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1 Sammendrag

Bakgrunn

Staphylococcus haemolyticus er en del av hudens normalflora med stadig ekende relevans
som en opportunistisk patogen ved nosokomiale infeksjoner. Disse infeksjonene skjer oftest
ved bruk av implantert medisinsk utstyr, og rammer spesielt nyfedte og
immunkompromitterte barn. En betydelig utfordring med mikroben er dens multiresistens mot
antibiotika som drives av utbredt antibiotikabruk pa sykehus og dens enorme genetiske
plastisitet. Til tross for ekende klinisk relevans er det lite kunnskap om hva som gjer den
sykdomsfremkallende. Biofilmdannelse og kapsel har blitt identifisert som virulensfaktorer,
men det er fi studier pa dette. Vi gnsket & underseke om biofilm induserte en annen
immunrespons enn planktoniske bakterier, og om kapsel beskyttet bakterien mot

immunforsvaret, samt metodeutvikling av fullblodmodellen for biofilmforsek.
Materiale og metode

Fullblod fra voksne, friske donorer (n = 9) ble undersegkt i en ex vivo human fullblodmodell.
To biofilmproduserende stammer av S. haemolyticus ble benyttet; én med kapseloperon
(KO+) og én uten kapseloperon (KO-). Bakteriene ble tilfort modellen bade som planktoniske
og varmeinaktiverte bakterier, og som bakterier i biofilm. Immunrespons ble malt ved analyse

av cytokinene IL-6, IL-8 og TNF-a..
Resultater

Planktoniske bakterier induserte sterkere immunrespons enn varmeinaktiverte bakterier (p <
0,05). Planktoniske bakterier av KO+ induserte storre utskillelse av TNF-a enn KO- (p <
0,05). Begge stammene hadde sterre biofilmproduksjon i slanger enn i plater, og KO+
produserte mer biofilm enn KO- (p <0,001). Cytokinmalingene fra slanger med biofilm
kunne ikke analyseres grunnet metodefeil, og dermed heller ikke sammenlignes med

planktoniske bakterier.
Konklusjon

Planktoniske bakterier induserte sterkere immunrespons enn varmeinaktiverte bakterier.
Videre studier ber fokusere pa optimalisering av fullblodmodellen for biofilmforsek, samt

underseke om kapsel er uttrykt under disse betingelsene.
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2 Bakgrunn

Utviklingen og fremskrittene gjort innenfor medisinsk teknologi de siste tidrene har fort til
endringer i hvordan livet er i dag. Infeksjoner og tilstander som tidligere ofte hadde dedelig
utfall, kan med dagens teknologi behandles. Vi lever lengre, men med det folger flere
individer som er eldre, multimorbide og immunkompromitterte. Sammen med vér endring i
livsforsel, folger nye muligheter for andre organismer tett knyttet til oss mennesker;
bakteriene. Den nye medisinske teknologien innebaerer ogsa utbredt bruk av medisinsk utstyr
som settes inn i menneskekroppen og dermed bryter hudbarrieren. Sammen bidrar disse
faktorene til en stadig ekende forekomst av nosokomiale infeksjoner med koagulase-negative

stafylokokker (KNS) (1).

2.1 Koagulase-negative stafylokokker

Stafylokokker er Gram-positive kokker i klaser, og deles inn i to hovedgrupper; koagulase-
positive og koagulase-negative. Denne inndelingen baseres pa tilstedevarelsen av enzymet
koagulase som far fibrin til & levre seg i blodplasma. De koagulase-positive stafylokokkene
utgjer en forholdsvis liten gruppe, der den klinisk viktigste arten er Staphylococcus aureus.
Resten av stafylokokkene er koagulase-negative, der de klinisk viktigste artene er
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis og
Staphylococcus saprophyticus (2). Pa grunn av denne inndelingen er KNS en stor og
heterogen gruppe. Det er alt fra apatogene arter til potensielt patogene arter med lavt, middels
eller hoyt virulenspotensial i denne gruppen (1). I tillegg er potensialet for patogenisitet ikke

begrenset til kun artsnivd, men ogsa til stammenivé (2;3).

KNS er en del av normalfloraen pa hud og slimhinner hos mennesket. De koloniserer
fortrinnsvis fuktige omrader, typisk aksiller, inguinale og perineale omréder og nesebor.
Koloniseringen starter allerede de forste dagene og ukene av livet, hvor S. epidermidis, S.
haemolyticus og Staphylococcus warneri er de mest prevalente artene. KNS er ogsé de forste
og mest tallrike bakteriene til & kolonisere gastrointestinal-trakt under moderne, vestlige

forhold (2).

2.1.1 Klinisk relevans

Tidligere har KNS veart ansett som en apatogen gruppe da de er en naturlig del av et friskt

menneskes normalflora pd hud og slimhinner. P4 grunn av bade demografiske og medisinske
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endringer utgjor KNS né en av de viktigste nosokomiale patogenene (2;4). Med demografiske
endringer menes flere sarbare pasienter for denne typen infeksjon; premature nyfodte og
eldre, multimorbide, kronisk syke, som ofte ogsd er immunkompromitterte. Denne endringen

1 pasientgruppene har fort til et storre fokus pé infeksjoner fordrsaket av KNS (2).

De viktigste og mest prevalente artene klinisk sett er S. epidermidis og S. haemolyticus. De
inngar begge i den klinisk definerte S. epidermidis-gruppen som ogsa bestar av blant annet
Staphylococcus hominis, Staphylococcus capitis og S. warneri. De fleste infeksjoner
forarsaket av denne gruppen karakteriseres ved et subakutt eller kronisk forlep med ikke-
spesifikk og mild klinikk. Infeksjoner som typisk forarsakes av denne gruppen er bakteriemi,
sepsis, proteseendokarditt (pa biologisk/mekanisk hjerteklaft), urinveisinfeksjon (UVI),
infeksjon i leddproteser og sar-, bein- og leddinfeksjoner. I dag er KNS de mest prevalente
patogenene som fordrsaker fremmedlegeme-relaterte infeksjoner, og er ofte assosiert med

infeksjon hos nyfedte, spesielt premature (2).

Risikofaktorer for KNS-infeksjoner som ogsa bidrar til deres gkende kliniske relevans er 1)
umodent eller kompromittert immunsystem, 2) brudd pa kroppens barrierer (hud og
slimhinner), og 3) implantert medisinsk utstyr som utgjer en kunstig overflate som kan
koloniseres av KNS. I dag er ofte alle tre faktorene tilstede samtidig, og sammen med okt

antibiotikabruk ferer dette til selektering og spredning av multiresistente KNS-isolater (1;4).

2.1.2 Staphylococcus haemolyticus

S. haemolyticus er en del av hudens normalflora (kommensal bakterie) som blir stadig
viktigere som en opportunistisk patogen ved nosokomiale infeksjoner. Infeksjoner med denne
mikroben skjer oftest ved bruk av implantert medisinsk utstyr, og rammer spesielt
immunkompromitterte og premature nyfedte (2;3;5). S. haemolyticus koloniserer omrader pa
kroppen som er rike pa apokrine kjertler, som aksille, lyske og perineale omrader (2). S.
haemolyticus er oftere en del av hudfloraen hos nyfadte sammenlignet med voksne, hvor dette
tilskrives sykehusopphold som ogsé gjer mikroben mer resistent mot antibiotika (6). Den
forarsaker hovedsakelig blodinfeksjon, sepsis, og fremmedlegeme-relaterte infeksjoner. Etter

S. epidermidis er S. haemolyticus den mest prevalente KNS-arten i kliniske isolater (1;2;7;8).

En betydelig utfordring med S. haemolyticus er dens multiresistens mot antibiotika. Tidligere
har det veert lite kunnskap om hva som skiller kommensale og klinisk relevante isolater. I

2019 fant Pain og medarbeidere et klart skille mellom kommensale og kliniske isolater der de
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kliniske isolatene hadde spesifikke genetiske signaturer (8). De kliniske isolatene var i stor
grad multiresistente, hadde tilegnet seg flere mobile genetiske elementer (MGE), hadde
gunstige punktmutasjoner og rearrangering av overflate-relaterte gener (8). En studie fra 2005
fant hele 82 insersjonssekvenser (IS) i den forste fullsekvenserte S. haemolyticus-stammen
(JCSC1435) (9). Disse IS-kopiene kan fremme antibiotikaresistens ved at de ferer til hyppig
rearrangering av genomet slik at regulerende eller medierende gener for antibiotikaresistens
aktiveres eller inaktiveres. Kombinasjonen av utbredt antibiotikabruk pé sykehus og
mikrobens enorme genetiske plastisitet, har dermed fort til utvikling av multiresistente

stammer av S. haemolyticus (3;8;9).

2.1.3 Virulensfaktorer hos S. haemolyticus

Til tross for at S. haemolyticus far stadig sterre klinisk relevans, er det fa studier og lite
kunnskap om hva som gjer den sykdomsfremkallende. Dette star i kontrast til det store
kunnskapsgrunnlaget pa S. epidermidis og S. aureus. Sammenlignet med S. aureus har S.
haemolyticus ta virulensfaktorer. Produksjon av fenol-lgselige moduliner, biofilmdannelse og
hyppig genotypisk rearrangering grunnet hegyt antall IS har blitt identifisert som viktige
virulensfaktorer (5;7-10).

Da genomet til S. haemolyticus JCSC1435 ble fullsekvensert, identifiserte Takeuchi og
medarbeidere en unik kromosomal region i stafylokokkgenomet kalt oriC environ. Den
inneholder spesifikke, unike gener for S. aureus, S. epidermidis og S. haemolyticus, og de
ulike artenes oriC environ er folgelig lite homologe med hverandre (9;11). Regionen er tenkt
a vaere viktig for utvikling og differensiering av de ulike stafylokokkartene, men inneholder
ikke kritiske gener for levedyktighet da majoriteten av regionen kan fjernes uten at
bakterievekst affiseres (9). oriC environ bestar av integrerte kopier av «staphylococcal casette
chromosome» (SCC) i sin venstre del. SCC er en familie av MGE og fungerer som et apparat
for transport av gener for eksempelvis antibiotikaresistens, men ogsé transport av sterre
elementer som transposoner og plasmider. Det er i sin hoyre del at oriC environ inneholder
MGE med gener for ulike virulensfaktorer, antibiotikaresistens og artsspesifikke gener
(9;12;13). I denne oppgaven vil jeg sette sekelys pa biofilmdannelse og kapsel som

virulensfaktorer.
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2.1.3.1 Biofilm

Kolonisering og biofilmdannelse anses som de viktigste virulensfaktorene hos KNS som
forirsaker fremmedlegeme-relaterte infeksjoner (1;2;7). Biofilmer er adherente multicellulere
bakterielle aggregater innkapslet i selvprodusert ekstracellulaer matriks (14). Innholdet i denne
matriksen varierer mellom bakterieartene, samt at det kan vaere bade genotypisk og fenotypisk
forskjellige arter tilstede i samme biofilm. Matriksen kan besta av ekstracellulere
polysakkarider, proteiner, lipider og ekstracellulert DNA. Disse bestanddelene holder
biofilmen sammen ved intercelluler adhesjon og virker dermed som et «lim» (2). Hos
kliniske isolater av S. haemolyticus tant Fredheim og medarbeidere at proteiner og
ekstracelluleert DNA er funksjonelt viktige for akkumulering av biofilm. De utgjer en storre
del av biofilmen enn hos S. epidermidis, der polysakkarid intercellulert adhesin (PIA) er en

viktig bestanddel av biofilmen (14).

