy-kvalitets 

RNA-teknologi som kombinerer de selektive bindings-egenskapene til silica-baserte 

membraner og spinnkolonner for å isolere RNA-sekvenser opp til 200 baser. Forurensninger 

vaskes bort. Til slutt sitter man igjen med rent RNA. Videre gjennomsyres bakteriene for å 

stabilisere og beskytte RNA in situ. Dette bevarer mRNA og muliggjør oppbevaring for 

videre analyseringer. RNA omdannes til cDNA før selve qPCR-analysen (20). 
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Genekspresjon er den prosessen som fører til at en bestemt DNA-sekvens blir overført til en 

bestemt struktur, eller får 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). 

 
 

qPCR 

Polymerase Chain Reaction er en metode som anvendes for å amplifisere hele eller deler av 

DNA, RNA, mRNA eller cDNA. Metoden utnytter prinsippene med binding og smelting av 

komplementære basesekvenser, samtidig som ny syntese av DNA foregår med en templat 

DNA-tråd som mal.  

 

Oligonukleotid også kalt primer vil sammen med polymerase og temperaturintervaller binde 

seg til komplementære nukleinsyrer. Primerne lages slik at de bindes til komplementære 

områder i målområdet (22).  

 

Kvantitativ PCR analyse er best egnet til bestemmelse av eksakt mengde ønsket DNA. qPCR 

baseres på standardkurver produsert fra kjente templater for å kunne beregne kvantitative 

verdier for ukjente prøver.   

 

Kvantitativ revers transkripsjons PCR (RT-qPCR) er en PCR-metode som blir brukt når 

startmaterialet er RNA. Her blir RNA transkriptert til komplimentert DNA (cDNA) av 

enzymet revers transkriptase (RT). cDNA blir brukt som templat for selve qPCR-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-tråden. 

Det utgis en termisk profil med amplifikasjons- og smeltekurve. I kvantitative PCR 

eksperimenter detekterer instrumentet fluorescensen til en eller flere fargestoff eller en 

fluorofor (absorberer spesifikk bølgelengde, eksiterer en lengre bølgelengde) underveis i 

syklusene, og en fluorescensverdi er rapportert for hver farge/fluorofor ved hver syklus. 

Instrumentet leser av fluorescens underveis i termisk syklus.  
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Man kan kvantifisere kopinumrene til DNA målsekvenser basert på CT bestemmelser. CT er 

definert som syklusen hvor fluorescenssignalet overgår en signifikant statistisk økning i 

forhold til bakgrunnssignalet (terskelverdien). Terskelsyklusen er omvendt proporsjonal med 

logaritmen til det opprinnelige kopinummeret. Desto mer templat tilstede, jo færre sykluser 

trengs for at fluorescenssignalet skal overstige terskelverdien. 

 

Vanlige qPCR eksperimenter bruker standardkurver til å kvantitere mengden av 

målsekvensert DNA i en ukjent prøve. Det settes opp en plate med en rekke serier for å lage 

standardkurve som relaterer templatmengde til CT-verdien. Seriene inneholder kjent kvantitet 

på sekvensen som undersøkes. Programmet bruker da standardkurven til å angi CT verdi på 

ukjent prøve.  

 

Ved bruk av SYBR Green for registrering, brukes smeltekurver for å forsikre at utgitt PCR 

produkt er amplifisert fra målsekvensen. Amplifiseringsproduktet sees som topper på en graf, 

hvor hver topp sentreres over smeltepunktet (Tm) for gitt produkt. Produkter med 

smeltepunkt på 80°C eller høyere tilsvarer et større PCR produkt, og kan fastslås som 

spesifikt DNA-produkt. Produkter med smeltepunkt <75°C tilsvarer uspesifikt DNA-produkt, 

som primer-dimere (24). 

