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Forord 

Denne oppgaven er masteroppgaven i medisin, som skrives på 5. studieår ved Universitetet i 

Tromsø (UiT), Norges Arktiske Universitet.  

Før jeg begynte på medisinstudiet hadde jeg tenkt at jeg skulle jobbe med barn. En av 

årsakene til valg av dette studiet var muligheten det gir for å kunne jobbe med barn. Derfor 

føltes det naturlig for meg å skrive masteroppgaven min i pediatrisk retning. Jeg tok kontakt 

med Trond Flægstad og Pediatrisk forskningsgruppe ved UiT og jeg ble satt i kontakt med 

infeksjonsgruppen som la frem forslaget om denne oppgaven.  

Jeg vil takke mine veiledere Claus Klingenberg, Hildegunn Norbakken Granslo og Jorunn 

Pauline Cavanagh for god oppfølging, gode tilbakemeldinger, veiledning i statistikk og 

muligheten for å kunne skrive denne oppgaven. Setter også veldig pris på at jeg har fått være 

med på forskningsgruppens møter. Det gjorde at jeg har følt meg veldig godt tatt imot. På 

laboratoriet har jeg fått god og tett oppfølging av både Pauline og Ina Isabell Høiland. Dere 

har vært ivrige veiledere for opplæring og gjennomføring av forsøkene. Tusen takk for at dere 

var så til stede og gode veiledere mens forsøkene pågikk. Takk til Trine Kalstad som var 

veldig behjelpelig med bruk av Luminex/Bio-plex og analyse av resultater. Jeg er veldig 

takknemlig for alle ressursene, tiden og økonomien som har blitt lagt tilrette for at jeg skulle 

få gjennomføre og skrive denne oppgaven.  

Jeg vil også takke Elen Naomi Våga Lwin for et godt samarbeid. Vi har samarbeidet godt, og 

delt frustrasjoner, stress og ikke minst gode opplevelser på labben sammen. Har vært veldig 

fint å kunne jobbe sammen med deg på laboratoriet, og vært godt å ha deg som labpartner.  

Og ikke minst, takk til kona mi Kristin som har oppmuntret og motivert meg med skrivingen, 

og til datteren min Signe som har gjort at jeg har tenkt på andre ting når jeg har kommet hjem 

fra universitetet. Det har vært viktig for meg.  

 

Bjørn Martin Broback 

Tromsø 29.05.2022  
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1 Sammendrag  

 

Bakgrunn: Viridans gruppe streptokokker (VGS) er en heterogen gruppe med bakterier som 

er sett på som opportunistiske bakterier. De har nå blitt en vanligere årsak til alvorlig sepsis 

hos nyfødte og immunsupprimerte barn. Formålet med denne studien er å sammenligne 

immunresponsen til en VGS bakterie (Streptococcus mitis) mot en gruppe B streptokokk 

(GBS) og Staphylococcus haemolyticus i en ex vivo blodmodell. 

Metode: Blod fra friske voksne mennesker (n=9) ble studert i en ex vivo blodmodell. Jeg 

benyttet bakterier isolert fra kliniske infeksjoner; Streptococcus mitis, gruppe B streptokokk 

og to stammer av S. haemolyticus. Bakteriene ble barmeinaktivert før bruk. Multiplex 

immunoassay ble brukt for analyse av utskillelse av tre pro-inflammatoriske cytokiner (IL-6, 

IL-8 og TNF-α) etter stimulering med de ulike bakteriene i to eller fire timer. Wilcoxon 

Signed-Rank test ble brukt for statistiske analyser. 

Resultater: GBS har en høyere utskillelse av TNF-α sammenlignet med VGS (p = 0,028) 

etter fire timer inkubasjon. Det var ingen forskjell i utskillelse av cytokiner mellom VGS og 

S. haemolyticus. For VGS var det økt utskillelse av IL-6 (p=0,012) og IL-8 (p=0,025) etter 

fire timer sammenlignet med to timer for VGS.  

Konklusjon: I denne oppgaven fant jeg at GBS ga høyere utskillelse av TNF sammenlignet 

med VGS. Alle bakteriene analysert ga klar immunrespons sammenlignet med kontroller, 

som tegn på at blodmodellen med varmeinaktiverte bakterier fungerte. Det var bedre respons 

etter fire timer, slik at lengre inkubasjon vil være best med tanke på fremtidige forsøke. 

Studier i blod fra relevante pasientgrupper (navlestrengsblod og blod fra barn med kreft) vil i 

fremtiden være nyttig for å gi oss økt kunnskap og forståelse av immunologisk respons på 

VGS.  
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2 Bakgrunn 

2.1 Bakterier som kan gi sykdom hos nyfødte og immunsvekkede 

Oppgaven fokuserer på Viridans gruppe streptokokker (VGS) som kan gi sykdom hos nyfødte 

og immunsupprimerte. Jeg har spesifikt undersøkt hvilken immunrespons VGS gir i en sepsis 

fullblodsmodell. I oppgaven har jeg sammenlignet immunresponsen opp mot to andre 

bakterier, gruppe B streptokokker (GBS) og Staphylococcus haemolyticus, som også kan gi 

infeksjoner i samme pasientgruppe. Av den grunn vil alle tre bakteriegruppene omtales først i 

denne oppgaven. 

2.1.1 Viridans gruppe streptokokker  

Viridans gruppe streptokokker er en heterogen gruppe streptokokker som i hovedsak er α-

hemolytiske, de produserer en grønnaktig farge på blodagaren og har derav fått tilnavnet 

viridans som på latin betyr grønn (1). De er Gram-positive, klumper seg sammen i kjeder og 

er katalase negative (2). Viridans-gruppen omfatter ca 20 ulike arter som deles inn i 5 

hovedgrupper; Streptococcus salvarius, Streptococcus mitis, Streptococcus anginosus, 

Streptococcus sanguinis og Streptococcus mutans og disse gruppene omfatter en rekke 

bakterier (Tabell 1) (2). Klassifiseringen av VGS er kompleks og litteraturen spriker når det 

kommer til antall hovedgrupper og antall arter (3).  

I en studie av Facklam (2) ble det inkludert 26 ulike streptokokker innenfor VGS. Det ble 

også inkludert bakterier som hadde opprinnelse fra andre arter enn menneske siden man 

hadde sett at noen av disse kan føre til infeksjon hos mennesker. For at de skulle regnes som 

VGS skulle de fenotypisk være; leucine aminopeptide positive, pyrrolidonylarylamidase 

negative og ikke gi vekst i 6,5% NaCl løsning (2). 

VGS er en del av normalfloraen til mennesker og finnes i munnhulen, luftveiene og mage-

tarm trakten. De regnes som opportunistiske bakterier (4). Det er særlig ved redusert 

immunforsvar som hos immunsupprimerte pasienter, premature og nyfødte barn at disse 

bakteriene kan føre til alvorlig sykdom (5).  

Ulike virulensfaktorer hos bakterier gjør det mulig for bakterien å overleve i verten og 

forårsake sykdom. VGS er en heterogen gruppe med bakterier og har derfor noen ulike, men 

også en del felles virulensfaktorer:  
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i) Adhesiner er generelt viktig for bakteriens evne til å feste seg og kolonisere verten. 

VGS uttrykker i stor grad adhesiner, og har god evne til å feste seg til vevet (6-8). 

ii) S. mitis danner IgA1 protease som kløyver IgA antistoff, og på den måten unngår de 

immunforsvaret (6).  

iii) Dannelse av kapsel er en annen virulens egenskap hos VGS som bidrar til å unngå 

immunforsvaret (7).  

iv) Enkelte VGS har en svært god evne til å danne biofilm som kan bidra til å unngå 

immunforsvaret og gjør at bakteriene fester seg til tenner, hjerteklaffer og katetre (8). 

v) VGS kan også binde seg direkte til trombocytter, og på den måten fraktes rundt i 

blodet noe som kan føre til endokarditt (6, 8).   

VGS som lever i munnhulen blir ofte utsatt for oral antibiotika når verten bruker dette. For å 

kunne overleve kan VGS som koloniserer pasienten utvikle eller erverve ulike 

resistensmekanismer som respons på antibiotika-bruken og på den måten kan VGS danne et 

reservoar av antibiotikaresistente bakterier. VGS kan overføre resistensgener til andre arter, 

som den mer virulente Streptococcus pneumoniae (4). Ved en eventuell senere 

immunsuppresjon kan pasientene også få infeksjoner med antibiotikaresistente VGS som er 

en del av normalfloraen til pasientene.  