Biofilmen «skjuler» bakteriene fra immunforsvaret og antibiotika. Bakteriene i biofilm
unngar dermed opsonisering og fagocytose av immunceller. Antibiotika virker darligere bade
fordi det ikke kommer like godt til bakteriene inne i biofilmen, samt at en del bakterieceller i
biofilmen ikke er metabolsk aktive. Mange typer antibiotika virker best pa metabolsk aktive
celler, for eksempel de som pavirker proteinsyntese (aminoglykosider, makrolider, m.fl.) og
celleveggsyntese (penicilliner, cefalosporiner, vankomycin, m.fl.). Ved a4 nedregulere den
metabolske aktiviteten i en biofilm kan det utvikles en persisterende infeksjon. Dette
kombinert med et umodent eller kompromittert immunforsvar ser man en ekt risiko for sepsis

hos blant annet nyfedte (14).

Biofilmdannelse kan deles inn i 4 steg (figur 1). Forst ma bakterien raskt festes til en
overflate, naturlig eller kunstig. Deretter mé bakterien dele seg og akkumuleres i flerlagede
celleaggregater. Denne prosessen krever intercelluleer adhesjon. Tredje steg er at biofilmen
vokser og modnes til et tykt, strukturert lag med kanaler som serger for oksygen og nering til
alle cellelagene. Til slutt kan enkeltceller eller celleklynger dissosiere fra biofilmen og
disseminere via blodsirkulasjonen, for sé a festes til, kolonisere og danne biofilm et annet sted

1 kroppen (2).

2.1.3.2 Bakteriell kapsel

Kapsel er den ytterste strukturen hos en rekke bakterier, bade Gram-positive og Gram-

negative. Den utgjor en gelatings masse omkring bakterien, der dens funksjon er & beskytte
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bakterien fra & bli oppdaget av immunforsvaret ved infeksjon (15). Samtidig utgjer kapsel en
mulig svakhet for patogenet ettersom verten kan produsere anti-kapsel antistoffer som
opsoniserer patogenet, og dermed fasiliterer fagocytose og eliminering ved neytrofile
granulocytter (16). Bortsett fra Bacillus anthracis, agens for miltbrann, som produserer kapsel
av poly-y-glutamat (PGA), bestar alle andre kjente bakterielle kapsler av polysakkarider
(capsular polysaccharide, CP, kapsel) (15). Hos S. aureus er kapsel og dens antifagocytotiske
egenskaper godt beskrevet og dokumentert i litteraturen (16-18). De to klinisk viktigste
kapselserotypene; serotype CP5 og CP8 er representert i >75 % av sykdomsrelaterte isolater
(16;18). Det er i S. aureus oriC environs heyre del at genene for flere virulensfaktorer

befinner seg; protein A (spa), koagulase (coa) og kapseloperonet (cap5/84-P) (9).

Hos S. haemolyticus JCSC1435, er det funnet 57 &pne leserammer (open reading frames,
ORFs) assosiert med virulens. Disse koder for de antatte virulensfaktorene; hemolysiner,
adhesiner, sekretoriske antigener, serinproteaser, eksonukleaser og kapsel. I likhet med S.
aureus, befinner det seg ogsa et kapseloperon (capsy) i S. haemolyticus JCSC1435 oriC
environs hayre del. Dette bestar av 13 ORFs; capA til capM. De forste syv genene (capA-G)
er homologe til S. aureus cap5/84-G. Men de siste seks genene (capH-M) er unike for S.
haemolyticus JCSC1435 og koder sannsynligvis for flippaser, aminotransferaser,
glykosyltransferaser og transkripsjonsregulatorer (9). Operon caps; ble gjenfunnet i humane,
kliniske isolater av Flahaut og medarbeidere i 2008, som i tillegg visualiserte kapselen ved
elektronmikroskopi og bekreftet dens beskyttende effekt mot opsonisering og fagocytose ved
humane neytrofile granulocytter (19). 1 2019 fant Pain og medarbeidere totalt fire
kapseloperoner. Det allerede kjente operon capsy hos S. haemolyticus JCSC1435 ble funnet i
17 kliniske isolater av 169 isolater. I tillegg ble det identifisert tre nye kapseloperoner i 52 av
169 isolater. Alle fire inneholdt samme capA-G, men capH-K var unikt for hvert av de tre nye
kapseloperonene. To av disse tre inneholdt ogsé capL-P som betyr at de er homologe med S.
aureus cap5/8, men som S. haemolyticus JCSC1435 operon caps, mangler. Disse tre

nyoppdagede kapseloperonene har dermed en potensiell rolle for S. haemolyticus’ virulens

(8).

2.2 Det medfodte immunforsvaret

Immunsystemet er menneskekroppens eget forsvar mot patogener. Det er et todelt system

med medfedt immunforsvar og ervervet, eller adaptivt, immunforsvar. Hud og slimhinner
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representerer kroppens fysiske og kjemiske barrierer, og immunsystemets funksjon er & finne
og destruere patogener nér de bryter disse barrierene og trenger inn i kroppen. Det medfodte
immunforsvaret virker raskest og er ikke-spesifikt, mens det adaptive er spesifikt og slar forst

inn nédr det medfedte immunforsvaret ikke evner a stoppe infeksjonen alene (20).

Det medfedte immunforsvaret er det forste som responderer ved en infeksjon, bade bakteriell
og viral. Det er kroppens forstelinjeforsvar og bestér av fire hovedelementer: 1)
patogenreseptorer som bindes ikke-kovalent til patogenets overflate; 2) proteiner, eksempelvis
komplement, som binder kovalent til patogenets overflate og danner ligand for fagocytters
reseptorer; 3) fagocytter som «sluker» og dreper patogener; og 4) cytotoksiske celler som

dreper virusinfiserte celler (20).

2.2.1 Komplementsystemet

En av de forste mekanismene som aktiveres ndr en patogen bryter kroppens barrierer, er
komplementsystemet. Det er et kaskadesystem av lgselige proteiner som ligger latent i blod,
lymfe og ekstracellulaer vaske og produseres i leveren (20). Systemet aktiveres av ukjente
antigeners tilstedeverelse og forer til en proteolytisk kaskade som ender med dannelse av
neytrofil-opsoninet C3b, de kjemotaktiske peptidene C3a og C5a og «terminal complement

complex» (TCC) som bidrar til cellelyse (21).

Komplementsystemet kan aktiveres gjennom tre forskjellige signalveier: alternativ,
mannosebindende lektin (MBL) og klassisk signalvei (figur 2). De aktiveres av ulike triggere,
og helt uavhengig av hverandre. Ved aktivering av alternativ signalvei skjer en «spontan
aktivering av C3 nert bakteriens cellemembran, som ferer til spalting av C3 til C3a og C3b.
C3b binder kovalent til bakterieoverflaten og fungerer dermed som et opsonin. Ved aktivering
av lektin-signalvei produseres MBL av leverceller som respons pé interleukin-6 (IL-6) utskilt
fra makrofager som har vert i kontakt med ekstracellulere bakterier. MBL sirkulerer i plasma
der det gjenkjenner og binder mannose-molekyler pa bakterieoverflaten. Denne bindingen
forer til aktivering av komplementkaskaden. Den klassiske signalveien kan aktiveres gjennom
flere mekanismer ved at den klassiske komplementfaktoren C1q binder 1) direkte til
bakterielle overflatestrukturer, 2) til C-reaktivt protein (CRP) bundet til bakterieoverflaten,
eller 3) til antistoffer bundet til antigener pa bakterieoverflaten. Binding av C1q aktiverer

kaskaden (20).
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Ved en bakteriell infeksjon kan komplementsystemet bidra til bakteriedrap pa tre méter. Forst
og fremst ved opsonisering med C3b som forer til mer effektiv fagocytose. Den andre maten
er via C3a og C5a som forer til en inflammasjonsreaksjon med ekt endotelpermeabilitet og
tilstromming av makrofager og neytrofile granulocytter. Den siste maten er bakteriolyse ved
perforasjon av bakteriens cellemembran som felge av dannelse av C9-polymerer som danner

en ringformet pore i bakterieveggen, «terminal complement complex» (TCC) (20).

2.2.2 Patogenreseptorer

«Pattern Recognition Receptors» (PRR) er reseptorer uttrykt av forskjellige immunceller og
epitelceller. De binder konserverte strukturer «Pathogen-Associated Molecular Patterns»
(PAMPs) som uttrykkes pa overflaten av mikroorganismer, men ikke mennesker. «Toll-like
Receptors» (TLRs) er en gruppe PRR som binder ekstracellulere patogener. «NOD-like
Receptors» (NLRs) er en gruppe PRR som binder intracelluleere degraderingsprodukter fra
fagocytterte patogener. Binding av disse reseptorene pa makrofager forer til rekruttering av

andre immunceller i det medfedte immunforsvaret til det infiserte vevet (20).

2.2.3 Celler og signalstoffer

De viktigste cellene i det medfedte immunforsvaret er makrofager, noytrofile granulocytter og
«Natural killer»-celler (NK-celler). Makrofager og neytrofile granulocytter er fagocytter som
omslutter, eller «sluker», patogenene og destruerer dem. Makrofager er modne monocytter
som har gatt fra blodsirkulasjonen og ut i vevet. De befinner seg til enhver tid ute i vevet, har
lang levetid og er den forste immuncellen som oppdager infeksjon og initierer videre
immunrespons. Makrofagens funksjon som fagocytt effektiviseres ved opsonisering: den kan
binde komplement bundet til bakterier med komplementreseptorer, blant annet «complement
receptor 1» (CR1), CR3 og CR4 (20). Neytrofile granulocytter har kort levetid og sirkulerer i
blodet inntil de far signal fra makrofager om & gé inn i det infiserte vevet. Deres
tilstedevaerelse 1 vevet er det forste som skjer i en inflammatorisk respons, og deres eneste
funksjon er fagocytose av patogener. NK-celler rekrutteres til det infiserte vevet som del av
inflammatorisk respons og utskiller selv cytokiner som forsterker makrofagens respons pa

infeksjon (20).