  

ΔΔCT er en god metode for analysering av relative forandringer i genekspresjon. For å bruke 

denne metoden kreves det én eller flere normaliseringsgener. Disse genene skal i teorien 

uttrykkes konstant i alle prøver. Dersom man bruker to forskjellige normaliseringsgener skal 

disse uttrykkes likt opp mot hverandre. Variable gener kan settes opp mot ΔΔCT-verdien til et 

normaliseringsgen. Ut fra disse verdiene kan det sees om de variable genene har blitt påvirket 

av miljøforandring, og har dermed forandret genekspresjonen (25).  
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Material og metode 

 

Dyrkning av bakterier del I 

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 før inkubasjon over 4 døgn. S.aureus og S.pyogenes rekultiveres så i nytt flytende 

medium i henholdsvis 18 og 24 timer. Det ble brukt 3 paralleller per bakterie (Vedlegg 1). 

 

Dyrkning av bakterier del II. Vekstanalyse med ulike tilsetninger av Sinalin™ 

neuraminsyre 

Lagde nutrient broth med høyere konsentrasjon. Det ble brukt 10% mindre vann, dvs 

4g/405ml. Bakterieløsningene ble rekultivert fra del I. S.aureus ble inkubert i 18 timer og 

S.pyogenes i 24 timer før avlesning. Så ble det tilsatt 9 løsninger med ulike konsentrasjoner av 

Sinalinsyre rett før første måling. 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 målt 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 å se sammenhengen 

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

  

Tabell: Oversikt over prøver med tilsatt løsning med ukjent konsentrasjon av Sinalinsyre. 
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RNeasy prosedyre 

Flytende bakteriekultur ble overført til eppendorf-rør. Prøvene ble sentrifugert, supernatanten 

ble fjernet og deretter tilsatt RNlater før prøven ble oppbevart ved 4°C til RNA ble isolert.  

Sentrifugerte så eppendorf-rør med prøve, helte av supernatanten og fjernet forsiktig 

resterende medium. Videre ble RLT buffer tilsatt og brukte så vortex. Overførte løsningen fra 

eppendorf-rør til 2ml Safe-Lock rør med 5mm stålkule, brukte TissueLyser for å lysere 

bakteriecellene. Sentrifugerte og overførte supernatanten til nytt rør. Det ble tilsatt 96% etanol 

til lysatet. Overførte så lysatet til RNeasy spinn-kolonnen, sentrifugerte og helte av væsken i 

samlerøret. RNA samles i filteret på Spin-kolonnen. Tilsatte deretter RV1 og RPE-buffer, 

sentrifugerte og helte av væsken i samlerøret. Siste sentrifugeringen var lengre for å tørke ut 

spinn-kolonne membranen for at ingen rest-etanol inhiberer RNA-elueringen. For å få ut alle 

rester av RPE buffer ble spinn-kolonnen plassert i et nytt 2ml samlerør og sentrifugert. 

Plasserte spinn-kolonnen i et nytt eppendorf-rør, tilsatte RNase-fritt vann direkte til 

membranen og sentrifugerte. Til slutt ble prøvene fryst ned (Vedlegg 2).  

 

qPCR 

Det ble brukt to forskjellige qPCR metoder, ved den ene metoden ble RNA syntetisert til 

cDNA på forhånd, mens på 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 prøvene ble 

analysert i paralleller, dette inklusiv 2 negative kontroller per primer (Vedlegg 4, 18). 

Programmet vi brukte inneholdt en Hot Start på 5 minutter ved 95°C. Amplifikasjonen på 40 

sykluser inneholder et steg på 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 

(qscript onestep RT). Blandet mastermix med RNA templat i brønnene på mikrotiterplaten. 

Alle prøvene ble analysert i paralleller, dette inklusiv 2 negative kontroller per primer 

(Vedlegg 5, 18).  

