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Forord

Denne bacheloroppgaven er utfart av to bioingenigrstudenter ved Hagskolen i Alesund.
Tidsrammen for denne oppgaven la pa litt over to maneder. | denne oppgaven skal vi
undersgke prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato i en flattepopulasjon. Oppgaven
er vart avsluttende arbeid for bioingenigrstudiet. Opprinnelig skulle vi egentlig utfare en
annen oppgave, men da den ikke ble noe av fikk vi tiloud om denne oppgaven. Vi valgte &
ga videre med denne oppgaven fordi det virket som at arbeidet ville veare svert lererikt.

Vi vil benytte denne mulighete til & takke Ann-Kristin Tveten for & ha veiledet oss
gjennom denne oppgaven. Hun har hjelpet til med a finne litteratur og har veert tilgjengelig
pa alle dagnets tider for a svare pa spgrsmal. Videre har hun bidratt med gode rad. Flatten
som har blitt brukt i oppgaven er rester fra arbeidet som 1a bak hennes doktoravhandling.
Det ville ikke veert mulig & gjennomfgre denne oppgaven uten hennes hjelp og utstyret hun

hadde til overs.

Gro Hagen for & ha stgttet oss med det praktiske arbeidet, og sett til at arbeidsmetodene har

blitt gjennomfart pa en korrekt mate.

Sahar Olsen, for hennes vilje til & gi gode rad og veilede oss gjennom den krevende

skriveprosessen.



Sammendrag
Hensikten med denne oppgaven er & undersgke prevalens av Borrelia burgdorferi sensu

lato i vertssgkende flatt. Prevalensen blir undersgkt for manedene utenfor hgysesongen.

DNA ble isolert fra overflaterenset flatt, ved hjelp Dneasy blood & tissue Kit.

Borrelia burgdorferi sensu lato DNA ble isolert ved amplifisering av genet nifS (BB084)
med PCR.

Resultatene av PCR-produktene ble visualisert ved bruk av gelelektroforese. Positive

resultater ble bekreftet ved & sammenligne med positiv kontroll.

Vi forventet at fa flatt ville gi positivt utslag, pa grunn av at flatten er mindre aktiv utenfor
hoysesongen. Atte av 718 flatt benyttet i denne oppgaven, ble bekreftet som positive for
Borrelia burgdorferi sensu lato.

Det gir en prevalens pa 1,11%, noe som er mindre enn prevalensen funnet i tidligere

studier.
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1 Innledning

Vi har valgt a sette opp denne problemstillingen fordi det var aktuelt & undersgke og det
fantes ikke mye forskning pa dette. Vi ville ha mer innsikt i hvor mye prevalens det er av
Borrelia burgdorferi sensu lato hos vertssgkende flatt utenom hgysesongen.

Denne oppgaven ble valgt fordi det virket det som at denne oppgaven kunne by pa mye
interessant arbeid. Formalet med oppgaven er a besvare problemstillingen ved a diskutere

resultatene og sammenligne de med resultater fra tidligere forsgk.

Vi begynte a jobbe med oppgaven 16. Mars 2015 og innleveringsfristen var satt til 29. mai.
De farste to uke gikk med til & planlegge arbeidet. Mesteparten av teorien var ferdiskrevet
i pasken, far vi begynte med den praktiske delen av oppgaven. Den fgrste mai hadde
laboratoriearbeidet blitt fullfert. Tiden frem mot innleveringsfristen ble brukt til a skrive
ferdig resten av oppgaven. Alt det ngdvendige materialet 1a tilgjengelig, da det var igjen

fra tidligere forsgk. Derfor var det ikke ngdvendig & kjgpe inn utstyr eller reagenser.

Borrelia burgdorferi sensu lato er en sykdomsfremkallende bakterie som bruker flattarten
Ixodes ricinus som vertsorganisme. Eksperimentelle forsgk blir brukt for & pavise
prevalens av bakterien i et stort utvalg vertssgkende flatt. Flatten har blitt samlet inn over
tre ar, i var- og hgstmanedene. Innsamlingen ble gjort i naturomradet; Engesetdalen,
Skodje kommune. Innsamlingsmetoden, som ble tatt i bruk i forbindelse med et
forskningsprosjekt, gikk ut pa a trekke ett hvitt flanellhandkle gjennom vegetasjon i
naturen. Flatten som ble samlet inn ble fart over pa samlebrett, i oppbevaringsbranner, og
fryst ned. For & hindre flukt fra brgnnene, har det vart ngdvendig a isolere flatten. Dette
ble gjort ved a trekke en forsegling over oppbevaringsbrgnnene. Vi mottok i alt 8
samlebrett, for flatt, der hvert brett inneholdt 96 brgnner.