Cytokiner er sma, lgselige proteiner som brukes til kommunikasjon mellom celler. Nér
makrofagene har oppdaget infeksjon i vevet aktiveres de og utskiller flere cytokiner for a

rekruttere andre celler til det infiserte vevet. De viktigste cytokinene i denne fasen av
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infeksjonen er de proinflammatoriske cytokinene: IL-1p, IL-6, IL-12, IL-8 og tumor nekrose
faktor-o (TNF-av). IL-1P og TNF-a gker endotelpermeabilitet slik at effektorceller og vaeske
med ulike substanser kommer til det infiserte vevet. IL-6 gker fett- og muskelcellers
metabolisme slik at temperaturen gker i det infiserte omradet. IL-8 (eller «C-X-C Motif
Chemokine ligand 8», CXCLS) er et kjemokin som tiltrekker noytrofile granulocytter fra
sirkulasjonen til infeksjonsfokus. IL-12 rekrutterer og aktiverer NK-celler (20).

2.3 Problemstilling

Selve oppgaven er gjennomfort i en fullblodmodell forst etablert av Mollnes og medarbeidere
(22). I denne oppgaven har vi benyttet modellen, men modifisert den til den spesifikke

problemstillingen.
Malsetningene for denne oppgaven var:

1. A undersgke om S. haemolyticus i biofilm gir en annen immunrespons sammenlignet
med S. haemolyticus 1 planktonisk vekst.
2. A underseke om kapsel beskytter mot immunaktivering med endret cytokinniva i

fullblod som indirekte mal pé dette.

Hypotesen var at biofilm og kapsel skjuler overflate-assosierte faktorer pa bakteriene som
gjor at kroppens immunceller verken oppdager eller eliminerer bakteriene. P4 denne méten
beskytter biofilm og kapsel bakteriene, og initierer en lavere grad av immunrespons enn
bakterier uten disse beskyttelsesmekanismene, altsa bakterier i planktonisk vekst og bakterier

uten kapsel.

I oppgaven har vi ogsé forsekt a standardisere fullblodmodellen ved & underseke om
varmeinaktiverte bakterier gir samme immunrespons som planktoniske bakterier. Dersom det
er store forskjeller innad i gruppen med planktoniske bakterier, men ikke i gruppen med
varmeinaktiverte bakterier, indikerer dette at de varmeinaktiverte bakteriene er mer stabile og

bedre egnet som standard fremfor planktoniske bakterier.

En siste mélsetning for denne oppgaven var at jeg personlig ensket a tilegne meg erfaring
med immunologiske og mikrobiologiske laboratorieeksperimenter, slik at jeg senere i

yrkeskarrieren kan ha en sterre forstaelse av slik viktig basalforskning.
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3 Materiale og metode

3.1 Studiepopulasjon

Vi samlet prover med fullblod fra ti friske, voksne donorer. Vi fikk imidlertid kun kjert
cytokinanalyser pa ni av ti donorer. Kjonnsfordelingen var fem menn og fire kvinner, med
gjennomsnittsalder pa 34 &r og median pa 30 &r. Donorene var fastende, hadde ingen kroniske
sykdommer, brukte ingen faste medisiner, hadde ikke hatt infeksjonssykdom eller feber siste
7 dager og hadde ikke veert i uttalt fysisk aktivitet ssmme morgen som de mette til
blodprevetaking. Donorene var frivillige, rekruttert fra det lokale universitetsmiljoet. De ga

sitt informerte samtykke skriftlig for blodprevetaking.

3.2 Bakteriestammer og fremstilling av biofilm

Det ble brukt to bakteriestammer av S. haemolyticus som begge er kliniske isolater fra
blodkulturer tatt av pasienter fra Universitetssykehuset Nord-Norge, Tromsg, og lagret i

stammebanken til Pediatrisk forskningsgruppe ved Universitetet i Tromsg.

e Stamme 25-63 ble valgt fordi den har evne til biofilmdannelse, men mangler
kapseloperon (KO-).
e Stamme 53-38 ble valgt fordi den har evne til biofilmdannelse, og et kapseloperon

(KO+).
3.2.1 Bakterieinokulat til ex vivo human fullblodmodell

3.2.1.1 Planktoniske bakterier

I forsokene med planktoniske bakterier ble det brukt en endelig konsentrasjon pa ~107
«colony forming units» (CFU) mL!, beregnet fra 0,5 McFarland-losning (Biosan DEN-1
McFarland densitometer, Riga, Latvia). Stamme 25-63 og 53-38 ble spredt ut pa
blodagarskaler og dyrket over natten ved 37 °C. Fra disse ble det laget 0,5 McFarland-lgsning
av hver av stammene, som sa ble fortynnet 1:10 med sterilt fosfat-bufret saltvann
(«phosphate-buffered saline»; PBS, uten Ca?" og Mg?*, Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland).
Dette inokulatet ble brukt til blodmodellen (rer). For & verifisere antall bakterier, ble det laget
fortynningsrekker fra 107! til 10 der inokulatet ble fortynnet med fysiologisk saltvann (NaCl
0,9 %, UNN Tromsg, Norge), som sa ble spredt ut pa trypsin-soya agarskéler («tryptic soy
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agar»; TSA, Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland), og dyrket over natten ved 37 °C. CFU

mL-! ble s beregnet retrospektivt av forsekene.

3.2.1.2 Varmeinaktiverte bakterier

For dyrkning, varmeinaktivering og telling av de varmeinaktiverte bakteriene til forsekene,
ble det benyttet metode beskrevet av Brekke og medarbeidere med modifikasjoner (23).
Modifikasjoner ble gjort for vekstmedium (trypsin-soyabuljong («tryptic soy broth»; TSB)
istedenfor LB-medium) og fortynningsvaske (PBS istedenfor NaCl). Varighet og temperatur
pa varmeinaktivering ble endret fra 60 til 90 minutter, 60 til 61°C, samt at pelleten ble fordelt
12 ror istedenfor 1 ror for vaskingen. Dette ble gjort for & sikre tilstrekkelig varmeinaktivering
ettersom S. haemolyticus dannet en stor bakteriepellet. Oppsummert ble stamme 25-63 og 53-
38 hentet opp fra -70 °C, spredt pa blodagarskéler og dyrket over natten ved 37 °C. Neste dag
ble bakteriekolonier overfort til TSB (Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland), og inkubert over
natten ved 37 °C med RPM 200 («rounds per minute»; RPM) i risteinkubator (Benchmark
Incu-shaker 10LR, NJ, USA). Bakteriene ble sa overfort til sterile reor, sentrifugert én gang
(Beckman Coulter Avnti J-26 XP centrifuge, CA, USA. 3220 x g, 10 min ved 4 °C), fordelt i
to 50 mL rer (VWR® Centrifuge Tube, PA, USA), deretter vasket én gang (3220 x g, 10 min
ved 4 °C) med 50 mL PBS, for sa & samle begge pelletene for hver av stammene og
resuspendere 1 18 mL PBS. Hver stamme ble sé fordelt i 10 Nunc-rer (Thermo Fisher
Scientific, MA, USA) med 1,8 mL i hver. Disse rarene ble varmeinaktivert ved 61 °C 1 90
minutter. Etter varmeinaktivering ble rerene fryst ned til -70 °C. Som kontroll ble det laget
dyrkning fra hvert varmeinaktiverte ror pd blodagarskal som ble inkubert over natten ved 37
°C. Ror med kolonier ble ansett som ikke-varmeinaktiverte og ble kastet. For klargjoring til
bruk ble det for hver av stammene opptint et av rerene med varmeinaktiverte bakterier, som
sa ble overfort til et 50 mL ror (VWR® Centrifuge Tube, PA, USA) og vasket seks ganger
med 50 mL iskald PBS som beskrevet ovenfor. Etter vaskingen ble pelleten resuspendert i 50
mL PBS.

Telling av bakterier ble gjort ved at bakterier fra sistnevnte suspensjon ble fortynnet 1:500
med PBS, der 2450 pL sd ble overfort til et ror laget for flowcytometri (5 mL Polystyrene
Round-Bottom Tube w/Cell-Strainer Cap, Corning Science, Tamaulipas, Mexico). Til dette
roret ble det tilsatt 50 L CountBright® (Life Technologies Corporation, OR, USA).

CountBright® er en kalibrert suspensjon av mikrosfarer, eller «kuler», som er fluorescerende
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over et bredt spekter av balgelengder for eksitasjon og emisjon, og har en kjent konsentrasjon
av disse mikrosferene. Det tilsettes et spesifikt volum av CountBright® til et spesifikt volum
med prove. Dermed er ratioen mellom prevevolum og mikrosferevolum kjent. Det analyserte
provevolumet kan kalkuleres fra antall mikrosferehendelser (eksitasjoner og emisjoner), og
kan dermed brukes til & bestemme cellekonsentrasjon (24). Bakteriene ble talt ved
flowcytometri (BD LSRFortessa™ Cell Analyzer, BD Biosciences, NJ, USA), og
konsentrasjonen av stamme 25-63 og 53-38 ble kalkulert etter formel i instruksjonsmanual for
CountBright®. Det ble telt 3,55 x 10® bakterier/mL PBS for stamme 25-63, og 3,36 x 108
bakterier/mL PBS for stamme 53-38. Disse ble justert til 0,7 x 10° bakterier/mL PBS og
oppbevart ved 4 °C inntil forsekene ble igangsatt. Pravene var holdbare ved denne

temperaturen for opptil fire méneder.

3.2.1.3 Bakterier i biofilm

Biofilmen ble etablert i en plastikkslange (3-veiskran med 30 cm forlengelsesslange av di-2-
etylheksylftalat, DEHP, Mediplast AB, Malmd, Sverige) hovedsakelig etter metoder
beskrevet av Fredheim (25) og Granslo (14). Modifikasjoner fra disse metodene er endring av
leie, fortynningsgrad og at slangene ikke ble fryst ned. Kort oppsummert inneberer dette at
det ble laget 0,5 McFarland-lesning av bakteriekolonier dyrket over natten ved 37 °C pa
blodagarskaler. Av denne lgsningen ble det laget fortynning 1:10 med TSB med 1 % glukose
som vekstmedium. Fortynningen ble sa overfort til slanger med 3-veiskran. Disse ble lukket
ende til ende, og dannet dermed en lukket sloyfe. Slangene ble plassert i flatt, statisk leie i
inkubator ved 37 °C i 24 timer. Deretter tomtes slangene og ble vasket forsiktig to ganger
med sterilt PBS uten Ca?" og Mg?* (Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland). Inkubering av
slangene for biofilmdannelse i1 24 timer i statisk leie ble valgt pd bakgrunn av at det ble gjort
pilotforsek med dyrkning av biofilm i slanger i bdde 24 og 48 timers biofilm i slanger, bade
roterende og 1 statisk leie, uten nevneverdig forskjell i mengde biofilm som ble dannet (ikke

vist 1 figur).