Programmet vi brukte inneholdt en revers transkriptase (RT) på 10 min ved 50°C. Hot Start 

på 5 minutter ved 95°C. Amplifikasjonen på 40 sykluser inneholder et steg på 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 på is. Blandet og sentrifugerte kort for å samle materiale i 

bunnen av eppendorf-rørene. Tok qScript cDNA SuperMix i reaksjonsbrønner, sammen med 

RNA templat og qScript RT. Totalvolumet i brønnene er 20µL. Brukte vortex og sentrifugerte 

prøvene lett før inkubasjon. Inkuberte på “PCR maskin” (Vedlegg 3) (27). 

 

Måling av levende og døde bakterier 

Prøver tilsatt Sinalinsyre ble tatt ut fra annenhver måling av bakteriekonsentrasjon for å 

undersøke ratio mellom døde og levende bakterier. Det ble brukt fluorescens mikroskop som 

kan ta opp fluorescens fra 3.34 mMSYTO®9nucleicacid-stain som ble tilsatt bakteriene i en 

fortynning på 1:10. De levende bakteriene vil bindes til fargestoffet (Vedlegg 6) (28).  
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ΔΔCT  

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 på TE og HE, (TE-HE) og forskjellen på TC og HC. (TC-HC). 

Dette vil bli ΔCT, eksperimentelt (ΔCTE) og kontroll (ΔCTC). Deretter kalkuleres forskjellen 

mellom ΔCTE og ΔCTC, (ΔCTE- ΔCTC). Da har man dobbel-delta CT-verdien (ΔΔCT). Ved 

å ta 2-ΔΔCT vil sammenhengen bli lineær og ikke eksponentiell, slik som CT verdiene framstår 

originalt (29). 

 

Formel: 

ΔΔCT = 
(𝑇𝐸−𝐻𝐸)

(𝑇𝐶−𝐻𝐶)
 = 𝛥𝐶𝑇𝐸 − 𝛥𝐶𝑇𝐶 = 2−𝛥𝛥𝐶𝑇 
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Resultat 

 

Bakterievekst etter tilsatt Sinalin™ neuraminsyre  

Vekstkurve for Streptococcus pyogenes og Staphylococcus aureus tilsatt Sinalinsyre over 

henholdsvis 6 og 8 målinger. Målingene er avlest spektrofotometrisk ved 600nm. Verdiene er 

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

 

Figur R-1. S.pyogenes med tilsatt Sinalinsyre i ulike konsentrasjoner: løsning 1: svart, 

løsning 2: rød, løsning 3: blå, løsning 4: grønn, løsning 5: lilla, løsning 6: gul, løsning 7: 

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

2: rød, løsning 3: blå, løsning 4: grønn, løsning 5: lilla, løsning 6: gul, løsning 7: oransje, 

løsning 8: turkis, løsning 9: grå, kontroll: rosa. 
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qPCR-analyse  

CT verdier.  

RT-qPCR-analyse ga CT verdiene vist i Tabell R-1. Vi har tatt medianen av de to parallellene 

for hver prøve. CT-verdien er antallet sykluser kjørt hvor fluorescenssignalet fra 

målsekvensen overgår bakgrunnsstrålingen (Vedlegg 13). 

 

Tabell R-1. CT-verdier, median.  
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Termisk profil 

Amplifikasjons- og smeltekurve for normaliseringsgen, gyrB. Amplifikasjonskurven viser 

hvor fluroescenssignalet overstiger bakgrunnsstrålingen. Smeltekurven viser spesifisiteten til 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

ΔΔCT viser forholdet mellom de ulike målgenene. For å finne ΔΔCT brukte vi 

gjennomsnittlig CT-verdi for eksperimentelle prøver og for kontroll til hvert målgen. 

«Expression Fold Change» viser forholdet mellom to gener lineært. Vi satt opp ΔΔCT for 

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

hverandre.  