2.1.2 Staphylococcus haemolyticus 

Staphylococcus haemolyticus er en koagulase negativ stafylokokk (KNS) som betyr at den 

ikke produserer koagulase. S. haemolyticus og en rekke andre KNS-arter er en del av vår 

normalflora. I motsetning til eksempelvis Staphylococcus aureus er S. haemolyticus en 

opportunistisk og lavvirulent bakterie, som i hovedsak gir sykdom hos pasienter med redusert 

immunforsvar som premature, nyfødte og immunsupprimerte (9, 10). 

S. haemolyticus har en god evne til å danne biofilm og dette er en viktig virulensfaktor for 

bakterien. Biofilm gjør at bakterien har evne til å kunne feste seg på blant annet 

fremmedlegemer i kroppen. En studie har vist at kliniske stammer av S. haemolyticus har 

tendens til å danne mer biofilm enn normalflora (kommensale) stammer (11). Enkelte S. 

haemolyticus har også en evne til å danne kapsel. Kapsel kan beskytte bakterien mot å bli 

fagocyttert. Det er vist at enkelte av S. haemolyticus stammene har en kapsel som har over 
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70% likhet med genene som er med i produksjonen av kapsel hos den høyvirulente fetteren, S. 

aureus (10).  

S. haemolyticus har god evne til å tilegne gener som koder for antibiotikaresistens. Det er i en 

studie vist at 89% av kliniske stammer var resistente mot betalaktam antibiotika og 85% var 

rasistene mot aminoglykosider, hvorav 82% var resistente mot både betalaktamer og 

aminoglykosider (12). Flere av resistensgenene i S. haemolyticus befant seg på mobile 

genetiske elementer (10).  

2.1.3 Gruppe B streptokokker  

Gruppe B streptokokker (GBS) er en ledende årsak til early-onset sepsis (EOS) og andre 

alvorlige tilstander som pneumoni og meningitt hos nyfødte. Dette til tross for at man i 

enkelte land har målrettet forebyggende tiltak mot GBS ved fødsel (13). GBS er en 

opportunistisk bakterie, og det finnes 10 forskjellige serotyper med ulike virulens egenskaper 

(14). Opp mot en tredel av den voksne befolkningen er bærere av GBS som kan kolonisere 

tarm og genitalia. Hos gravide kvinner som er kolonisert med GBS i underlivet kan GBS 

vandre opp til livmoren (oppadstigende infeksjon) og forårsake prematur fødsel, dødfødsel 

eller alvorlig infeksjon hos det nyfødte barnet, spesielt etter vannavgang når de beskyttende 

hinnene rundt fosteret er brutt (på engelsk: rupture of membranes) (15). 

GBS har gode adhesjonsegenskaper. Den kan feste seg til blant annet laminin og fibrinogen. 

Dette gjør at den har gode muligheter til å feste seg og starte biofilmdannelse (16, 17). 

Hemolysin er en annen virulensfaktor som GBS benytter seg av for å invadere verten. 

Hemolysin fremmer GBS evne til å bryte gjennom amnionepitel og dermed kunne komme til 

fosteret i amnionsekken (18). Hyaluronsyre er en barriere som den gravide kan produsere for 

å beskytte fosteret mot oppadstigende infeksjoner (19). GBS kan skille ut hyaluronan-lyase 

som bryter ned hyaluronsyre. Dermed har GBS mulighet til å bryte gjennom en av vertens 

barrierer og lettere kunne føre til oppadstigende infeksjon hos en gravid kvinne (15). Per i dag 

er de fleste GBS følsomme for penicillin, og penicillin brukes som førstevalg ved intrapartum 

antimikrobiell profylakse (IAP). I enkelte land har man de siste årene sett økning i 

penicillinresistens blant GBS, samt økning i resistens mot andrevalg antibiotika som 

erytromycin og klindamycin (20). 
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2.2 Immunforsvaret 

Immunforsvaret inndeles ofte i det medfødte og det adaptive immunforsvaret. 

2.2.1 Det medfødte immunforsvaret 

Det medfødte immunforsvaret består av cellulære komponenter som granulocytter, 

monocytter, makrofager og dendrittiske celler, og løselige proteiner som 

komplementproteiner. Dette er menneskers førstelinjeforsvar imot fremmede 

mikroorganismer (21).  

Makrofager og dendrittiske celler skiller fremmede celler fra egne celler ved hjelp av pattern 

recognition receptors (PRR) som kjenner igjen pathogen associated molecular patterns 

(PAMPs) på overflaten av mikrober som normalt ikke er til stede i kroppen. I tillegg har både 

nøytrofile granulocytter og makrofager reseptorer for komplement og antistoffer slik at når 

komplementproteiner eller antistoffer har festet seg til overflaten av mikroorganismen 

(=opsonisering) bidrar disse til gjenkjenning og fagocytose av mikroorganismene (22).   

Komplementsystemet sine hovedoppgaver er 1. opsonisering av patogener, 2. lysering av 

patogener og 3. fremme inflammasjon. Komplementsystemet kan bli aktivert på 3 måter; 

klassisk-, lektin- og alternativ reaksjonsvei (Figur 1) (23). Den klassiske reaksjonsveien blir 

aktivert gjennom C1q, en komponent av C1, enten ved direkte gjenkjenning av bakterielle 

overflatestrukturer som lipid A og beta-sheet amyloide fibriller. Eller den kan bli aktivert ved 

å binde direkte til IgG eller IgM antistoffer som er bundet til overflaten av bakterien. Lektin 

reaksjonsveien blir aktivert ved at mannose-bindende lektin (MBL) binder til 

bakterieoverflaten. Den alternative reaksjonsveien blir aktivert ved tilstedeværelse av en 

bakteriell overflate (24). De tre ulike veiene møtes nå i det man får aktivering av C3. C3 blir 

spaltet, og den ene hovedkomponenten C3b sørger for opsonisering av bakterien. Videre blir 

C5 aktivert og spaltet til C5a som har kjemotaktisk virkning og C5b. C5b-C9 danner et 

membran-angreps kompleks, som fester seg i bakteriemembranen og medfører cellelysering, 

terminalt-complement complex (TCC) (22). 

2.2.1.1 Cytokiner  

Cytokiner er proteiner som hovedsakelig blir skilt ut av antigenpresenterende celler (APC) 

som makrofager og dendrittiske celler. Cytokiner har potensiale for blant annet vekst, 

differensiering og styring av immunresponsen. Cytokinene kan bli indusert av mange ulike 
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patogener og de virker på flere ulike målceller, de er altså pleiotropiske (25). Når et menneske 

er friskt og ikke har noen infeksjon er det lave, eller ikke målbare nivåer av cytokiner, mens 

ved sykdom kan konsentrasjonen av cytokiner øke kraftig (26). 

Cytokiner kan deles inn i flere grupper, blant annet proinflammatoriske og 

antiinflammatoriske cytokiner. Det vil si at det er noen cytokiner som fremmer 

inflammasjonsresponsen, mens andre vil hemme den (25).    

I tillegg til at patogener påvirker produksjonen av cytokiner, er det også flere andre faktorer 

som spiller inn; blant annet biologiske faktorer som alder og kjønn, i tillegg til genetiske 

faktorer og sesongvariasjoner (26)  

2.2.2 Det adaptive immunforsvaret  

Det adaptive immunforsvaret består i hovedsak av B- og T-lymfocytter. Det er disse cellene 

som bidrar med den immunologiske hukommelsen. Disse cellene kan kjenne igjen mange 

ulike mikroorganismer grunnet genetisk rekombinasjon av reseptorene (27). Det adaptive 

immunforsvaret bruker lengre tid på å bli aktivert. Aktivering av det adaptive immunforsvaret 

skjer ved at APC, som for eksempel dendrittiske celler fra det medfødte immunforsvaret 

presenterer antigen (28).  

I utvikling av B-lymfocytter kan man dele disse inn i B1 og B2 celler. B1 cellene utvikler seg 

først og er de som produserer antistoffer som IgM. IgM er mer polyreaktive, har lavere 

affinitet, men kan kjenne igjen noe flere ulike antigener. B2 cellene uttrykker IgM og IgD til 

de møter på antigen. Ved aktivering starter dannelsen av et germinalt senter hvor det vil skje 

et immunglobulin skifte, og de begynne å produsere IgG, IgA og IgE. Somatisk 

hypermutasjon gjør at disse antistoffene blir veldig spesialiserte til å kjenne igjen en type 

antigen. B-cellene kan produsere både bundet antistoff, festet på overflaten til B-lymfocytten, 

eller løselige sirkulerende antistoffer (22).  