3.3 Ex vivo human fullblodmodell

Fullblod fra friske, voksne donorer ble samlet i 5 sterile vakuumrer av polyetylentereftalat
(PET) med 18 IU heparin per mL blod (6 mL, Vacuette® NH Sodium Heparin, Greiner Bio-
One, Kremsmiinster, Osterrike). Heparin ble valgt som antikoagulant som andrevalg til

lepirudin (Refludan®, Hoechst) ettersom lepirudin er gétt ut av produksjon og laboratoriet
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hadde svert begrensede mengder. Heparin ble valgt pa bakgrunn av at den er en naturlig
forekommende antikoagulant i kroppen, der den danner et kompleks med antitrombin III som
inhiberer trombin og aktivert faktor X, og hindrer dermed koagulasjon. Den virker momentant
in vivo/in vitro. Heparin ble valgt fremfor EDTA og citrat siden disse fjerner Ca?" og Mg?",
og endrer dermed pa sammensetningen av fullblod slik at blodet ikke lengre er reelt
representativt for humant fullblod. Blodprevene ble tatt umiddelbart for hvert forsek og
oppbevart ved 37 °C inntil inokulatet ble tilsatt. Hvert oppsett ble gjennomfert med blod fra ti
donorer, og initiert innen 15 min etter takning for 4 unngé ikke-spesifikk aktivering av det

medfodte immunforsvaret.

Metode for igangsetting av immunrespons tidligere beskrevet av Fredheim ble modifisert
(25). For forsgket med planktoniske bakterier, ble ferskt humant fullblod stimulert parallelt
med stamme 25-63 og stamme 53-38. Begge stammene ble tilsatt bade som planktoniske og
varmeinaktiverte bakterier i totalt atte paralleller (rer), der immunresponsen ble stoppet ved
tilsetting av EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Tyskland) etter to og fire timer. Kontrollene
til forseket 1 ror var sterile ror kun tilsatt blod som ble inkubert med PBS, deretter tilsatt
EDTA etter endt inkubasjonstid pé 2 eller 4 timer. Biofilm i slanger ble fremstilt som tidligere
beskrevet med stammene 25-63 og 53-38 i forkant av hvert forsek med fullblodmodellen.
Med andre ord, ble det ikke tilsatt planktoniske bakterier i blodet som sirkulerte 1 slangene.
Kontrollene til forseket med slanger med biofilm var slanger inkubert med kun TSB med 1 %
glukose i 24 timer i flatt, statisk leie. Alle slangene ble tomt for deres innhold, enten
vekstmedium + bakterier eller kun vekstmedium, og deretter skylt med PBS to ganger for
blod ble overfort til slangene ved bruk av steril 10 mL sproyte av polypropylen (Omnifix®
Luer Solo, B. Braun, Melsungen, Tyskland) og steril kanyle (Sterican®, 21G x 3 1/8", B.
Braun, Melsungen, Tyskland). Slangene ble s& inkubert pa langsom rotasjon med RPM 5 pé
37 °C i to eller fire timer. Ved endt inkubasjonstid ble blodet i slangene overfort til
polypropylenrer (5 mL, Nunc cryotubes, Nalge Nunc International, NY, USA) og satt pa is.
Innen 10 minutter ble alle rorene (biofilm, planktoniske og varmeinaktiverte) sentrifugert ved
3000 x g i 20 minutter ved 4 °C. Minimum 75 pL plasma ble sé pipettert over i eppendorf-ror
(2 mL, DNA LoBind Tube, Eppendorf SE, Hamburg, Tyskland) og fryst ned til -70 °C. Fra

disse prevene ble det gjort cytokinanalyse.
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3.4 Undersgkelse av cytokiner

Cytokinrespons ble malt i plasmaprevene for begge stammene av S. haemolyticus, bade
planktoniske og varmeinaktiverte bakterier etter to og fire timer, og bakterier i biofilm etter to
og fire timer, samt kontroller; ror uten tilsatte bakterier, og slanger uten biofilm og tilsatte

bakterier.

For a analysere nivéet av cytokinene IL-6, IL-8 og TNF-a ble «Luminex® Performance
Assay; Human Cytokine Premixed Kit A» (R&D Systems®, MN, USA) benyttet for de forste
provene (3 donorer), mens de resterende prevene (6 donorer) ble analysert ved hjelp av «Bio-
Plex Pro™ Human Cytokine 8-plex Assay #M50000007A» (Bio-Rad® Laboratories GmbH,
Feldkirchen, Tyskland). Grunnen til bytte av leverander var leveranseproblemer hos
forstnevnte produsent. Begge analysene fungerer etter samme prinsipp. Forste forsek med
Luminex® ble gjort i henhold til produsentens vedlagte protokoll med folgende modifikasjon:
tillaging av mikropartikkel-cocktail ble modifisert for a sikre tilstrekkelig mengde
mikropartikkel-lgsning til alle provene. Volumet av «micropartical diluent» ble okt fra 4,5

mL til 4,8 mL, som ble tilsatt i 1000 puL (standardmengde) «micropartical cocktail».

Luminex® og Bio-Plex Pro™ er begge kulebaserte immunanalyser («bead-based
immunoassay») som maler flere analytter i €én og samme prove (26). Prinsippet for denne
typen immunanalyse er at magnetiske mikrosfarer, eller «kuler», er innvendig farget med
rode og infrarede fluoroforer av ulike intensiteter som merkes med et bestemt tall, eller
kuleregion, som muliggjer differensiering mellom kulene (figur 3). Et kulesett med samme
kuleregion dekkes pa forhand med analytt-spesifikke antistoffer som brukes for a «fange»
analytten av interesse, der ulike kuler dekket med ulike analytt-spesifikke antistoffer kan
blandes i samme analyse. Testmaterialet tilsettes i en losning med disse fargekodede kulene
med analytt-spesifikke antistoffer, som s& «fanger» analyttene av interesse. Deretter merkes
de «fangede» analyttene av et biotinylert analytt-spesifikt antistoff som binder til et passende
epitope pa selve analytten (26;27). Det dannes dermed en slags antistoff-antigen «sandwich»
(samme prinsipp som ved «enzyme-linked immunosorbent assay»; ELISA). Nederst er
fargekodede kuler dekket med «fangst»-antistoffer som binder til analytten (antigenet). Qverst
er analytten bundet av biotinylerte «merke»-antistoffer. Etter & ha vasket bort ubundet
testmaterial, tilsettes streptavidin-konjugert phycoerythrin (PE) som binder til de biotinylerte

antistoffene. Kulene leses sé av pé et instrument med dobbel laser (Bio-Plex™ 200 System,
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Bio-Rad Laboratories, CA, USA) med Luminex® pavisningssystem (Luminex® xMAP™
Technology, R&D Systems®, MN, USA). En laser klassifiserer kuleregion med dens
korresponderende spesifikke analytt. Den andre laseren maler intensiteten av PE-fluorescens

som er direkte proporsjonal med mengden analytt bundet til aktuelle kuleregion (26).

Verdier utenfor referanseomradet («out of range»; OOR) ble i radataen kun angitt som OOR
over (>) eller under (<). I vare resultater var det totalt 46 prever som var OOR>, og én prove
OORK<. For & kunne bruke disse dataene til grafisk fremstilling og statistikk ble OOR< satt til
et tilfeldig tall under laveste mélte verdi for aktuelle cytokin, og OOR> satt til et tilfeldig tall
over hayeste mélte verdi for aktuelle cytokin. Verdiene for OOR< og OOR> ble som folger:
IL-6 (0,3, 2,8 x 10°), IL-8 (0,4, 1,25 x 107), TNF-a. (3,5, 1,48 x 10'"). Grunnen til at disse
verdiene ikke ble satt til laveste og heoyeste standardverdi var fordi det ble malt verdier langt
heyere enn hayeste standardverdi (S1), og lavere enn laveste standardverdi (S8), slik at
dataene ville blitt feilaktige om OOR-prever hadde blitt byttet ut med disse. S1-verdi pg/mL
for Bio-Plex: IL-6 — 5823 pg/mL, IL-8 — 15 080 pg/mL, TNF-o — 62 382 pg/mL.

3.5 Undersgkelse av biofilmdannelse

For & underseke S. haemolyticus’ evne til biofilmdannelse i slangene ble den etablerte
metoden semikvantitativ bestemmelse av biofilmdannelse beskrevet av Christensen og
medarbeidere bade gjort som tidligere beskrevet (for mikrotiterplate) og modifisert (for
slanger) (28). I den modifiserte prosedyren ble 24 timers biofilm fremstilt i slanger som
tidligere beskrevet for begge stammene. Etter & ha skylt to ganger med sterilt, romtemperert
PBS, ble slangene fiksert ved 55 °C i 1 time. De ble s farget med 0,4 % krystallfiolett i 5
minutter, deretter vasket med springvann til slangene ikke ga fra seg farge lengre. Videre ble
de tilsatt 70/30 etanol/aceton-lgsning i 5 minutter for & lese opp krystallfiolett som var bundet
til biofilmen. Denne vasken med opplest krystallfiolett ble s& overfort til 2 mL eppendorf-ror
(DNA LoBind Tube, Eppendorf SE, Hamburg, Tyskland). Det ble pipettert 200 pL i 6
brenner av hver prove, eller til eppendorf-raret var tomt. Optisk tetthet («optical density»;
OD) ble mélt ved ELISA plateleser (CLARIOstar® Plus Microplate Reader, BMG Labtech,
Ortenberg, Tyskland) pa 570 nm, enkel belgelengde.
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3.6 Etikk

Prosjektet har vart vurdert av Regionale komiteer for medisinsk og helsefaglig
forskningsetikk (REK) og anses ikke som framleggingspliktig, jf. Helseforskningsloven § 2.
Se vedlegg for vedtaksbrev og infoskriv til bloddonorer.

3.7 Statistikk

Det ble benyttet uavhengig ikke-parametrisk Mann-Whitney U test for & underseke om det
var forskjell 1 biofilmdannelse. Testen ble benyttet siden dette var forsek uten blod, dermed

ble prevene regnet som uavhengige av hverandre. Vi gjorde sammenligning;

e Mellom slanger og mikrotiterplate innenfor samme stamme.

e Mellom de to stammene i bade slanger og mikrotiterplate.
Vi utfoerte ogsa parallelle forsek med sammenligning;

e Mellom blod tilsatt planktoniske bakterier av KO- og KO+ etter 2 og 4 timer.
e Mellom blod tilsatt varmeinaktiverte bakterier av KO- og KO+ etter 2 og 4 timer.
e Mellom blod tilsatt planktoniske og varmeinaktiverte bakterier innbyrdes for begge

stammene etter 2 og 4 timer.

Cytokinniva av IL-6, IL-8 og TNF-a i fullblod ble analysert. De immunologiske responsene
avhenger av individuelle immunologiske karakteristika hos hver enkelt bloddonor, dermed vil
en uavhengig test ikke vaere riktig 4 bruke. Det ble derfor benyttet avhengig ikke-parametrisk
Wilcoxon Signed-Rank test for 4 underseke om det var forskjeller i immunrespons mellom
gruppene nevnt ovenfor. Alle tester var to-halet («two-tailed») og statistisk signifikans ble satt
til p < 0,05. Alle statistiske analyser ble gjort ved bruk av IBM SPSS Statistics programvare,
versjon 28.0 (IBM North America, NY, USA).
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4 Resultater

4.1 Biofilmdannelse

For KO- var gjennomsnittlig OD i mikrotiterplate 1,69 £ 0,19, og i slange brukt til ex vivo
human fullblodmodell 2,83 + 0,22 (figur 4).