 

Verdier brukt for ΔΔCT;  

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: ΔΔCT: gyrB mot sarA

  

Tabell R-5: ΔΔCT: gmk mot sarA
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Tabell R-6: ΔΔCT: gyrB mot gmk
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Diskusjon 

 

Bakterievekst ved tilsetting av Sinalin™ neuraminsyre   

Dette forsøket ble utført på vegne av Viiral AS for å undersøke hvordan Sinalinsyre påvirker 

bakterievekst. For Staphylococcus aureus sammenlignes vekst for S.aureus tilsatt Sinalinsyre 

(Vedlegg 9). Resultatene viser at negativ kontroll (prøve 10) ligger litt høyere enn prøvene 

tilsatt ulike konsentrasjoner Sinalinsyre (prøve 1-9) (Figur R-2). Hos Streptococcus 

pyogenes viser resultatene samme trend som hos S.aureus (Vedlegg 10). I prøvene 

tilsatt Sinalinsyre (prøve 1-9) er det høyere konsentrasjon ved de to første målingene, men 

etter 2 timer faller konsentrasjonen på alle prøvene. Mot slutten har prøvene med 

Sinalinsyre lavere konsentrasjon enn negativ kontroll (prøve 10) (Figur R-1).  

Resultatene fra dette forsøket tilsier at Sinalinsyre ikke påvirker bakterieveksten til S.aureus 

og S.pyogenes grunnet minimal forskjell i bakteriekonsentrasjon mellom prøvene og negativ 

kontroll.  

  

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

og gmk  

To forskjellige metoder ble benyttet under qPCR-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 qPCR-analysen (Vedlegg 

4). Den andre metoden som ble brukt var ett-stegs metoden (prosedyre 5). Ved denne 

metoden ble RNA-et direkte tilført under qPCR-analysen. Syntetiseringen av cDNA er en 

funksjon av qPCR-programmet. Ett-stegs metoden ga tydelig bedre resultater, derfor 

fokuseres det på resultatene fra denne metoden.   

 

Genekspresjon ble undersøkt basert på 4 forskjellige gen, 2 normaliseringsgen, gyrB og gmk, 

og 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 å se stabiliteten i forsøket sammenlignes uttrykket mellom 

normaliseringsgenene.   
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ΔΔCT-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 forsøket kan 

sees på ΔΔCT-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 forsøket. 

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 på primerne gyrB, gmk og sarA hadde relativt høy presisjon, 

mens sigB primeren stort sett ga falskt positive verdier. Dette kan gi en indikasjon på 

at primer designet til sigB har påvirket resultatet. Dette skjer ved at SYBR green ikke får 

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 vært unngått ved å kjøre analysen på et program 

med færre amplifikasjons-sykluser, eller ved å tilsette mindre RNA. Mengden RNA påvirker 

sannsynligvis resultatet i liten grad i dette tilfellet.  

 

Smeltekurven brukes for å bestemme om produktet som er amplifisert kommer fra 

målsekvensen. Prøvene med toppunkt <75°C i smeltepunktskurven er ekskludert. Disse 

prøvene er falske positive. Alt resultat som ligger i dette området er uspesifikt, disse svarene 

er mest sannsynlig et resultat av primer dimere. Prøvene 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. σB aktiverer gener som uttrykkes ved eksponering til bl.a. stress og stasjonærfase. 

I σB positive organismer er σB bundet inaktivt til RsbW. σB aktiveres ved at RsbU positivt 

regulerer σB aktiviteten (12).  

 

Ekspresjonen av sarA vil kunne øke ved økt sigB ekspresjon. sarA koder for et DNA-

bindende aktivator-/inhibitorprotein for virulens. Under stress vil sarA respondere med økt 

ekspresjon. Dette skjer for at bakterien skal kunne fortsette å regulere produksjon av 

virulensfaktorer ved miljøendringer. Resultatene våre viser en klar tilstedeværelse av sarA. 

Resultatene er veldig presise. Prøven uten Sinalinsyre varierte ikke fra prøvene med tilsetning 

av løsninger, dermed har ikke sarA-ekspresjonen økt på grunn av de tilførte stress- og 

miljøfaktorene bakteriene var utsatt for. 