T-lymfocytter har i motsetning til B-lymfocytter kun membranbundet antistoff som danner T-

celle reseptoren. CD4+ T-celler binder til major histocompatibility complex klasse 2 (MHC 2) 

og har funksjon som hjelperceller, mens CD8+ T-celler binder til MHC 1  og har en 

cytotoksisk effekt (22). Det finnes og T-regulatoriske celler som er viktig i utviklingen av 

immunologisk selvtoleranse (29).  
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2.2.3 Immunforsvaret hos nyfødte 

Immunforsvaret hos nyfødte karakteriseres av at det er umodent ved fødsel og at det utvikler 

seg gjennom livet mot et mer modent forsvar. Immunforsvaret ved fødsel er mindre effektivt i 

forhold til immunforsvaret hos en voksen. Dette er fordi immuncellene i det medfødte 

immunforsvaret dannes og modnes i til ulik tid i fosterlivet og etter fødselen (21). Nøytrofile 

granulocytter hos nyfødte er både færre i antall og de fungerer dårligere enn hos voksne. 

Nøytrofile granulocytter har blant annet dårligere evne til fagocytose (29) dårligere evne til å 

initiere kjemotaksi (30) og har nedsatt evne til å danne Neutrophil Extracellular Traps (NETs) 

og dermed dårligere evne til ekstracellulært drap av bakterier (31). Samtidig har også nyfødt 

lavere konsentrasjoner av komplement enn eldre (21).  

Nyfødte har færre lymfocytter enn voksne, både B- og T- lymfocytter. I tillegg er 

lymfocyttene hos nyfødte relativt umodne i sin funksjon. Blant annet har nyfødte høyere 

andel av naive T-celler, og mindre andel av T-hukommelsesceller. Det nyfødte barnet trenger 

tid på å få flere og modne lymfocytter (32).  

På en måte kan man si at immunforsvaret er umodent ved fødsel. På den andre siden er 

immunforsvaret akkurat slik det må være ved fødselen. Immunforsvaret til et foster og nyfødt 

har dårligere egenskaper mot patogener, men det har en toleranse mot de maternelle 

omgivelsene in utero. Fosteret og mor lever i et semi-allogenisk samvær fordi fosteret har 

halvparten av genomet sitt fra far og halvparten fra mor. Fosteret er derfor avhengig at 

immunforsvaret er delvis «supprimert» for å ha toleranse mot mor og dermed unngå en 

tilstand med systemisk inflammasjon. Dette viser kompleksiteten til immunforsvaret hos 

fostre og nyfødte der samværet med mor og beskyttelsen mot mikrober står opp mot 

hverandre (33). 

2.2.4 Immunsupprimerte barn 

Pasienter med hematologiske kreft som behandles med cellegift får hemmet/redusert funksjon 

både i det medfødte og adaptive immunforsvaret. En alvorlig bivirkning med bruk av 

cytostatika er at pasienten kan utvikle nøytropeni (viktig i forsvaret mot bakterielle 

infeksjoner) og disse pasientene har en stor risiko for å utvikle alvorlige infeksjoner. Bruken 

av kjemoterapi kan påvirke de nøytrofile granulocyttenes evne til å fagocytere og dermed 

reduserer deres evne til å drepe intracellulære mikroorganismer. Det er også mulig at 
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pasienten får defekter innenfor andre cellelinjer som B- og T lymfocytter som kan føre til 

hypogammaglobulinemi (34). Lavt nivå av immunglobuliner fører til redusert aktivering av 

komplementsystemet gjennom den klassiske reaksjonsvei. Konsekvensen av dette er mindre 

opsonisering og redusert evne til fagocytose, særlig ved for eksempel kapselkledde bakterier 

som S. pneumoniae (35). 

2.3 Early onset sepsis – hos nyfødte 

 

Neonatal sepsis defineres som sepsis innen de første 28 dagene til den nyfødte. Når det 

gjelder early-onset sepsis (EOS) spriker det i litteraturen mellom å definere det som debut i de 

første 72 timene eller innen første leveuke (36, 37). EOS fører til høy mortalitet og morbiditet 

hos nyfødte. For tiden er det GBS og E. coli som er de to mest vanlige årsakene til EOS (37). 

Til tross for at man har en målrettet profylakse (IAP) mot GBS, forblir GBS en av de 

vanligste årsakene til EOS (38). 

 

Bakteriene som forårsaker EOS koloniserer ofte genitaltraktus hos moren, og kan dermed føre 

til infeksjon. Det er flere risikofaktorer for å utvikle EOS, både faktorer hos mor og den 

nyfødte; prematur fødsel, lav fødselsvekt, langvarig fostervannavgang (PROM; premature 

rupture of membranes) over 18 timer og kjent genitalt bærerskap av GBS under svangerskapet 

(13).   

 

VGS en også relativt vanlig årsak til EOS. I en norsk studie så man at 3 av 5 positive 

blodkultur sepsiser var VGS (39). I en Sør-afrikansk studie fant de VGS i 24% av tilfellene 

med EOS. Det var den nest hyppigste Gram-positive bakterien etter GBS, og også totalt sett 

den nest hyppigste årsaken til EOS (40). Imidlertid er det også flere studier der man ikke 

finner VGS ved EOS (38) eller en betydelig lavere andel med VGS (41, 42). Vår kunnskap 

om VGS som en årsak til EOS er begrenset og derfor vil videre forskning på denne bakterien i 

nyfødt setting være viktig.  

 

2.4 Infeksjoner hos immunsupprimerte 

Hos barn med hematologisk- og onkologiske sykdommer er VGS i dag en hyppig årsak til 

bakteriemi. Risikofaktorer for å utvikle en VGS-bakteriemi er behandling med høydose 
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cytarabin og generelt hos barn som er alvorlig nøytropene og under behandling for kreft (43). 

En komplikasjon ved VGS-bakteriemi er at pasienten kan utvikle et VGS-sjokk syndrom. 

Dette er en tilstand med hypotensjon og akutt respiratorisk distress syndrom. Tilstanden har 

høy mortalitet. De beste prediktorene for utvikling av VGS-sjokk syndrom i en studie var 

temperaturtopp før antibiotika og inneliggende pasient når symptomene startet (44).  

2.5 Formål 

Det er generelt lite forskning på VGS og dermed lite kunnskap om VGS sin evne til å 

forårsake sykdom.  

Hovedformålet med denne oppgaven er å undersøke VGS bakterien S. mitis i en ex vivo 

fullblodsmodell og sammenligne immunresponsen (cytokinutskillelse) med en GBS-stamme 

og to ulike S. haemolyticus stammer.  

Forsknings spørsmål: Vil S. mitis vise en immunrespons som ligner mere på profilen til 

«høy-virulente» GBS eller mere på profilen til «lav-virulente» S. haemolyticus?  

 

Det er ytterligere to andre mål med denne oppgaven: 

• For forskningsgruppen var det også viktig å etablere forsøk med VGS i denne 

blodmodellen med tanke på videre mere «klinisk rettede» forsøk med blod fra navlesnor 

(nyfødte) og blod fra barn med nøytropeni. 

• Personlig ønsket jeg å tilegne meg erfaring med immunologiske og mikrobiologiske 

laboratorieeksperimenter slik at jeg senere i yrkeskarrieren som lege kan ha større 

forståelse av slik viktig basalforskning. 
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3 Material og metode  

3.1 Populasjon og blodprøvetaking  

Vi rekrutterte 10 friske voksne bloddonorer blant medstudenter og deltagere i 

forskningsgruppen. Alle donorer ble informert om prosjektet (Vedlegg 1) og skrev under på 

et samtykkeskjema. Av de 10 donorene fikk vi kun analysert blod fra 9, og det ble en 

fordeling med 5 menn og 4 kvinner, med medianalder på 33 år.  

3.1.1 Inklusjonskriterier 

Deltagerne skulle ikke bruke faste medisiner med unntak av hormonell prevensjon, være 

friske siste 7 dager, ingen kroniske sykdommer, fastende og ingen hard fysisk aktivitet 

tidligere på dagen, og skrevet under samtykke.  