For KO+ var gjennomsnittlig OD i mikrotiterplate 2,13 £ 0,14, og i slange brukt til ex vivo
human fullblodmodell 3,07 + 0,08 (figur 4).

Béde KO- og KO+ hadde storre grad av biofilmdannelse i slanger sammenlignet med i
mikrotiterplate, p-verdi < 0,001. KO+ produserte biofilm i sterre grad enn KO-, bade i
mikrotiterplate og i slanger, p-verdi < 0,001. Det var mer variasjon i grad av biofilmdannelse

mellom forsgkene med ex vivo human fullblodmodell for KO- sammenlignet med KO+.

4.2 Cytokinutskillelse som respons pa biofilm

Det var generelt hay immunaktivering i biofilmprevene, men ogsa i kontrollene uten biofilm
etter 2 og 4 timer (spesielt hay utskillelse av IL-6 og IL-8). Etter de to forste cytokinanalysene
observerte vi serlig hoy aktivering pa 4 timers prevene, og det ble derfor besluttet 4 ikke

analysere resterende 4 timers biofilmprover.

For IL-6 var det én prove av kontrollene uten biofilm ved 4 timer som var over

referanseomradet (OOR>).

For IL-8 var det totalt nitten prever over referanseomradet (OOR>); hvorav étte prover av
KO- 2 timer, tre prover av KO- 4 timer, to prever av kontroll uten biofilm 4 timer, fem prover

av KO+ 2 timer, og én prove av KO+ 4 timer.

For TNF-a var det serlig hoy cytokinutskillelse som respons pd KO- etter bade 2 og 4 timer.
For TNF-a var det totalt tretten prover over referanseomradet (OOR>); hvorav fire prover av

KO- 2 timer, to praver av KO- 4 timer, og syv prover av KO+ 2 timer.

Under feilseking for arsaker til den generelt hoye immunaktiveringen, fant vi at det ikke ble
tilsatt EDTA til biofilmprevene etter endt inkubasjonstid for & stoppe immunresponsen. Pa
bakgrunn av at disse provene ikke ble behandlet likt som de andre prevene (planktoniske og

varmeinaktiverte bakterier) siden det ikke ble tilsatt EDTA, de fleste verdiene var OOR>,
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samt at ogsa kontrollene uten biofilm var haye — besluttet vi a ikke stole pa disse dataene og
inkluderte de ikke videre i de statistiske analysene. Kun konsentrasjonen av IL-6, IL-8 og
TNF-a i provene fra slanger bdde med og uten biofilm er fremstilt i henholdsvis figur 5, 6 og

7.

For & undersgke grad av overensstemmelse mellom de to kitene utforte vi kontrollprever der
vi gjentok prever i kit fra Bio-Rad® som vi allerede hadde kjort i forste cytokinanalyse med
kit fra R&D Systems®. Generelt var alle cytokinmalingene hoyere med Bio-Rad®
sammenlignet med R&D Systems® (ikke vist i figur). Dermed har prover pd bade
planktoniske og varmeinaktiverte bakterier, samt bakterier i biofilm av KO- fra tre donorer

vesentlig lavere tall.

4.3 Cytokinutskillelse som respons pa planktoniske versus

varmeinaktiverte bakterier

I vare analyser ble det funnet en forskjell i cytokinaktivering for alle malte cytokiner (IL-6,
IL-8 og TNF-a) med p-verdi 0,01 mellom planktoniske og varmeinaktiverte bakterier
innbyrdes for begge stammene (KO- og KO+), for begge tidspunkt (2 og 4 timer) (tabell 2).
De planktoniske bakteriene induserer storre cytokinutskillelse sammenlignet med

varmeinaktiverte bakterier med lik inkubasjonstid.

Det ble ogsa funnet en forskjell i utskillelse av TNF-a etter 4 timer mellom planktoniske
bakterier av KO- og KO+, p < 0,05 (tabell 2). Planktoniske bakterier av KO+ induserer storre
utskillelse av TNF-a etter 4 timer enn planktoniske bakterier av KO-. For de avrige
cytokinene ble det ikke funnet forskjell. Se tabell 1 for median konsentrasjon av de ulike
cytokinene produsert som respons pa planktoniske og varmeinaktiverte bakterier av KO- og

KO+.

For IL-6 var det én preve av planktonisk KO+ etter 4 timer som var over referanseomradet
(OOR>). For IL-8 var det totalt syv praver over referanseomradet (OOR>); hvorav to prever
av planktonisk KO- etter 4 timer, og fem prover av planktonisk KO+ etter 4 timer. For TNF-a
var det totalt fem prover over referanseomradet (OOR>); samtlige pa planktonisk KO+ 4

timer. Det var én prove under referanseomradet (OOR<); negativ kontroll 2 timer.
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Tilfort mengde planktoniske bakterier til hvert oppsett ble kontrollert ved & beregne CFU ml!
retrospektivt av hvert forsek (tabell 3). Konsentrasjonen av IL-6, IL-8 og TNF-a i provene

med planktoniske og varmeinaktiverte bakterier er fremstilt i henholdsvis figur 8, 9 og 10.

5 Diskusjon

5.1 Egne funn

I fullblodmodellen fant vi at de planktoniske bakteriene induserte storre cytokinutskillelse
sammenlignet med varmeinaktiverte bakterier med lik inkubasjonstid. To mulige forklaringer
pa dette er; 1) at det er forskjell i bakteriekonsentrasjon mellom planktoniske og
varmeinaktiverte bakterier, eller 2) at planktoniske bakterier aktiverer immunforsvaret i storre
grad enn varmeinaktiverte bakterier. For planktoniske og varmeinaktiverte bakterier var
bakteriekonsentrasjonen i fullblodmodellen henholdsvis ~107 CFU ml! og 7,0 x 10%
bakterier/mL PBS, som er en relativt liten forskjell i inflammasjonsstudier. Av tabell 3 ser vi
at det var lite variasjon mellom bakterier tilfort blodet til de ulike donorene. For de
varmeinaktiverte bakteriene ble det tatt opp et visst volum fra samme beholder med justert
bakteriekonsentrasjon for hvert forsek, slik at det var lik bakteriekonsentrasjon for hvert
oppsett. Det er derfor lite sannsynlig at det er forskjell i bakteriekonsentrasjon som er arsak til

forskjellen vi ser mellom planktoniske og varmeinaktiverte bakterier.

Det var lite variasjon mellom tallene for alle malte cytokiner hos de ulike donorene for bade
planktoniske og varmeinaktiverte bakterier av begge stammer inkubert i 2 timer. Det var dog
stor variasjon i tallene for planktoniske bakterier inkubert i 4 timer, som man ikke s& hos
varmeinaktiverte bakterier med samme inkubasjonstid. Hypotesen i problemstillingen var at
dersom det var store forskjeller innad i gruppen med planktoniske bakterier, men ikke i
gruppen med varmeinaktiverte bakterier, indikerte dette at de varmeinaktiverte bakteriene er
mer stabile og bedre egnet som standard fremfor planktoniske bakterier. Basert pa dette ville
man derfor tenke at de varmeinaktiverte bakteriene er mer gunstige a bruke enn de
planktoniske. Men siden det er lite variasjon bade innad i gruppen med varmeinaktiverte
bakterier og pa tvers av inkubasjonstider, fremstar det som at varmeinaktiverte bakterier i
liten grad aktiverer immunforsvaret i det hele tatt. For S. aureus har flere studier funnet at
svekkede planktoniske bakterier i vaksine induserer en sterkere immunrespons enn
varmeinaktiverte bakterier ved méaling av antistoff (IgG) og cytokiner (blant annet IL-12,

TNF-a og IL-6), der varmeinaktiverte bakterier ogsa viser redusert evne til 4 indusere
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immunrespons (29;30). Det samme har blitt funnet for en bakterie av en annen bakterieslekt,
Mycoplasma bovis (31). Varmeinaktiverte bakterier klarte ikke & indusere celluler respons
ved maling av blant annet TNF-a, IL-18, IL-6 eller IL-8, sammenlignet med kraftig
utskillelse ved stimulering med planktoniske bakterier (31). Cruciani og medarbeidere foreslo
at denne endringen i immunogenisitet hos varmeinaktiverte bakterier kunne relateres til
omfattende endringer av PAMPs og andre strukturer under varmeinaktivering (30).
Varmeinaktiverte bakteriers nytte i inflammasjonsstudier fremstar dermed begrenset
sammenlignet med planktoniske bakterier. Sett sammen med vare funn der planktoniske
bakterier induserer sterk immunaktivering bade etter 2 og 4 timer, fremstar planktoniske
bakterier som mer gunstige a bruke videre i fullblodmodellen. De planktoniske bakteriene er
intakte og kan produsere immunreaktive stoffer i blodet, eksempelvis fenol-leselige
moduliner hos S. haemolyticus som er sterkt proinflammatoriske og fremmer kjemotaksis av
neytrofile granulocytter (10). Dersom man i videre studier benytter inkubasjonstid péd 2 timer
vil det vaere fordelaktig & benytte planktoniske bakteriene siden de ogsa simulerer en «ekte»

infeksjonssituasjon.

Et annet funn i dette forseket var at planktoniske bakterier av KO+ induserte storre utskillelse
av TNF-a etter 4 timer enn planktoniske bakterier av KO-. Ifelge var hypotese, vil kapsel
beskytte mot fagocytose, og dermed utskillelse av cytokiner. Hos S. aureus har man funnet at
kapseluttrykk in vitro er avhengig av en rekke miljobetingelser (32-36), og dermed er
kapseluttrykk svert varierende og vekstfaseavhengig in vitro (33;36-38). In vivo uttrykker S.
aureus kapsel 1 storre grad, men ogsa der er uttrykket sterkt miljgavhengig (36;39-42). For S.
haemolyticus verifiserte Flahaut kapseluttrykk hos JCSC1435 in vitro med TSB med 1 %
glukose som vekstmedium (19). I vart forsek har vi ikke kontrollert om bakteriestammen med
kapseloperon (KO+) faktisk uttrykker kapsel under betingelsene i dette forseket. Vért funn
m4 tolkes med forsiktighet, og for videre studier ber kapseluttrykket verifiseres under

betingelsene i ex vivo fullblodmodellen.