 

Det var små forskjeller på vekstkurvene til prøvene tilsatt Sinalinsyre sammenlignet med 

negativ kontroll. Dette kan forklare at variabelt gen sarA ikke er betydelig påvirket av 

stressfaktorer. Ekspresjonen av normaliserings- og de variable genene hadde lav variasjon. 

Dette kan sees i sammenheng med at vekstkurvene også var lite påvirket.  
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Konklusjon 

 

Målet for oppgaven var å se om Sinalin™ neuraminsyre påvirker vekst av 

bakteriene Staphylococcus aureus og Streptococcus pyogenes og undersøke om Sinalinsyre er 

en stressfaktor som opp- eller nedregulerer ekspresjonen av de variable genene sigB og sarA 

hos S.aureus.   

 

Grunnet at vår forskning er begrenset med lav kvantitet av prøver, kan man ikke konkret 

fastslå at Sinalinsyre påvirker vekstvilkårene til bakteriene. Alt resultat den utførte 

forskningen har gitt viser at Sinalinsyre ikke fremmer bakterievekst 

hos S.aureus og S.pyogenes.  

 

Det kan ikke konkluderes at ekspresjonen av sigB påvirkes av Sinalinsyre på grunn 

av manglende resultat forårsaket av metodiske faktorer. Ved å 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 på at denne oppreguleringen er ubetydelig. Vi kan derfor 

konkludere med at Sinalinsyre ikke endrer uttrykket av sarA eller forårsaker 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 åpningen på erlenmeyerkolbene før og etter inseminering og uttak av 

bakteriene.   

• Lag NB (4g, 450ml) Autoklaver før tilsetning av bakterier  

• Ta smultringer med nedfryste (inaktiverte) bakterier i NB, sett i varmeskap (35°C) 

i ca 4 døgn.  

• Rekultiver med 3 ulike konsentrasjoner; 1, 2 og 3 ml bakterieløsning i 49, 48 og 47 ml 

NB (autoklavert). Dvs 4x3 løsninger til rekultivering.   

• Rekultiver S.pyogenes, S.pneumoniae og H.influenzae i 24 timer. Og S.aureus i 18 

timer, pga høy vekst.   

• Mål bakterievekst ved 600nm, 1 cm lysvei i spektrofotometer hver time, opptil 12 

målinger.   

• 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 å se sammenhengen mellom økning i ABS og økning i 

antall bakterier.   

• Ingen vekst hos S.pneumoniae og H.influenzae i dette mediet, derfor sjekket vi ikke 

disse opp mot Viiral løsningene.   

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

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

skal fortynne med 9 ulike løsninger m/ Sinalinsyre fra Viiral nesespray.   

• Ta bakterieløsning fra forrige måling opp og rekultiver disse.  

• S.aureus: 1:49 ml. S.pyogenes: 2:18 ml  

• Inkuber S.aureus i 18 timer, S.pyogenes i 24 timer før avlesning.  

• Tilsett vi 1,25 ml løsning i S.pyogenes og 3,5 ml i S.aureus rett før første måling  

• 9 prøver, 2 kontroller. Alt dette i 2 paralleller.   

• Auto-zero med NB og tilsvarende mengde fysiologisk saltvann som løsning i 

prøvene.    

• Les av ABS og lag vekstkurve med 8 målinger for S.aureus og 6 målinger for 

S.pyogenes. 

• Prøvene fra time 2 og siste (8 og 6) for hver 

bakterie pippeteres til eppendorfrør til qPCR-analyse, legg prøvene i kjøleskapet.  

• Oddetallsmålinger ble tatt vare på til fluorescensmikroskopering for å anslå 

levende/døde bakterier.  
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Vedlegg 2: RNeasy Prosedyre. 

Flytende bakteriekultur i eppendorf-rør. Sentrifuger, hell av supernatanten og 

tilsett RNlater reagens. Kjøl ned.  