3.1.2 Prøvetaking  

Blodet ble samlet inn ved venøs blodprøvetaking uten stase. Det ble benyttet blodprøveutstyr 

der blodet kom direkte fra nålen (Becton Dickson, Plymouth, Storbritannia) over i 

heparinvakumrør, 6 ml (Greiner Bio-one, Kremsmünster, Østerrike) og ikke gjennom en 

slange som ved «butterfly». Dette for å forhindre en eventuell aktivering av immunrespons i 

en slange. Ved tilfeller der det ikke lot seg gjøre å samle inn 5 heparinvakumrør fra ett stikk, 

ble prosessen startet på nytt slik at man fikk alle vakumrørene fra samme nye venøse stikk. 

Dette ble gjort for å sikre mest mulig lik prøvetaking på alle deltagerne. Fra blodet ble tappet 

til det ble tilført i blodmodellen (se 3.6) skulle det ta kortest mulig tid. 

3.2 Overnattkultur  

Formålet med overnattkultur var å få oppvekst av en tilstrekkelig mengde med bakterier som 

kunne benyttes videre i forsøket. Alle bakteriene vi har brukt i dette forsøket er fra 

blodkulturer tatt av pasienter som har hatt klinisk sykdom:  

• S. mitis (Mikrobiologisk avdeling, UNN, Tromsø, Norge) 

• GBS (serotype III SO-SAG18-1, Norges GBS referanse laboratorium, Trondheim, 

Norge)  

• S. haemolyticus 25-63 (uten kapsel, K-) (Mikrobiologisk avdeling, UNN, Tromsø, 

Norge)  
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• S. haemolyticus 53-38 (med kapsel, K+) (Mikrobiologisk avdeling, UNN, Tromsø, 

Norge)  

For å lage overnattkultur av S. mitis brukt vi 1900 ml av vekstmediet; Brain Heart Infusion 

(BHI) fordelt i 3 kolber. For overnattkultur av S. haemolyticus stammene brukte vi 500 ml av 

vekstmediet Tryptic Soy Broth (TSB) til hver av de to stammene i to separerte kolber. Vi tok 

bakterier fra blodagarskål og tilsatte dem i vekstmediet. Kolbene med bakterier og 

vekstmediet ble satt på en risteinkubator (Benchmark Incu-shaker 10LR, Sayreville, USA) 

ved 37ºC over natten. Grunnen til at vi lagde så mye overnattkultur av S. mitis var at vi ved 

tidligere forsøk med mindre vekstmedium ikke fikk tilstrekkelig mengde vekst av bakterier og 

ønsket derfor større mengde av bakterier.  

GBS ble tatt fra forskningsgruppens fryser og var allerede varmeinaktivert.  

3.3 Varmeinaktivering:  

Formålet med varmeinaktivering av bakteriene var å sørge for at bakteriene dør uten at 

celleveggen ble skadet. Dermed hadde vi døde bakterier med intakt cellevegg. Da kan ikke 

bakteriene produsere noe materiale og har mistet muligheten til å formere seg. Dermed fikk vi 

kontroll på mengden av bakterier vi ønsket å bruke i forsøket.  

Varmeblokken (Grant QBD4, Cambridge, Storbritannia) ble satt på 60ºC (61ºC for S. 

haemolyticus stammene). Vekstmediet og bakterie ble overført til sterile en liters rør. Ett rør 

ble benyttet per bakterie.  

Rørene ble sentrifugeret (Beckman Coulter Avnti J-26 XP centrifuge, Brea, USA) ved 3220 

Relative Centrifugal Force (RCF) i 15 min ved 4ºC. RCF er tilsvarende G-kraft. S. mitis ble 

sentrifugert 2 ganger for å få dannet en tydeligere og kraftigere pellet. Vi overførte pelleten til 

to 50 ml rør (Eppendorf, Hamburg, Tyskland) for hver av de ulike S. haemolyticus stammene 

og 1 rør for S. mitis. Vi tilførte 50 ml phosphate-buffered saline (PBS: Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Tyskland) uten kalsiumklorid og magnesiumklorid som var passende for 

cellekulturer. De ble sentrifugert (Eppendorf Centrifuge 5430R, Hamburg, Tyskland) på 3220 

RCF i 15 minutter ved 4ºC. Deretter helte vi av supernatanten og resuspenderte med 18 ml 

PBS. Bakteriene ble fordelt i 10 små 1,8 ml NUNC rør (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
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USA). Så varmeinaktiverte vi bakteriene i varmeblokken i 90 minutter ved 60ºC (61ºC for S. 

haemolyticus stammene).  

For å kontrollere at varmeinaktiveringen var vellykket, overførte vi bakterier til en merket 

sektor på en blodagarskål fra hvert enkelt rør. Blodagarskålene stod over natten ved 37ºC for 

å se om det var vekst av bakterier. S. mitis skålene stod i varmeskap (Thermo Fisher Scientific 

Heracell vios 250i CO2 Incubator, Waltham, USA) med CO2 fordi de vokser best med CO2. 

For sektorene der det var vekst av bakterier, kastet vi det tilhørende røret. Sektorene hvor det 

ikke var vekst visste vi bakteriene var varmeinaktiverte og tilhørende rør ble satt i fryser ved -

70ºC.  

Grunnen til at vi hadde 61ºC og fordelte pelleten i to rør for S. haemolyticus stammene var at 

det var en stor mengde pellet, og vi ville forsikre oss om at bakteriene ble tilstrekkelig 

varmeinaktivert.  

3.4 Vasking av bakterier 

Vasking av bakterier ble gjort for å fjerne mest mulig av materialet som ikke er selve 

bakterien. Det vil si materiale som bakteriene har produsert og som ligger rundt bakteriene og 

kan beskytte bakterien mot å bli gjenkjent av immunforsvaret. Da kan vi på en standardisert 

måte forske på bakteriecelleveggens evne til å starte immunrespons.   

Ved vasking tok vi et rør med den respektive bakterien som er varmeinaktivert fra fryseren. 

Alt innholdet i røret ble overført til et 50 ml rør og tilsatt omtrent 50 ml iskald PBS. Røret ble 

sentrifugert på 3200 G i 10 min ved 4ºC. Supernatanten ble helt av og det ble fylt opp med ny 

PBS. Vi gjentok denne prosessen 5 ganger. Etter siste vask ble pelleten resuspendert i 10 ml 

PBS og ble satt på kjølerommet ved 4oC.  

3.5 Telling av bakterier 

Telling av bakterier ble gjort for å finne ut mengden av bakterier vi hadde og hvor mange vi 

tilsatte i blodet. Det gjorde at det ble en standardisert mengde med bakterier som ble tilsatt.  

Telling av bakteriene ble gjort ved at vi tok bakteriene som var vasket og fortynnet det videre 

1:500 med PBS. Av den fortynnede løsningen tok vi 2450 µl og overførte det til rør som 

passer til flowcytometri. Så tilsatte vi 50 µl CountBright® (Life Technologies Corporation, 
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USA). De ulike bakteriene ble talt gjennom et flowcytometer (BD LSRFortessa Cell 

Analyzer, BD Biosciences, USA). Etter tellingen brukte vi en formel fra CountBright® til å 

kalkulere mengden med bakterier.  

Vi fikk talt opp henholdsvis:  

• GBS       4,5 x 108 bakterier/ml,  

• S. mitis      2,1 x 108 bakterier/ml,  

• S. haemolyticus K-    3,6 x 108 bakterier/ml  

• S. haemolyticus K+     3,4 x 108 bakterier/ml.  

Bakteriene ble satt på kjølerom med 4ºC for å være klar til bruk i forsøkene. 

 Før forsøkene fortynnet vi bakteriene med PBS slik at vi tilsatte bakterier i størrelsesordenen 

107 bakterier/ml.  

3.6 Blodmodellen 

Vi benyttet en såkalt ex vivo fullblodsmodell. Formålet ved bruken av fullblodsmodellen var 

undersøke immunresponsen av ulike bakterier i fullblod i en standardisert modell utenfor 

kroppen, der alle cellene i immunforsvaret var levende og aktive. Siden forsøket startet 

umiddelbart etter blodet var tappet og gjennomført innen fire timer regner man at det er 

fysiologiske forhold i blodet og det kan regnes som et ex vivo forsøk.  

Vi satte opp blodmodellen med 15 rør (VWR, Radnor, USA) merket fra 1-15 (Tabell 2). I 

blodmodellen benyttet vi S. mitis, GBS, og S. haemolyticus stammene K- og K+ som var 

varmeinaktivert. For S. haemolyticus stammene benyttet vi også levende bakterier i oppsettet. 

Vi kjørte to parallelle forsøk samtidig siden vi var to studenter (Elen Naomi Våga Lwin; 

Staphylococcus haemolyticus – betydningen av kapsel og biofilmdannelse for immunrespons) 

som jobbet samtidig med våre oppgaver. Dette gjør at noen av bakteriene, altså de levende 

(Tabell 2) ikke ble vurdert i min oppgave.  