I dette forseket produserte KO+ biofilm i sterre grad enn KO-, béde i mikrotiterplate og 1
slanger. Flere studier pa S. aureus har vist at CP5 og CP8 modulerer bakteriens adheranse til
endoteloverflater in vitro. Det har blitt funnet et inverst forhold mellom kapselproduksjon og
bakteriell adheranse, der bakteriens adheranse til endotelceller er maksimal nar
kapselproduksjonen er minimal (37;40;43-45). En foreslatt forklaring er at bindingssetet pa S.

aureus’ adhesin for endotelceller maskeres av kapsel (40;46;47). Til tross for dette, har
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dyrestudier vist at kapsel kan fremme bakteriell kolonisering og overlevelse pa
slimhinneoverflater in vivo (39;40;48). For S. haemolyticus observerte Flahaut at
bakteriestammen uten kapsel viste storre evne til biofilmdannelse enn bakteriestammen med
kapsel, og foreslo en lignende forklaringsmodell; kapsel kan delvis maskere eller inhibere
overflatefaktorer, eksempelvis adhesiner, som er kritiske for biofilmdannelse (19). Vare
resultater star i kontrast til funnene gjort av Flahaut og in vitro-studiene pa S. aureus, da vi
ville forventet lavere grad av biofilmdannelse hos stammen med kapselproduksjon 1
mikrotiterplate. Samtidig er det usikkert om KO+ faktisk uttrykte kapsel i dette forseket, som
tidligere nevnt. Under tillagingen av biofilmslangene, tilsettes bakteriene til en plastikkslange
i en suspensjon med vekstmedium, uten blod tilstede. Denne situasjonen simulerer
implantering av medisinsk utstyr i menneskekroppen, der S. haemolyticus er kjent for & vare
agens for fremmedlegeme-relatert infeksjon (2). Forholdene er her tilrettelagt for
biofilmdannelse. Det som gjenstér & finne ut er om S. haemolyticus kommer i en enten-eller-
situasjon der den ma velge mellom kapsel eller biofilmdannelse. For S. aureus ser det ut til at
dette er tilfelle (37;40;43-45), og Flahaut fant i sin studie at kapseluttrykk og
biofilmproduksjon var inverst korrelert (19). Likevel er det behov for flere studier for a

bekrefte om dette gjelder for S. haemolyticus ogsa.

Vi har i dette forsgket brukt en eksperimentell modell med blod fra voksne, friske individer,
men ikke testet den malgruppen vi vet at S. haemolyticus gir infeksjon hos. Basert pa tidligere
studier pé blod fra nyfadte, ville vi forventet en lavere grad av immunrespons (14). Vért
forsek har forhdpentligvis bidratt til & etablere og optimalisere blodmodellen for denne typen
studier. Videre plan for Pediatrisk forskningsgruppe ved UiT er & undersgke blod fra
nyfedte/immunsupprimerte barn i den samme modellen for a finne ut hva som driver

patogenesen.
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5.2 Metodologiske utfordringer

For a undersgke immunrespons i fullblod mélt ved niva av cytokinene IL-6, IL-8 og TNF-a,
har vi benyttet ex vivo human fullblodmodell i denne oppgaven. En av fordelene med en slik
modell er at den muliggjor detaljert analyse av komplement- og leukocyttaktivering, samt
utskillelse av cytokiner i blod fra ulike bloddonorer, og etter ulike stimuli (14). Sammenlignet
med in vitro modeller som undersgker deler av blodet, eksempelvis enkelte cellelinjer, serum
og plasma, fir vi ved bruk av ex vivo fullblodmodellen undersgkt flere bestanddeler av blodet
og immunforsvaret, hvordan de interagerer med hverandre og dermed danne en mer nyansert
og riktig oppfatning av hva som skjer under den inflammatoriske responsen. Samtidig er det

flere begrensninger ved denne modellen og dette forseket som mé belyses.

Ulike deler av det medfedte og adaptive immunforsvaret kommuniserer og interagerer bade
med hverandre og evrige kroppsvev in vivo. Serlig interaksjonen mellom blod og endotel er
en viktig del av den inflammatoriske responsen under utvikling av sepsis (49). Ved a tappe
fullblod og analysere det ex vivo, tas det ut av vertens system. Dette medforer at informasjon
og forstaelse for samspillet mellom blod og ulike kroppsvev gér tapt (14). In vivo modeller vil
derfor vaere mest egnet for & danne et s& komplett og korrekt bilde pé inflammatorisk respons

som mulig.

Under dette forsegket matte vi bytte leverander av kit for cytokinanalyse pé grunn av
leveranseproblemer hos R&D Systems®. Som tidligere nevnt, ble det byttet til Bio-Plex
Pro™ fra Bio-Rad® Laboratories. En studie fra 2013 fant at cytokinanalyse-kit basert pa
Luminex®-prinsippet (figur 3) med magnetiske kuler hadde best ytelse med tanke pa antall
prover innenfor konsentrasjonsrekkevidden og etterprovbarhet, ssmmenlignet med
flowcytometri-baserte kit og Luminex®-kit med kuler av polystyren (50). Begge kitene vi har
benyttet har magnetiske kuler og virker etter Luminex®-prinsippet, noe som vi tenker bidrar
til & minske de uunngaelige forskjellene som oppstér ved bytte. Etter «Invitrogen™ Human
Cytokine Magnetic 30-Plex Panel» kom «Bio-Rad® Bio-Plex Pro™ Human Cytokine Plex
Assay» ut som best pa helhetlig ytelse i den samme studien. Likevel er et slikt bytte ugunstig
for resultatene og burde vart unngétt ettersom de ulike kitene er forskjellige pé
etterprovbarhet, og har ulik konsentrasjonsrekkevidde for presis pavisning av de ulike
cytokinene (50). Dette bytte av leverander har hatt en direkte pavirkning pa dataene vare, og

dermed pa resultatene vare, og de ma tolkes med forsiktighet.
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Tillaging av standardkurver er en viktig begrensning i denne oppgaven. Standardkurver har en
direkte pavirkning pé datasettet og resultatene. Det ble laget ny standardkurve for hver
cytokinanalyse under dette forseket (ikke vist i figur). De ble vurdert som tilstrekkelige av
kompetent personale, men de kunne vart ytterligere optimalisert. Noyaktige standardkurver
krever hoy kompetanse pé laboratoriumsteknikker som pipettering. Gode ferdigheter pé
laboratoriumsteknikker er essensielt for videre arbeid med fullblodmodellen, og ber

etterstrebes.

For bdde planktoniske og varmeinaktiverte bakterier var bakteriekonsentrasjonen hey i
fullblodmodellen (~107 CFU ml! og 7,0 x 108 bakterier/mL PBS, respektivt). Ved en virkelig
sepsis vil man ikke se sa hoye konsentrasjoner sd tidlig i forlepet, den kraftige bakterievekst
inntreffer forst 12-24 timer etter at bakterien har kommet inn i blodbanen (51). Derfor anses
disse konsentrasjonene som tilstrekkelige for & indusere immunrespons for analyse. Det var
stor variasjon i tallene for planktoniske bakterier inkubert i 4 timer med flere prover OOR>,
som man ikke sa hos varmeinaktiverte bakterier med samme inkubasjonstid. Store forskjeller
innad i gruppen hos bade planktoniske og varmeinaktiverte bakterier, kan tilsi at det er
faktorer hos bloddonoren som forarsaker dem. Oppsettet fungerer dermed som en kontroll for
biologiske forskjeller (vertsfaktorer) mellom bloddonorene. Dette ser vi imidlertid ikke i vare
data, og det er sannsynligvis ikke vertsfaktorer som er arsak til dette. En annen forklaring kan
vare at fullblodmodellen har en begrensning der den kun kan opprettholde fysiologiske
forhold i maximum 4 timer (25). Planktoniske bakterier er fortsatt metabolsk aktive, i
motsetning til varmeinaktiverte bakterier og pa denne méaten kan planktoniske bakterier ha
fort til reduksjon av tiden blodmodellen er under fysiologiske forhold, og dermed ha fort til

okt immunaktivering.

For provene fra slangene, bade med og uten biofilm, var det en generell hoy
immunaktivering, uavhengig av tilstedevarelse av bakterier i biofilm. Vi observerte at de
negative kontrollene (slanger kun tilsatt vekstmedium) hadde hgye nivier av cytokiner, der
mange prover hadde verdier OOR>. Det kan veare flere arsaker til dette. Som tidligere nevnt,
ble det ikke tilsatt EDTA i provene fra slangene ved endt inkubasjonstid. Dette er en vesentlig
forskjell fra de ovrige provene i ror (planktoniske og varmeinaktiverte bakterier) og fra
Granslo sin metode (14) som er utgangspunktet for denne oppgaven. Dermed har
immunresponsen fortsatt under sentrifugering og frem til plasma ble fryst ned. Dette er med

stor sannsynlighet en viktig arsak til den generelt hoye immunaktiveringen vi ser, ogsd hos
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kontrollene. Enkelte bloddonorer kan ha hatt en helt s@regen variant av blodparametrene som
gjor det vanskelig & skulle sammenligne deres resultater mot de gvrige bloddonorenes. En
annen begrensning er at vi ikke gjorde differensialtelling av leukocytter for hvert av
oppsettene med blodmodellen. Dermed kan det ikke utelukkes at kvantitative forskjeller i

leukocytt-tellingene kan ha pavirket immunresponsen (14).

I en tilsvarende studie av Granslo og medarbeidere, ble det ikke observert samme grad av
bakgrunnsaktivering (14). Metode for fremstilling av biofilm i den studien og dette forseket
var tilneermet identisk. Som tidligere nevnt var modifikasjoner som folgende; endring av leie
(statisk istedenfor roterende), fortynningsgrad (1:10 istedenfor 1:100) og at slangene ikke ble
fryst ned 1 dette forseket. En annen forskjell var at Granslo benyttet lepirudin som
antikoagulant, mens heparin ble benyttet i dette forseket. Dette kan ha utgjort en betydelig
forskjell i bakgrunnsaktiveringen. Etter nermere undersokelse av hvordan slangene ble
handtert i deres studie sammenlignet med dette forseket, fremkommer ingen tydelige

forskjeller som skulle tilsi graden av bakgrunnsaktivering som observeres.