 

1. Ha en 5mm stålkule i hvert 2ml-Safe-Lock rør.   

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

av supernatanten og fjern forsiktig resterende medium.   

Notat: Gjenværende medium vil forstyrre lyseringen og fortynne lysatet. Dette vil 

påvirke binding til RNeasy-membranen samt redusere RNA-utbytte.   

(Sentrifugering senere i prosedyren krever 20-25 °C).  

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

Notat: Pelleten må være fullstendig oppløst i RLT-buffer.  

4. Overfør løsningen fra Eppendorf-rør til 2 ml Safe-Lock rør med 5 mm 

stålkule.  Ødelegg bakteriecellene med TissueLyser i 5 minutter ved maks hastighet.    

5. Sentrifuger i 10 sekunder ved maksimal hastighet. Overfør supernatanten til nytt rør, 

volumet av røret må være minst det dobbelte av buffer volumet.  

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

pipette.  

Etter tilsetning kan det oppstå utfellinger, dette vil ikke påvirke RNeasy prosedyren.   

7. Overfør opp til 700µl lysat, inkluder mulige utfellinger som kan ha forekommet til 

en RNeasy spinn-kolonne, som er plassert i et 2ml samlerør. Lukk lokket forsiktig og 

sentrifuger i 15 sekund ≥ 10 000 rpm. Hell ut væsken fra samlerøret.   

Notat: Dersom det er over 700µl lysat, sentrifuger delmengdene etter hverandre, 

gjennom RNeasy spinn-kolonnen. Fjern væsken i samlerørene etter hver 

sentrifugering.   

Gjenbruk samlerøret i trinn 8.  

8. Tilsett 700 µl RV1-buffer til RNeasy spinn-kolonne. Lukk lokket forsiktig igjen og 

sentrifuger i 15 sekund ≥ 10 000 rpm, for å vaske spinn-kolonne membranen. Hell ut 

væsken fra samlerøret.   

Notat: Fjern RNeasy spinn-kolonnen fra samlerøret etter sentrifugering, sånn at 

kolonnen ikke kommer i kontakt med væsken i samlerøret.    

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

sentrifuger i 15 sekund ≥ 10 000 rpm for å vaske spinn-kolonne membranen. Hell ut 

væsken fra samlerøret.   

Notat: RPE bufferen kommer som konsentrat, vær sikker på at etanol er tilsatt 

bufferen før bruk.    

Gjenbruk samlerøret i trinn 10.  

10. Tilsett 500 µl RPE Buffer til RNeasy spinn-kolonnen. Lukk lokket forsiktig og 

sentrifuger i 2 minutt ≥ 10 000 rpm for å vaske spinn-kolonne membranen.   

Den lange sentrifugeringen tørker ut spinn-kolonne membranen, dette sørger for at 

ingen etanol blir overført under RNA-eluering. Rest-etanolen kan 

forstyrre nedstrømsreaksjoner. 

Notat: Fjern RNeasy spinn-kolonnen fra samlerøret etter sentrifugering, sånn at 

kolonnen ikke kommer i kontakt med væsken i samlerøret. Ellers vil overføring av 

etanol kunne oppstå.  

11. Plasser RNeasy spinn-kolonnen i et nytt 2ml samlerør og hell ut væsken fra det gamle 

samlerøret. Lukk lokket forsiktig igjen og sentrifuger ved maks hastighet i 1 

minutt. Utfør dette steget for å eliminere mulige overføringer av RPE buffer, samt for 

å fjerne eventuelle væske-rester fra utsiden av RNeasy spinn-kolonnen.  

12. Plasser RNeasy spinn-kolonnen i et nytt Eppendorf rør, tilsett 30-50 µl RNase-fritt 

vann direkte til spinn-kolonne membranen. Lukk lokket forsiktig igjen og sentrifuger i 

1 minutt ≥ 10 000 rpm for å eluere RNA.   