 

Varmeblokken holdt 37ºC. Vi tappet blod fra donor, først ett kasteglass, deretter totalt 30 ml 

blod fordelt på 5 heparinrør à 6 ml. Rørene ble vendt forsiktig slik at heparinet i røret ble 

fordelt i blodet. 300 µl blod ble overført til rørene (nr. 1-15) som stod i varmeblokken. Da det 
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var 300 µl blod i hvert av de 15 rørene tilsatte vi i rør 1 (T0) 14,5 µl EDTA, og overførte dette 

røret direkte til is. Videre ble 60 µl av de ulike bakteriene eller PBS tilsatt i sine respektive 

rør. Hver bakterie og negativ kontroll hadde et rør som ble inkubert i to timer og et rør som 

ble inkubert i fire timer i en «rock and roll shaker» (ELMI Intelli-Mixer RM-2L, Riga, Latvia) 

ved 37ºC. Rock and roll shakeren holdt 30 rpm ved 30º vending. Etter to timer ble det tilført 

14,5 µl EDTA for å stoppe immunresponsen til rørene som skulle inkuberes i to timer og de 

ble satt på is. Blodrørene ble så sentrifugert (Beckman Coulter Allegra X-15R, Brea, USA) på 

3000 RCF i 20 minutter ved 4 grader. Erytrocytter hadde nå sedimentert og plasma lå øverst. 

Minst 2 x 75 µl plasma ble overført til to eppendorfrør, 2 ml (Eppendorf, Hambrug, Tyskland) 

som så ble fryst ned på -70ºC. Samme prosedyre ble gjort for blodet med bakteriene som 

hadde inkubasjon i fire timer.  

3.7 Analyse av cytokiner  

Vi benyttet «Luminex performance assay» (R&D systems, Minneapolis, USA) og «Bio-

Rad; Bio-Plex Pro Human Cytokine 8-plex» (Hercules, USA) for deteksjon av de 

proinflammatoriske cytokinene IL-6, IL-8 og TNF-α. I disse assayene blir det brukt 

fargekodete magnetkuler som har ulike antistoff som fester seg til henholdsvis IL-6, IL-8 og 

TNF-α. Man tilsetter så biotinylerte gjenkjenningsantistoff som er spesifikke for de ulike 

cytokinene, og dermed fester seg til cytokinene som er festet til kulene. Nå er de ønskede 

cytokinene blitt merket og kan leses av i et gjenkjenningsinstrument (Bio RAD Bio-plex 200 

system, Hercules, USA) med en dobbel laser. Den ene laseren klassifiserer magnetkulen og 

sier noe om hvilket cytokin som er oppdaget og den andre laseren sier noe om mengden 

(Figur 2). Dermed kan vi bruke Luminex og bioplex til å kvantifisere mengden IL-6, IL-8 og 

TNF-α (45). 

Analysene med Luminex og Bio-Plex ble gjort i henhold til produsentenes vedlagte 

protokoller, R&D Systems, Luminex Performance Assay, Human Cytokine Premixed Kit A og 

Bio-rad; Bio-plex Pro Human Cytokine 8-plex.  

3.8 Vurdering av resultater til statistikk 

For cytokinene vi undersøkte leveres det fra produsenten av Luminex Performance Assay og 

Bio-plex standarder som benyttes til å lage standardkurver og dermed standardmål for i 

hvilket område cytokinmengden bør ligge. For analysen kjørte vi i utgangspunktet to 
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parallelle prøver, det vil si at vi fikk to svar per prøve og kunne bruke snittet av disse i 

analysen vår. Grunnet plassmangel var det for enkelte prøver vi kun fikk 1 parallell. Ved 

gjennomgang av prøvene sammenlignet vi prøvesvarene og så om noen av svarene lå utenfor 

standardområdet og/eller om det forelå feilkoder. Mange av prøvene hadde lave verdier og ble 

definert utenfor standardområdet av programvaren. Det gjaldt for eksempel en del av de 

negative kontrollene og enkelte av bakterieprøvene etter to timer. Disse prøvene vurderte vi til 

at var i området som vi egentlig forventet; og ble ikke forkastet. De negative kontrollene 

skulle i liten grad ha aktivering av cytokiner, og bakterieprøvene etter to timer er trolig for 

tidlig for markant stigning i cytokinene.  

Enkelte prøver ble merket som over eller under «out of range (OOR)». For Luminex og 

Bioplex har produsenten definert maksimum og minimum måle verdi for hvert av cytokinene 

beregnet ut fra standardkurvene til de enkelte cytokinene. For prøvene som var over OOR 

benyttet vi maksimalverdien og for prøvene som var under OOR benyttet vi 

minimumsverdien for de statistiske analysene.  

• Luminex maksimalverdier: IL-6 = 4440 pg/mL, IL-8 = 3070 pg/ml, TNF-α = 3880 pg/mL. 

• Luminex minimumsverdier: IL-6 = 5 pg/ml, IL-8 = 4 pg/ml, TNF-α = 5 pg/ml 

• Bio-Plex maksimalverdier: IL-6 = 5823 pg/ml, IL-8 = 15080 pg/ml, TNF-α = 62382 

pg/ml.  

• Bio-Plex minimumsverdier: IL-6 = 0,4 pg/ml, IL-8 = 1 pg/ml, TNF-α = 4 pg/ml 

 

3.9 Etikk 

Prosjektet har vært vurdert av REK (Vedlegg 2) og anses ikke som framleggingspliktig, jf. 

helseforskningsloven §2.  

3.10 Statistikk 

For å undersøke om det var forskjeller i immunrespons mellom gruppene benyttet vi oss av en 

«dependent non parametrisk test», Wilcoxon Signed-Rank test. Siden hver enkelt bloddonor 

kan ha egne immunologiske karakteristika er det best å bruke en avhengig test. Statistisk 

signifikans blir definert som p < 0,05. For utregning av statistikken benyttet vi «IBM-SPSS 

Statistics», versjon 28.0 (IBM Nord-Amerika, New York, USA).  
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4 Resultater 

Vi ønsket å se om det var en forskjell mellom VGS og sammenligne den med GBS og S. 

haemolyticus. Vi fant at GBS hadde en høyere utskillelse av TNF-α etter fire timer (p=0,028) 

sammenlignet med VGS.  

Vi fant ingen forskjell i utskillelse av IL-6 for VGS sammenlignet med GBS og S. 

haemolyticus (Figur 3 og Tabell 3). VGS førte til en økt utskillelse av IL-6 etter to timer 

(p=0,012) og fire timer (p=0,008) inkubasjon sammenlignet med negativ kontroll (Tabell 4). 

VGS medførte en økning av cytokin utskillelse etter fire timer inkubasjon sammenlignet med 

to timer inkubasjon (p = 0,012) (Tabell 3). 

Det var ingen forskjell i utskillelse av IL-8 for VGS sammenlignet med GBS og S. 

haemolyticus som vist i figur 4 og tabell 3. Ved sammenligning med negativ kontroll var det 

en forskjell etter to timer inkubasjon der VGS medførte en økning av utskillelse av IL-8 

(p=0,017), mens det var ingen forskjell etter fire timer inkubasjon (Tabell 4). Det var en 

forskjell mellom inkubasjon på to og fire timer der VGS førte til en økning av IL-8 etter fire 

timer inkubasjon sammenlignet med to timer inkubasjon (p = 0,025) (Tabell 3).  

GBS medførte en signifikant høyere utskillelse av TNF-α sammenlignet med VGS etter fire 

timer inkubasjon (p=0,028) (Figur 5 og Tabell 3), mens det ikke var forskjell mellom VGS 

og S. haemolyticus. Ved sammenligning med negativ kontroll medførte VGS økt utskillelse 

av TNF-α etter 2 timer (p=0,012) (Tabell 4). Det var ingen forskjell mellom inkubasjon av 

VGS i to eller fire timer for utskillelse av TNF-α.  