Naér blod tappes pé plastrer, aktiverer plastoverflaten komplement og koagulasjonsfaktorer
som forer til aktivering av immunceller og trombocytter. Denne immunaktiveringen initiert av
fremmede overflater kalles bioinkompatibilitet, eller omvendt biokompatibilitet (52;53). Slik
aktivering av immunceller som monocytter og granulocytter in vitro, gjor at de sensibiliseres
for de brukes i en inflammasjonsmodell, og kan dermed gi misvisende resultater (54). For &
unnga slik aktivering har ulike antikoagulanter blitt forsekt brukt. I dette forseket ble heparin
benyttet som antikoagulant ved blodprevetaking. En studie fra 2008 viste at plastikk-indusert
komplementaktivering ble fullstendig unngatt ved overfering av blod — antikoagulert med
lepirudin — til heparindekkede ror, sammenlignet med overfering til ikke-heparindekkede ror
(23). Til tross for at det ble brukt en annen antikoagulant i studien nevnt ovenfor, kan det
tenkes at heparinet vil beskytte mot bioinkompatibilitet ogsé nér den brukes som
antikoagulant, og ikke kun som belegg pa plastoverflaten. Blodet i biofilmslangene ble
imidlertid utsatt for flere ulike materialer etter det ble antikoagulert med heparin; DEHP i
slangene og polypropylen i nunc-rerene. Granslo benyttet de samme slangene i sin studie, dog
med en annen bakterie (S. epidermidis), men sa ikke samme bakgrunnsaktivering (14). Det er
derfor lite sannsynlig at materialet i slangene er del av forklaringen. Flere in vivo studier pa
polypropylens biokompatibilitet har vist at polypropylen induserer svakest inflammatorisk
respons sammenlignet med andre polymermaterialer (55-57). Bakgrunnsaktiveringen

observert i dette forseket kommer derfor sannsynligvis ikke av bioinkompatibilitet.
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Valget av heparin som antikoagulant er ogsa en begrensning og mulig feilkilde. Flere studier
viser at heparin pavirker komplementaktivering nar den brukes som antikoagulant, der den i
lave konsentrasjoner gker komplementaktivering, mens hoye konsentrasjoner hemmer
komplementaktivering (22;58;59). 1 2002 fant Mollnes og medarbeidere at en
heparinkonsentrasjon pd 0,2 IU/mL og 2 IU/mL egkte komplementaktivering, mens 20 IU/ml
hemmet komplementaktivering (22). Det er ogsa funnet at heparin binder til flere
plasmaproteiner og har en ugunstig effekt pa leukocytter og trombocytter (22;60-62). I den
samme studien av Mollnes ble heparin frarddet brukt som antikoagulant i
inflammasjonsstudier som benytter fullblodmodellen, mens lepirudin ble anbefalt som
antikoagulant (22). Lepirudin er en rekombinant hirudin-analog, og er en spesifikk
trombinhemmer (63). Den pévirker ikke koagulasjonskaskaden oppstrems for
trombindannelsestrinnet, og den pdvirker ikke komplementaktivering (22). Det ville ha vert
fordelaktig & bruke lepirudin fremfor heparin som antikoagulant i dette forseket for a folge
protokollen neyaktig. Som tidligere nevnt var lepirudin ferstevalg under planleggingen av
forseket, men grunnet produksjonsslutt kunne den ikke benyttes. Likevel er det kun for
analyser av komplementavhengig cytokinfrigjering at lepirudin er anbefalt. Det er gjort flere
studier som viser at det er et komplekst samspill mellom komplementaktivering og
cytokinfrigjering, der noen cytokiner er komplementavhengige, mens andre er ikke-
komplementavhengige (22;23;64). Forelopig har et par studier vist at IL-8 er delvis
komplementavhengig, mens IL-6 og TNF-a er ikke-komplementavhengige (22;64). For
cytokiner som ikke er avhengige av komplement, vil ikke valg av antikoagulasjon ha like stor
betydning. Oppsummert fremstar det fortsatt usikkert hva bakgrunnsaktiveringen skyldes.
Den modifiserte fullblodmodellen som benytter slanger istedet for ror, behagver

optimaliseringsarbeid for & oppna mer reproduserbare resultater.

5.3 Forslag til videre optimalisering av metode

Basert pa erfaringer gjort under arbeidet med denne oppgaven har vi flere forslag til videre

optimalisering av fullblodmodellen for biofilmforsek.

e Det bor tilsettes EDTA ved endt inkubasjonstid for & stoppe videre immunaktivering.
e Hoyere fortynningsgrad av biofilmprevene til cytokinanalysene kan forsekes, siden
det var svert mange prover OOR>. En fortynningsgrad pd minimum 1:10 kan vare

gunstig 4 benytte.
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e Det kan vere nyttig a sette opp S. epidermidis til sammenligning i biofilmslanger
siden den er kjent fra tidligere med samme type forsek (14). Dette for & kontrollere for
bakgrunnsaktiveringen observert her.

e Tillaging av reelle kontrollslanger uten preformert biofilm i TSB med 1 % glukose,
men som kun er tilsatt blod tilfert planktoniske bakterier, for & kontrollere for
bakgrunnsaktiveringen og for a gjere en direkte sammenligning mellom planktoniske

bakterier og bakterier i biofilm.
6 Konklusjon

I denne oppgaven har vi sett at planktoniske bakterier induserer sterkere immunaktivering enn
varmeinaktiverte bakterier, vi observerte ingen forskjell i immunaktivering hos bakterier med
og uten kapseloperon. Fullblodmodellen er ikke funksjonell i sin ndvarende form for
biofilmforsek, slik at det gjenstar & se om S. haemolyticus i biofilm gir en annen
immunrespons enn planktoniske bakterier. Videre studier ber fokusere pa optimalisering av

metoden, samt undersgke om kapsel er uttrykt under disse betingelsene.
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Tabeller

Tabell 1: Median konsentrasjon av de ulike cytokinene produsert som respons pa ulike patogener. KO- — stamme

25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. VI — varmeinaktivert. P — planktonisk. n = 9

for samtlige bakterier/vekstfase og negative kontroller.

Median konsentrasjon av de ulike cytokinene produsert som respons pa ulike patogener
Cytokin Tid Median cytokinkonsentrasjon (25-75 kvartil)

KO- VI KO+ VI KO- P KO+ P Neg. kontroll
IL-6 2 14 (9-22) 11 (6-13) 55 (35-74) 51 (27-94) 8 (6-12)
4 55 (34-87) 62 (28-107) 13 022 (1 782-297 915) 5957 (1 746-46 089) 18 (10-35)
IL-8 2 159 (53-271) 201 (130-252) 574 (305-1 740) 610 (476-1 378) 97 (30-155)
4 483(337-913) 788 (522-954) 20 240 (6 649-6 342 572) 1,25 x 107 (17 927-1,25 x 107) 315 (156-1 510)
TNF-a 2 114(25-271) 184 (130-258) 1730 (672-2 837) 1267 (848-2902) 106 (10-180)
4 175(102-273) 317(193-598) 48238 (9631-306094) 1,48 x10% (13 569-1,48 x 101!) 142 (16-324)

Tabell 2: Resultater av Related-Samples Wilcoxon Signed Rank Test. Statistisk signifikans satt til p < 0,05,

uthevet i tabell. KO- — stamme 25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. VI —

varmeinaktivert. P — planktonisk.

Resultater av Related-Samples Wilcoxon Signed Rank Test

Cytokin Tid p-verdi
KO- VI / KO+ VI KO-P /KO+P KO- VI / KO- P KO+ VI / KO+ P

IL-6 2 0,07 0,77 0,01 0,01

4 0,26 0,77 0,01 0,01
IL-8 2 0,64 0,26 0,01 0,01

4 0,31 0,21 0,01 0,01
TNF-a 2 0,58 0,37 0,01 0,01

4 0,19 0,04 0,01 0,01
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Tabell 3: CFU mi" for planktoniske bakterier tilsatt i blodet til de ulike bloddonorene. Ingen data pa KO- pé dag 1
grunnet feil i fortynningsrekker. KO- — stamme 25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med
kapseloperon.

CFU mL™ for bakterier tilsatt i blodet til de ulike bloddonorene

Dag Donor Bakteriestamme CFU mL?!
1 1+2 KO- Ingen data
KO+ 1,22 x 108
2 3+4 KO- 1,45 x 107
KO+ 1,87 x 107
3 5+6 KO- 0,39 x 107
KO+ 1,11 x 107
4 7+8 KO- 2,12 x 107
KO+ 1,39 x 107
5 9+10 KO- 1,44 x 107
KO+ 1,54 x 107
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Figurer

. ®

Figur 1: Biofilmdannelse. Tegnet av Roy-Andre Lysa.

Klassisk reaksjonsvei Lektin reaksjonsvei Alternativ reaksjonsvei

Clqg Mannosebindende C3
lektin

C3a

/]

C5a

C5b-9
TCC

Figur 2: Komplementsystemet. Modifisert figur fra Fredheim og medarbeidere (25).
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Detection Antibody
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"s Streptavidin-PE p3 Streptavidin-PE
—— Biotin
PN Detection Antibody
W 4 Target Analyte
t L
— Capture Antibody
- - Luminex Bead

Figur 3: Prinsipp for Luminex®. Bilde hentet fra R&D Systems® (65).

Biofilmdannelse etter bakteriestamme og vekstforhold

oD

KO- plate KO- slange KO+ plate KO+ slange
Type

Figur 4: Biofilmdannelse etter bakteriestamme og vekstforhold. OD — optical density. KO- — stamme 25-63 uten

kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. *—p < 0,05
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[IL-6] for biofilm
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Figur 5: Konsentrasjon av IL-6 for biofilmprover. KO- — stamme 25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-38
med kapseloperon. bf — biofilm.

[IL-8] for biofilm
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Figur 6: Konsentrasjon av IL-8 for biofilmpraver. KO- — stamme 25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-38
med kapseloperon. bf — biofilm.

Side 41 av 50



[TNF-a] for biofilm
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Figur 7: Konsentrasjon av TNF-« for biofilmpraver. KO- — stamme 25-63 uten kapseloperon. KO+ — stamme 53-

38 med kapseloperon. bf — biofilm.

[IL-6] for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier
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Figur 8: Konsentrasjon av IL-6 for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier. KO- — stamme 25-63 uten
kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. VI — varmeinaktivert. P — planktonisk. TO — blod kun
tilsatt EDTA, ingen bakterier. *— p < 0,05
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[IL-8] for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier
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Figur 9: Konsentrasjon av IL-8 for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier. KO- — stamme 25-63 uten
kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. VI — varmeinaktivert. P — planktonisk. TO — blod kun
tilsatt EDTA, ingen bakterier. *—p < 0,05

[TNF-a] for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier
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Figur 10: Konsentrasjon av TNF-« for planktoniske og varmeinaktiverte bakterier. KO- — stamme 25-63 uten
kapseloperon. KO+ — stamme 53-38 med kapseloperon. VI — varmeinaktivert. P — planktonisk. TO — blod kun
tilsatt EDTA, ingen bakterier. *— p < 0,05
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Immunsupprimerte barn og nyfgdte er utsatt for alvorlige bakterielle infeksjoner (sepsis)
med ulike bakterier.

Det er generelt lite forskning pd immunrespons ved ulike bakterier som kan gi sepsis hos
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Vi viser til sgknad mottatt 11.01.2022 for ovennevnte forskningsprosjekt. Sgknaden ble
behandlet av Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK) nord i
mgtet 10.02.2022. Vurderingen er gjort med hjemmel i helseforskningsloven § 10.

REKSs vurdering

Om prosjektet

Man vil innhente fullblod fra 20 voksne deltakere. Analyser av immunrespons vil delvis
gjores i Tromsg og dels i samarbeid med immunologisk fagmiljg i Bodg som har
spesialkompetanse pa komplementanalyser.