Frys ned prøvene ved minus 20 °C. Når prøven er fryst, legg de i minus 80°C. 
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Vedlegg 3: CDNA syntese. 

1. qScript cDNA Supermix 4µl 

2. qScript RT 1µl 

3. RNA templat 15µl 

4. Inkubasjon på PCR maskin 

• 5 minutter ved 25°C  

• 30 minutter ved 42°C 

• 5 minutter ved 85°C 

• Hold ved 4°C 

 

 

Vedlegg 4: qPCR. 

 Primer konsentrasjon er 100 µM  

1. Bruksløsning for primere; bland 10µl primer med 90µl nuklease-fritt vann. Vortex og 

spinn.   

2. Mastermix for primerpar; 

gyrBf og gyrBr, gmkf og gmkr, sigBf og sigBr, sarAf og sarAr.  

• 7,5 µl SYBR green,   

• 1 µl av hver primer-bruksløsning, dvs. 2 µl, reverse og forward.   

• 4,5 µl nuklease-fritt vann.   

• 1 µl cDNA  

Vortex og spinn etter tilblanding.   

3. Bruker mikrotiterplate. 1 brønn per prøve. Hver prøve 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 qRT-PCR Kit, Low ROX™.  

1.  Bruksløsning for primere; bland 10µl primer med 90µl 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 l 

o Forward primer (10 M) – 0,75 l  

o Reverse primer (10 M) – 0,75 l 

o Nukleasefritt vann – 6 l  

o qscript onestep RT (revers transcriptase) – 1 l 

o RNA templat – 4 l 

Vortex og spinn etter tillaging.  

3. Bruker mikrotiterplate. 1 brønn per prøve. Hver prøve testes mot hver primer i 2 

paralleller.  

4. Negativ kontroll mot hver primer i 2 paralleller.  

 
 
Vedlegg 6: Måling av levende/døde bakterier på fluorescensmikroskop. 

1. Farg bakterieløsning ved å fortynne 3.34 mMSYTO®9nucleicacid-stain 1:10 

med nukleasefritt-vann.   

2. 5 µl bakterieløsning med 2 µl fortynnet farge. Sentrifuger lett.   

3. Mikroskoperer med fuorescensmikroskop. (Grønne er levende bakterier, oransje er 

døde bakterier).   
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Tabeller 

Vedlegg 7: (Tabell 1). Telling og måling av S.pyogenes og S.aureus. Telling av antall celler, 

og måling av absorbans.  

 

 

 

Vedlegg 8: (Tabell 2). Vekstkurve tabell for S.pyogenes og S.aureus:   
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Vedlegg 9: (Tabell 3). Viser resultat for absorbansmåling av S.aureus etter tilsatt Sinalinsyre. 

 

 

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

Sinalinsyre. 
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Vedlegg 11: (Tabell 5). Estimering av forhold mellom døde og levende bakterier for 

S.pyogenes og S.aureus.  

 

 

 

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

Sinalinsyre. 

 

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

Sinalinsyre. 
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Figurer 

 

Vedlegg 14: (Figur 1). S.pyogenes vekstkurve, 7 målinger med 1 times intervall. 

 

 

Vedlegg 15: (Figur 2). S.aureus vekstkurve, 12 målinger med en times intervall. 
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Vedlegg 16: (Figur 3). Program for kjøring 1. to-stegs metode.  
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Vedlegg 17: (Figur 4). Program for kjøring 2. ett-stegs metode.  
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Vedlegg 18: (Figur 5). Primere brukt til qPCR. 

 

 

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.  
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Vedlegg 20: (Figur 7). Gmk. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 147(ΔR). 
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Vedlegg 21: (Figur 8). SigB. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 29(ΔR).  
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Vedlegg 22: (Figur 9). SarA. Amplifikasjons- og smeltekurve. Terskelverdi 91(ΔR). 
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Vedlegg 22: (Figur 10). Amplifikasjons- og smeltekurve for gmk, gyrB, sigB og sarA.  

 