Ved sammenlign av GBS og S. haemolyticus stammene medførte GBS for flere av cytokinene 

og tidspunktene høyere utskillelse av cytokiner. Sammenlignet med S. haemolyticus K- ga 

GBS en signifikant høyere utskillelse av IL-6 etter fire timer (p=0,008), IL-8 etter fire timer 

(p=0,038) og TNF-α etter to timer (p=0,012) og fire timer (p=0,008). Sammenlignet med S. 

haemolyticus K+ medførte GBS høyere utskillelse av IL-6 etter to timer (p=0,017) og fire 

timer (p=0,008). Ved sammenligning av inkubasjonslengde på to og fire timer for GBS var 

det en signifikant høyere utskillelse av de proinflammatoriske cytokinene etter fire timer 

sammenlignet med to timer (IL-6; p=0,012, IL-8; p=0,012, og TNF-α; p=0,012) (Tabell 5).  
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For S. haemolyticus stammene var det ingen forskjell i cytokin utskillelse mellom dem. For S. 

haemolyticus K- var IL-6 (p=0,008) og IL-8 (p=0,008) signifikant høyere etter fire timer 

sammenlignet med to timer (Tabell 5). S. haemolyticus K+ var det signifikant høyere verdier 

av alle tre cytokinene etter fire timer sammenlignet med to timer (IL-6; p=0,008, IL-8; 

p=0,008, TNF-α; p=0,028) (Tabell 5). Sammenlignet med negativ kontroll førte begge S. 

haemolyticus stammene til høyere utskillelse av IL-6 med fire timer inkubasjon (p=0,012 og 

p=0,008) og IL-8 med to timer inkubasjon (p=0,015 og p=0,008), mens kun S. haemolyticus 

K+ førte til høyere utskillelse av TNF-α med to timer inkubasjon (p=0,038) (Tabell 4). 

Ved sammenligning av Luminex og Bio-plex (Tabell 6) lå Bio-plex med høyere 

konsentrasjon av cytokiner.  
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5 Diskusjon 

5.1 Diskusjon immunrespons  

VGS gir en relativ lik cytokin utskillelse sammenlignet med GBS og S. haemolyticus, med 

unntak av at GBS har en høyere utskillelse av TNF-α etter fire timer inkubasjon 

sammenlignet med VGS. GBS er den av bakteriene som har generelt høyest utskillelse av 

cytokiner sammenlignet med de andre bakteriene. Det er tidligere vist at GBS sammenlignet 

med KNS arten Stapyhlococcus epidermidis, ikke medførte forskjeller i cytokin utskillelse for 

IL-6, IL-8 og TNF-α (46). Våre resultater viser at det er flere forskjeller mellom GBS og S. 

haemolyticus. Det kan tyde på ulike virulensegenskaper for forskjellige KNS. Vi fant ingen 

forskjeller mellom VGS og S. haemolyticus. Andre har sett at ulike VGS stammer har ulik 

cytokin utskillelse sammenlignet med S. epidermidis (47). Hadde vi testet flere VGS stammer 

kan hende vi ville funnet forskjeller.  

VGS, GBS og S. haemolyticus stammene vi undersøkte medførte alle en generell økning i 

utskillelse av de tre proinflammatoriske cytokinene sammenlignet med de negative 

kontrollene (48), men kan også variere mellom ulike VGS stammer (47). Dette viser at VGS 

og de andre bakteriene fører til en økt cytokin respons hos verten.   

Vi har sett at alle bakteriene fører til en økt cytokinrespons i mer eller mindre grad i blod fra 

friske voksne donorer. Ettersom disse bakteriene først og fremst gir alvorlig sykdom hos 

nyfødte og immunsupprimerte barn er det mulig at deres immunforsvar vil gi en annen 

respons. Immunforsvaret til nyfødte og immunsupprimerte barn er nedregulert i forhold til 

hos voksne (33), og de kan ha en lavere utskillelse av cytokiner sammenlignet med voksne 

(48). Mens andre har sett av navlestrengsblod gir en høyere utskillelse av proinflammatoriske 

cytokiner enn hos voksne (46).  

En interessant vinkling med tanke på cytokin utskillelse er muligheten for å bruke det i klinisk 

utredning og få raskere svar med tanke på mistanke om EOS. GBS har over lang tid blitt sett 

på som den vanligste årsaken til EOS. Det har blitt sett på muligheten om man kan begynne å 

se på cytokin utskillelse av proinflammatoriske cytokiner som IL-6 og IL-8 for tidlig å 

oppdage EOS (49). Ettersom VGS i våre forsøk har en relativ lik cytokin utskillelse profil 

som GBS er det interessant at man kan vurdere cytokin utskillelse indusert av VGS på samme 

måte med tanke på EOS.  
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5.2 Diskusjon av metodedel og begrensinger: 

I forsøkene brukte vi en ex vivo fullblods sepsis modell for å kunne undersøke 

immunresponsen med fokus på cytokin utskillelse som respons på tre ulike bakterier i blod fra 

9 bloddonorer. For å hindre koagulasjon av blodet må det brukes et antikoagulant. Som 

antikoagulant benyttet vi heparin. Heparin stimulerer kroppens eget antikoagulasjonssystem 

ved å danne et kompleks med antitrombin som inhiberer trombin og aktivert faktor X. 

Dermed hindrer heparin koagulasjon (50). Det var ønskelig å bruke heparin fremfor EDTA og 

citrat som i større grad binder Ca2+ fra blodet. Dersom man fjerner Ca2+ ionene fra blodet er 

ikke blodet like representativt som humant fullblod lenger, og derfor anså vi heparin som 

bedre antikoagulant for undersøkelse av cytokin utskillelse (51). Vi vurderte om vi kunne 

bruke et annet produkt som heter lepirudin. Lepirudin er en spesifikk trombinhemmer. 

Fordelen med lepirudin sammenlignet med heparin er at den ikke har noen innvirkning på 

komplement kaskaden (51). Siden vi ikke undersøkte aktivering av komplement, men hadde 

fokus på cytokiner ble det vurdert at heparin var en god nok antikoagulant selv om heparin 

har vist å ha en effekt på komplement kaskaden (51) Dette er en svakhet med oppgaven siden 

immunforsvarets enorme kompleksitet og påvirkning av komplement kaskaden trolig vil 

påvirke cytokin utskillelse i noe grad og at noen cytokiner som IL-8 blir påvirket av 

komplement (51).  

Vi benyttet bakterier som ble inkubert i henholdsvis to timer og fire timer. Det var en 

signifikant høyere utskillelse av IL-6 og IL-8 etter fire timer for VGS sammenlignet med to 

timer inkubasjon. GBS og S. haemolyticus viser også en økt utskillelse av cytokiner etter fire 

timer. Dette samsvarer med andre studier der cytokinresponsen av de samme 

proinflammatoriske cytokinene har vist en høyere utskillelse etter fire timer sammenlignet 

med to timer (46). På den andre siden viste Granslo et al (52) bruk av navlestrengsblod fra 

nyfødte som ble utsatt for S. epidermidis biofilm fikk en signifikant høyere utskillelse av IL-8 

enn hos voksne allerede ved 30 minutters inkubasjonstid.  

Det har vært hevdet at det kan være en umoden cytokin respons hos nyfødte sammenlignet 

med voksne. Det er ikke klarlagt om denne umodenheten skyldes en redusert mengde med 

immunologiske celler som produserer proinflammatoriske cytokiner hos nyfødte (53) eller om 

det om det er en ubalanse mellom pro- og antiinflammatoriske cytokiner til enkelte bakterier 

(48). Dermed er det mye usikkerhet rundt cytokinresponsen hos nyfødte. Selv om enkelte 
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studier viste en rask økning av enkelte cytokiner hos nyfødte ved kort inkubasjonstid (52), vil 

det ved videre ex vivo undersøkelse av VGS bakterier være fornuftig med fire timers 

inkubasjonstid for å undersøke cytokinresponsen. Dette fordi flere studier har vist lavere 

cytokin utskillelse hos nyfødte (48, 53) og for å sikre oss at vi ikke kun får med den aller 

raskeste utskillelsen av cytokiner.  

Det er en kun en begrenset periode på omtrent fire timer denne ex vivo blodmodellen klarer å 

opprettholde fysiologiske forhold. Dermed kan vi maksimalt ha fire timer inkubasjon. Andre 

studier har vist en økende cytokin respons over tid (54, 55).  

På grunn av at vi hadde leveringsvansker av Luminex performance assay fra R&D-systems og 

begrenset med tid var vi nødt til å bestille de resterende Multiplex immunoassayene fra Bio-

Rad. Å benytte to ulike multiplex assayer fra to ulike leverandører i samme studie gjør at 

svarene vi får blir mer usikre. For å kontrollere at resultatene i noen grad var like tok vi 

enkelte prøver som var blitt analysert av R&D-systems Luminex og analyserte de på nytt i 

Bio-Rads Bio-plex. Kontrollene var gjennomgående høyere ved bruk av Bioplex 

sammenlignet med Luminex. Det er anbefalt at man benytter seg av samme type 

immunoassay gjennom studien (56). Siden Bioplex generelt viste en høyere utskillelse av 

cytokiner og vi brukte alle svarene i samme statistikk vil dette påvirke svarene våre.  