Design/metode
Studien er eksplorativ og man anser at 20 deltagere vil vere nok til & vise forskjeller i

REK nord Telefon:77 64 61 40 | E-post:rek-nord@asp.uit.no
Besgksadresse: MH-2, 12. etasje, UiT Norges arktiske universitet, Tromsg Web:https://rekportalen.no
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immunrespons mellom ulike bakterier, og samtidig ta hgyde for biologisk variasjon
mellom deltagere.

Man vil benytte en ex vivo fullblodsmodell til & studere immunrespons, og har i dette
prosjektet valgt & gjgre forsgkene med blod fra voksne da det gjgr at man kan fa flere
deltagere og tilstrekkelig volum blod.

I senere studier planlegger forskningsgruppen & gjgre tilsvarende studier, men mer
malrettede studier med blod fra nyfgdte og immunsupprimerte barn.

Komiteen har vurdert om prosjektet faller innenfor helseforskningslovens virkeomréade.

De prosjektene som skal framlegges for REK er prosjekt som dreier seg om «medisinsk og
helsefaglig forskning pa mennesker, humant biologisk materiale eller helseopplysninger»,
jf. helseforskningsloven § 2. «Medisinsk og helsefaglig forskning» er i § 4 a), definert som
«virksomhet som utfgres med vitenskapelig metodikk for a skaffe til veie ny kunnskap om
helse og sykdom». Det er altsa formélet med studien som avgjgr om et prosjekt skal anses
som framleggelsespliktig for REK eller ikke.

Den nasjonale forskningsetiske komite for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk
publiserte hgsten 2021 en veileder for helseforskningslovens saklige virkeomréade. Der
heter det

«For & vurdere om prosjektet gir ny kunnskap om helse og sykdom kan fglgende momenter
vere til hjelp i vurderingen:

Er formalet med studien ny kunnskap om helse og sykdom?

Har prosjektet et klart klinisk fokus?

Vil prosjektet kunne fgre til forbedret diagnostikk?

Gir prosjektet en utvidet forstdelse om helsetilstanden eller sykdommen som kan
forbedre behandlingen eller innholdet i et tilbud?»

Etter en helhetsvurdering er REK kommet til at prosjektet ikke reguleres av
helseforskningsloven. Pé navarende stadium vil forskningen ikke fremskaffe ny kunnskap
om sykdom eller helse, selv om det er det langsiktige malet.

Prosjektet ma forankres i egen institusjon.

Vedtak

Etter spknaden fremstdr prosjektet ikke som et medisinsk og helsefaglig forskningsprosjekt
som faller innenfor helseforskningsloven. Prosjektet er ikke framleggingspliktig, jf.

helseforskningsloven § 2.

Vi gjor oppmerksom pd at det md foreligge et behandlingsgrunnlag etter
personvernforordningen. Dette md forankres i egen institusjon.

Klageadgang

Du kan klage pa REKs vedtak, jf. forvaltningsloven § 28 flg. Klagen sendes pa eget
skjema via REK portalen. Klagefristen er tre uker fra du mottar dette brevet. Dersom REK
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opprettholder vedtaket, sender REK klagen videre til Den nasjonale forskningsetiske
komité for medisin og helsefag (NEM) for endelig vurdering, jf. forskningsetikkloven § 10
og helseforskningsloven § 10.

Med vennlig hilsen

May Britt Rossvoll
sekretariatsleder

Kopi til:

Universitetssykehuset Nord-Norge HF
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8 Infoskriv: Eksperimentelle bakterielle infeksjoner —
studier i en blodmodell

Versjon 1.0
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VIL DU DELTA | FORSKNINGSPROSJEKTET

Eksperimentelle bakterielle infeksjoner - studier i en blodmodell

FORMALET MED PROSJEKTET OG HVORFOR DU BLIR SPURT

Dette er et spgrsmal til deg om a delta i et forskningsprosjekt for a undersgke hvordan immunforsvaret
reagerer pa ulike typer bakterier som er vanlige arsaker til alvorlige infeksjoner hos nyfgdte og
immunsvekkede barn. For a gke kunnskapsgrunnlaget pa hvordan disse bakteriene gir sykdom og pavirker
immunforsvaret, trenger vi studier der vi etterligner disse infeksjonene i en laboratoriemodell. Vi vil bruke en
modell som etterligner situasjonen man har i blodet under en infeksjon og til denne modellen behgver vi blod
fra friske, frivillige givere.

HVA INNEBZRER PROSJEKTET FOR DEG?

Som deltaker i dette prosjektet tar vi en blodprgve av deg. Det vil stikkes en liten nal i blodaren din og det vil
tappes ca. 30 mL blod. Dette er en liten mengde blod som er helt ufarlig a tappe ut.

Blodprgven vi har tatt av deg vil bli tilsatt ulike typer fgr vi analyserer blodet for ulike deler av det medfgdte
immunforsvaret (komplement og cytokiner). Du vil selv ikke utsettes for bakterier. Tidsbruken for deg vil vaere
begrenset til tiden det tar a ta blodprgver.

Du kan eventuelt bli spurt om a tappe samme mengde blod ytterligere 2 ganger til i Ispet av en 6 ukers
periode. Det er naturligvis frivillig hver gang.

Frivillige voksne deltagere i dette prosjektet skal ikke ha noen kroniske sykdommer, ikke bruke noen faste
medisiner, veaere fastende ved prgvetaking, ikke ha vaert i hard fysisk aktivitet i forkant, og de skal ikke ha hatt
feber eller infeksjonssykdommer siste 7 dager fgr blodprgvetaking.

MULIGE FORDELER OG ULEMPER

Det vil ikke vaere noen klare fordeler for deg a delta i denne studien utover at ditt blod vil kunne vaere med a
bidra til at man ved vitenskapelige studier far gkt kunnskap om hvordan infeksjoner pavirker immunforsvaret.

Utover et stikk i huden i forbindelse med blodprgven sa er det ikke knyttet noe ubehag eller risiko til deltakelse
i denne studien.

Vi vil ikke samle inn noen helseopplysninger om deg.

FRIVILLIG DELTAKELSE OG MULIGHET FOR A TREKKE DITT SAMTYKKE

Det er frivillig 3 delta i prosjektet. Dersom du gnsker & delta, undertegner du samtykkeerklaeringen pa siste
side. Du kan nar som helst og uten a oppgi noen grunn trekke ditt samtykke. Det vil ikke ha noen negative
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konsekvenser for deg hvis du ikke vil delta eller senere velger a trekke deg. Dersom du trekker tilbake
samtykket, vil det ikke forskes videre pa ditt biologiske materiale. Du kan kreve innsyn i opplysningene som er
lagret om deg, og opplysningene vil da utleveres innen 30 dager. Du kan ogsa kreve at det biologiske
materialet destrueres. Adgangen til 3 kreve destruksjon, sletting eller utlevering gjelder ikke dersom materialet
eller opplysningene er anonymisert eller publisert. Denne adgangen kan ogsa begrenses dersom
opplysningene er inngatt i utfgrte analyser, eller dersom materialet er bearbeidet og inngar i et annet biologisk
produkt.

Dersom du senere gnsker a trekke deg eller har spgrsmal til prosjektet, kan du kontakte prosjektleder (se
kontaktinformasjon pa siste side).

HVA SKJER MED OPPLYSNINGENE OM DEG?

Opplysningene som registreres om deg skal kun brukes slik som beskrevet under formalet med prosjektet, og
planlegges brukt innen utgangen av 2026. Eventuelle utvidelser i bruk og oppbevaringstid kan kun skje etter
godkjenning fra regional etisk komite (REK) og andre relevante myndigheter. Du har rett til innsyn i hvilke
opplysninger som er registrert om deg, og rett til a fa korrigert eventuelle feil i de opplysningene som er
registrert. Du har ogsa rett til a fa innsyn i sikkerhetstiltakene ved behandling av opplysningene. Du kan klage
pa behandlingen av dine opplysninger til Datatilsynet og institusjonen sitt personvernombud.

Alle opplysningene vil bli behandlet uten navn og fgdselsnummer eller andre direkte gjenkjennende
opplysninger (=kodede opplysninger). En kode knytter deg til din blodprgve gjennom en navneliste. Det er kun
prosjektleder Claus Klingenberg som har tilgang til denne listen.

Opplysningene om deg vil bli oppbevart i fem ar etter prosjektslutt av kontrollhensyn.

HVA SKJER MED PR@VER SOM BLIR TATT AV DEG?

Prgvene som tas av deg skal oppbevares i en forskningsbiobank tilknyttet prosjektet. Biobanken heter
«Eksperimentelle bakterielle infeksjoner - studier i en blodmodell» og er lokalisert pa Pediatrisk
Forskningsgruppe Infeksjonslaboratoriet, UiT/UNN. Ansvarshavende for biobanken er Claus Klingenberg.
Biobanken opphgrer ved prosjektslutt.

FORSIKRING

Blodprgven vil bli tatt av personell med helsefaglig utdannelse og du vil vaere dekket av Pasientskadeloven.

OPPF@LGINGSPROSJEKT

| denne studien vil vi se pa hvordan flere bakterier som er vanlige arsaker til infeksjoner hos
immunsupprimerte barn og nyfgdte pavirker det medfgdte immunforsvaret til friske voksne. Vi velger a
inkludere friske voksne givere i dette prosjektet da dette muliggjgr inklusjon av flere deltakere og stgrre volum
blod. Vi vil med dette begynne a danne oss en forstaelse av hvordan infeksjonene pavirker blodet og dens
bestanddeler samt hvordan modellen kan brukes mest effektivt. | senere studier planlegger forskningsgruppen
a gjore tilsvarende studier med blod fra nyfgdte og immunsupprimerte barn.

PKONOMI

Du som deltaker vil ikke fa noen gkonomisk kompensasjon for din deltakelse.
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GODKJENNINGER

Prosjektet har veert vurdert av REK og anses ikke som framleggingspliktig, jf. Helseforskningsloven §2.

Universitetssykehuset Nord-Norge og prosjektleder Claus Klingenberg er ansvarlig for personvernet i
prosjektet.

Vi behandler opplysningene basert pa Lov om behandling av personopplysninger (Personopplysningsloven),
artikkel 9 nr. 2 og 3.

KONTAKTOPPLYSNINGER
Dersom du har spgrsmal til prosjektet eller gnsker a trekke deg fra deltakelse, kan du kontakte:

Claus Klingenberg, prosjektleder. Mail; claus.klingenberg@unn.no. Telefon 91563167.

Dersom du har spgrsmal om personvernet i prosjektet, kan du kontakte personvernombudet ved UNN:

personvernombudet@unn.no
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JEG SAMTYKKER TIL A DELTA | PROSJEKTET OG TIL AT MITT BIOLOGISKE MATERIALE
BRUKES SLIK DET ER BESKREVET

Sted og dato Deltakers signatur

Deltakers navn i blokkbokstaver

Jeg bekrefter a ha gitt informasjon om

Sted og dato Signatur

Rolle i prosjektet
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