En annen svakhet ved bruk av en ex vivo blodmodell er at vi kun får informasjon om blodet 

sine immunologiske egenskaper. Immunforsvaret har et komplekst samarbeid mellom ulike 

organer, og blodet står ikke alene (57). Dermed mister vi i denne type modellen muligheten til 

å se samarbeidet mellom de ulike organene som bidrar i immunforsvaret under blant annet 

sepsis. Vi hadde heller ikke telling av leukocytter i vårt oppsett og vet derfor ikke antallet 

med leukocytter eller fordelingen av de ulike leukocyttene i blodet til de ulike donorene (52). 

Siden det i stor grad er leukocytter som står bak produksjonen av cytokiner kan en slik 

forskjell i leukocytter påvirke resultatene.   

Vi brukte varmeinaktiverte bakterier for å undersøke cytokinresponsen. Det vil gi oss en god 

standardisert metode. En annen fordel med varmeinaktiverte bakterier er at man kan ha gjort 

alt klart og dermed tilsette samme mengde med bakterier hver gang. Imidlertid kan 

varmeinaktiverte bakterier føre til en endret immunrespons sammenlignet med å ha levende 

bakterier (58). I søsterstudien til denne, som ble kjørt parallelt oppsett med ble det brukt 
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levende S. haemolyticus. De levende bakteriene hadde en økt cytokinrespons, sammenlignet 

med den samme bakterien som var varmeinaktivert (personlig kommunikasjon). Ulemper 

med bruk av levende bakterier er at man ikke kan ha gjort bakteriene klare i forkant og at der 

er vanskeligere å standardisere antall bakterier. Dette er særlig problematisk dersom det er 

forsøk på for eksempel navlestrengsblod og forsøket må starte på kort varsel. Ved videre 

forsøk med VGS vil det være nyttig og interessant å se på bruken av levende bakterier.  

Andre feilkilder til studien kan være pipetterings teknikk som har medført at vi har hatt ulikt 

antall med «beads» (kuler) ved analysen av cytokinene og fått ulike standardkurver. Siden 

standardkurvene ikke var optimale måtte vi redigere på dem, og dette vil føre til at resultatene 

endrer seg.  

5.3 Diskusjon egne erfaringer fra arbeid i laboratorier  

Som en siste del av formålet med denne oppgaven var det et ønske for meg å få erfaringer 

innenfor basalforskning. Som medisinerstudent er det generelt lite utdanning innenfor 

basalforskning, og dersom man ikke går forskerlinje eller har bestemt seg for å ta en 

doktorgrad innenfor basalforskning er det ikke mange læreplattformer for basalforskning på 

studiet. Derfor var denne oppgaven en god mulighet som masterstudent å få en liten smakebit 

på basalforskning.  

Det å arbeide på laboratoriet har gitt meg en god innsikt i forskningens verden. Jeg har fått 

erfaringer med blant annet pipettering, håndtering av bakterier, håndtering av en rekke 

instrumenter og metodeutvikling av forsøk. Totalbildet av forskningen har gjort at jeg har en 

større forståelse om hva som eksempelvis ligger bak et prøvesvar, og alt arbeidet som ligger 

til grunne. Selv om det er en tydelig plan og velutviklet metode for forskningen man skal 

utføre, kan det oppstå flere utfordringer. Det kan være alt fra at bakteriene ikke vokser, at 

tellemaskinen av bakterier er ute av drift eller at analyseverktøyet ikke leveres. Lærdommen 

av dette er at ved forskning er det nødvendig å ha god tid fordi det kan oppstå ting som er 

utenfor ens egen kontroll. Tiden på laboratoriet har også vist meg engasjementet man kan få 

innenfor ett bestemt tema og ønske om å lære mer om dette eksakte temaet. Det har gitt mye 

glede i det at en plutselig kommer et steg lengre. Alt i alt har arbeidet med basalforskning 

vært en positiv opplevelse for meg.  
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Gjennom forsøkene har min medstudent og jeg lært en hel del om det å gjennomføre dette 

forsøket. Før forsøkene startet for fullt tørrtrente vi og øvde på akkurat det vi skulle gjøre. 

Selv med gode forberedelser ble håndtering og metode bedre og bedre etter hvert som 

forsøkene pågikk. Blant annet ble jeg flinkere til å pipettere ut plasma mot slutten av 

forsøkene, og fikk mindre forurensing av erytrocytter. Disse prøvene er antagelig minst 

påvirket av brukerfeil. Ettersom vi ikke fikk analysert alle donorene som først tiltenkt, burde 

vi startet å analysere de siste prøvene først for å få prøvene som var blitt håndtert best.  
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6 Konklusjon 

I denne studien har vi vist at VGS medført en lavere utskillelse av TNF-α ved fire timer 

inkubasjon sammenlignet med GBS. Det er ingen forskjell i cytokin utskillelse mellom VGS 

og S. haemolyticus og VGS har derfor en lik cytokin profil som S. haemolyticus. Resultatene 

av min oppgave viser at blodmodell-metoden fungerte for VGS.  

Videre forskning på VGS vil gi viktig informasjon om immunrespons og betydning av denne 

bakteriegruppen.  
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Tabell 1: Inndeling av viridans gruppe streptokokker (VGS) i fem grupper. Gruppene og 

bakteriene er hentet fra Facklam (2). 

S. salivarius  

gruppen 

S. mitis 

gruppen 

S. anginosus 

gruppen 

S. sanguinis 

gruppen 

S. mutans  

gruppen 

S. salivarius1 S. mitis1 S. anginosus1 S. sanguinus1 S. mutans1 

S. vestibularius1 S. oralis1 S. constellatus1 S. parasangunis1 S. sorbinus1,3 

S. intantarius1 S. cristatus1 S. intermedius1 S. gordonii1 S. cricetus1,3 

S. thermophilus2 S. infantis1   S. ratti1,3 

S. alactolyticus4 S. perois1   S. downei5 

S. hyointestinalis4 S. orisratti3   S. ferus3 

    S. macaccae5 

    S. hyovaginalis4 

1: Opphav fra menneske, 2: opphav fra meieriprodukter, 3: opphav fra rotte, 4: opphav fra svin, 5: opphav fra ape 
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Tabell 2: Oversikt over blodmodellen. Radene merket med mørkere grått er prøver som var 

med i blodmodelloppsettet og ble kjørt i et parallelt forsøk, men som ikke blir vurdert i denne 

oppgaven.  

 

SHL = S. haemolyticus levende      SHV = S. haemolyticus varmeinaktivert  GBS = Gruppe B streptokokker 

VGS = Viridans gruppe streptokokk (S. mitis)   

  Tid 

(min) 

Steg 1: 

Tilsette 

blod 

Tid 

(min) 

Steg 2 Tid 

2t + x 

min 

Steg 3 Tid 

4t + x 

min 

Steg 4 

1 T0 

 

0 300 µL 7,5 EDTA 

14,5 µL 

    

2 S. haemolyticus 

varmeinaktivert 

2 timer, 25-63 

 

0,5 300 µL 8 60 µL 

SHV 

25-63 

2t + 8 EDTA 

14,5 µL 

  

3 S. haemolyticus 

varmeinaktivert 

4 timer, 25-63 

 

1 300 µL 8,5 60 µL 

SHV 

25-63 

  4t + 8,5 EDTA 

14,5 µL 

4 S. haemolyticus 

levende 2 timer, 

25-63 

 

1,5 300 µL 9 60 µL 

SHL 

25-63 

2t + 9 EDTA 

14,5 µL 

  

5 S. haemolyticus 

levende 4 timer, 

25-63 

 

2 300 µL 9,5 60 µL 

SHL 

25-63 

  4t + 9,5 EDTA 

14,5 µL 

6 S. haemolyticus 

varmeinaktivert 

2 timer, 53-38 

 

 

2,5 300 µL 10 60 µL 

SHV 

53-38 

2t + 10 EDTA 

14,5 µL 

  

7 S. haemolyticus 

varmeinaktivert 

4 timer, 53-38 

 

3 300 µL 10,5 60 µL 

SHV 

53-38 

  4t + 

10,5 

EDTA 

14,5 µL 

8 S. haemolyticus 

levnede 2 timer, 

53-38 

 

3,5 300 µL 11 60 µL 

SHL 

53-38 

2t + 11 EDTA 

14,5 µL 

  

9 S. haemolyticus 

levende 4 timer, 

53-38 

 

4 300 µL 11,5 60 µL 

SHL 

53-38 

  4t + 

11,5 

EDTA 

14,5 µL 

10 GBS 2 timer 

 

 

4,5 300 µL 12 60 µL 

GBS 

2t + 12 EDTA 

14,5 µL 

  

11 GBS 4 timer 

 

5 300 µL 12,5 60 µL 

GBS 

  4t + 

12,5 

EDTA 

14,5 µL 

12 VGS 2 timer 

 

5,5 300 µL 13 60 µL 

VGS 

2t + 13 EDTA 

14,5 µL 

  

13 VGS 4 timer 

 

 

6 300 µL 13,5 60 µL 

VGS 

  4t + 

13,5 

EDTA 

14,5 µL 

14 Negativ 

kontroll 2 timer 

 

 

6,5 300 µL 14 60 µL 

PBS 

2t + 14 EDTA 

14,5 µL 

  

15 Negativ 

kontroll 4 timer 

 

7 300 µL 14,5 60 µL 

PBS 

  4t + 

14,5 

EDTA 

14,5 µL 
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Tabell 3: VGS sammenlignet med GBS og S. haemolyticus og sammenligning av to og fire 

timer inkubasjon for VGS. Uthevet skrift indikerer signifikant verdi, p<0,05. 

* Kun analysert 8 donorer (n=8) 

Cytokin Inkubasjon i 

timer 

Median cytokinkonsentrasjon  

(interkvartil bredde) 

VGS  

 

versus 

 

GBS 

VGS  

 

versus  

 

SH K- 

 

VGS 

 

versus  

 

SH K+ 

 

VGS 2 

timer 

versus 

VGS 4 

timer 

VGS  

 

n=9 

GBS 

 

n=9 

SH K- 

 

n=9 

SH K+ 

 

n=9 

IL-6 2 19 

(13-49) * 

14 

(13-21) * 

14 

(9-21) 

11 

(8-13) 

0,176 0,128 

 

0,063 

 

0,012 

4 76 

(41-190) 

167 

(100-

497) 

55 

(34-

104) 

69 

(27-

107) 

0,110 0,173 

 

0,594 

IL-8 2 397 

(162-

583) * 

224 

(76-437) 

* 

159 

(53-

239) 

201 

(129-

252) 

0,263 0,123 

 

0,050 0,025 

4 870 

(405-

1813) 

1154 

(467-

2209) 

483 

(316-

964) 

815 

(522-

1060) 

0,678 0,594 

 

0,314 

TNF-α 2 211 

(159-

262) * 

216 

(42-485) 

* 

114 

(25-

239) 

184 

(132-

258) 

0,575 0,069 

 

0,889 0,735 

4 443 

(187-

702) 

764 

(374-

2968) 

184 

(101-

272) 

317 

(192-

695) 

0,028 0,123 

 

0,594 

 
VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+ = S. haemolyticus 53-38, med kapsel 
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Tabell 4: Negativ kontroll sammenlignet VGS, GBS og S. haemolyticus. Uthevet skrift 

indikerer signifikant verdi, p<0,05.   

* Kun analysert 8 donorer (n=8) 

 

 

VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+ = S. haemolyticus 53-38, med kapsel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cytokin Inkubasjon i 

timer 

Median cytokinkonsentrasjon 

(Interkvartil bredde) 

VGS 

 

versus 

 

negativ 

kontroll 

GBS 

 

versus 

 

negativ 

kontroll 

SH K- 

 

versus 

 

negativ 

kontroll 

SH K+ 

 

versus 

 

negativ 

kontroll 

Negativ 

kontroll 

VGS GBS SH 

K- 

SH 

K+ 

IL-6 2 7 

(4-12) 

19 

(13-49) 

* 

14 

(13-21) 

* 

14 

(9-21) 

11 

(8-13) 

0,012 0,012 0,08 0,075 

4 18 

(10-35) 

76 

(405-

1813) 

167 

(99-

497) 

55 

(34-

104) 

69 

(27-

107) 

0,008 0,008 0,012 0,008 

IL-8 2 97 

(29-155) 

397 

(162-

583) * 

224 

(76-

427) * 

159 

(53-

239) 

201 

(129-

252) 

0,017 0,012 0,015 0,008 

4 315 

(156-

1509) 

870 

(405-

1813) 

1154 

(574-

2209) 

483 

(316-

964) 

815 

(522-

1060) 

0,374 0,086 0,110 0,594 

TNF-α 2 106 

(10-180) 

211 

(159-

262) * 

216 

(42-

485) * 

114 

(25-

239) 

184 

(132-

258) 

0,012 0,012 0,208 0,038 

4 134 

(15-327) 

443 

(187-

702) 

764 

(426-

2968) 

184 

(101-

272) 

317 

(192-

695) 

0,110 0,008 0,678 0,173 
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Tabell 5: Sammenligning av GBS og S. haemolyticus og sammenligning av to og fire timer 

inkubasjon for GBS og S. haemolyticus. Uthevet skrift indikerer signifikant verdi, p<0,05 

* Kun analysert 8 donorer (n=8) 

Cytokin Inkubasjon 

i timer 

Median 

cytokinkonsentrasjon 

(interkvartil bredde) 

GBS 

 

versus 

 

SH K- 

GBS 

 

versus 

 

SH K+ 

SH K- 

 

versus 

 

SH K+ 

 

GBS 

2t 

versus 

GBS 

4t 

SH K- 

 

versus 

SH K-

4t 

SH K+ 

2t 

versus 

SH K+ 

4t 

GBS 

 

n=9 

SH K- 

 

n=9 

SH K+  

 

n=9 

IL-6 2 14 

(13-21) 

* 

14 

(9-21) 

11 

(8-13) 

0,612 0,017 0,050 0,012 0,008 0,008 

4 167 

(100-

497) 

55 

(34-

104) 

69 

(27-

107) 

0,008 0,008 0,767 

IL-8 2 224 

(76-

437) 

* 

159 

(53-

239) 

201 

(129-

252) 

0,208 0,484 0,441 0,012 0,008 0,008 

4 1154 

(467-

2209) 

483 

(316-

964) 

815 

(522-

1060) 

0,038 0,260 0,374 

TNF-α 2 216 

(42-

485) * 

114 

(25-

239) 

184 

(132-

258) 

0,012 0,401 0,515 0,012 0,066 0,028 

4 764 

(374-

2968) 

184 

(101-

272) 

317 

(192-

695) 

0,008 0,139 0,214 

 

VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+ = S. haemolyticus 53-38, med kapsel 
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Tabell 6: Sammenligning ved bruk av Luminex og Bio-plex immunoassay. Har kun testet en 

donor mot hverandre for VGS 2t og GBS 4t 

Bakterie og inkubasjon Cytokin Luminex Bio-plex 

VGS 2t IL-6 24 pg/ml 24 pg/ml 

IL-8 526 pg/ml 613 pg/ml 

TNF-α 144 pg/ml 496 pg/ml 

GBS 4t IL-6 460 pg/ml 1378 pg/ml 

IL-8 1228 pg/ml 2845 pg/ml 

TNF-α 1045 pg/ml 8050 pg/ml 
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Figur 1: Oversikt over komplementsystemet. Modifisert fra Fredheim et al. (59).  
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Figur 2: Virkemekanismen til multiplex immunoassay. Hentet fra R&D systems hjemmeside 

(45). 
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Figur 3: IL-6 konsentrasjon i blodet to og fire timer etter stimulering med tre ulike bakterier i 

en ex-vivo blodmodell. 

* p<0,05, ** p<0,01 

 

VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+ = S. haemolyticus 53-38, med kapsel 
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Figur 4: IL-8 konsentrasjon i blodet to og fire timer etter stimulering med tre ulike bakterier i 

en ex-vivo blodmodell. * p<0,05. 

 

VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+= S. haemolyticus 53-38, med kapsel 
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Figur 5: TNF-α konsentrasjon i blodet to og fire timer etter stimulering med tre ulike 

bakterier i en ex-vivo blodmodell. * p<0,05. 

 

 

VGS = S. mitis 

GBS = Gruppe B streptokokk  

SH K- = S. haemolyticus 25-63, uten kapsel  

SH K+ = S. haemolyticus 53-38, med kapsel 
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Vedlegg 1 
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Side 46 av 48 

 

Vedlegg 2
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