Hensikten med de forsgkene som ble gjennomfart har vert a undersgke prevalens av
Borrelia burgdorferi sensu lato i Ixodes ricinus flatt. Flatten vi ble tildelt var hovedsakelig
nymfer. For & pavise prevalens av flattbarne vektorer sa er det ngdvendig at genmateriale
fra vektorene ekstraheres fra flatten. Total genomisk DNA fra vertsorganismen samt DNA
fra vektorer som sopp og bakterier ekstraheres ved a folge prosedyren; "DNA isolering fra
Ixode ricinus flatt”. Quiagen’s DNeasy Blood & Tissue Ferdig kit ble brukt til 4 isolere
DNA fra prgvene.



PCR ble brukt som metode for & amplifisere DNA til Borrelia burgdorferi sensu lato. Til
pavisning av Borrelia burgdorferi sensu lato amplifiseres genet; nifS (BB084).
Programinnstillingen som heter Touchdown PCR ble brukt for & kopiere DNA.

Resultatene fra PCR ble pavist av Gel elektroforese.

| teoridelen har vi forsgkt a klargjare en teoretisk plattform. Relevant informasjon om
Ixodes ricinus og dens rolle som patogen vektor for sykdomsfremkallende
mikroorganismer har blitt klarert. Det har blitt satt fokus pa Borrelia burgdorferi sensu
lato, siden det er denne mikroorganismen vi gnsker a pavise. Teorien som er aktuelt for de
forskjellige metodene vi har jobbet med har blitt avgrenset, pa grunn av den omfattende
litteraturen om disse metodene. Under materiale og metode har vi forsgkt a beskrive
fremgangsmaten sa tydelig at forsgket kan gjentas, av noen som har grunnleggende
kunnskaper, innenfor metodikken. Resultatene gir en oversikt over hvilke flatt som har
blitt identifisert som bzrer av Borrelia burgdorferi sensu lato. Diskusjonen tar for seg
resultatene og setter disse inn i sammenheng med tidligere forskning som har blitt gjort pa

dette omrédet.

1.1 Problemstilling

Finne prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i vertssgkende flatt som har blitt samlet

inn i Mgre og Romdal utenfor hgysesongen.



2 Teori og prinsipp

2.1 Flatt

Bilde 1. Flattarten Ixodes ricinus sitter pd vegetasjon og venter pé en vert.*

Flatt klassifiseres som arachnida, og er sma blodsugende midd. Livssyklusen til Ixodes
ricinus, skogflatten, har fire stadier; egg, larve, nymfe og voksen.® For & gjennomfare sin
livssyklus ma flatten vokse, og til dette trenger flatten naeringsstoffer som hentes i fra
vertshlod. Larven ernarer seg pa verten i to til seks dager, nymfer i tre til atte dager og
voksne flatt i seks til tolv dager.® Fugler og pattedyr er vanlige vertsdyr for skogflatten.>!
Mange flatt vil dg for de i det hele tatt finner en vert & ernzre seg fra. Livssyklusen til en

flatt vil kunne vare fra to til seks ar. 23
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Bilde 2. Oversikt over livssyklus til flatt som viser hvilke verter som benyttes under de

forskjellige stadiene.

Flatten virker som vektor for ulike patogene mikroorganismer som virus, sopp og
bakterier.” Disse kan overfares til vertsdyr nér flatten fester seg pa verten. For & finne en
vert, bruker flatten sine sanser til & registrere endringer i miljget.> Den detekterer pust og
kroppslukt, i tillegg til at forskjeller i karbondioksid, kroppstemperatur, fuktighet og
vibrasjoner blir oppfattet. De kan oppdage disse forskjellene ved hjelp av et sanseorgan
som kalles Hallers organ.® Fuktige miljg er & foretrekke ettersom at den tarker fort ut.
Vegetasjon som har trafikkerte omgivelser regnes som steder der flatt trives. Flatten klatrer
til toppen av vegetasjon, der de holder seg fast med bakfgttene, slik at de kan stikke ut
framfgttene.® Dermed er den Klar til & klatre over pé passerende dyr. Nar flatten finner en
vert, sa klatrer den over, og fester seg pa overflaten til verten. Nar flatten har funnet et sted
der huden er tynn nok til & bli penetrert, griper den tak i huden, biter seg fast, og forer

matergret inn i underhuden.



En god sikring til verten er ngdvendig for at flatten skal fullfare maltidet sitt. En flatt vil
skille ut en substans fra spyttkjertlene sine som virker som sement, ved at den legger seg
rundt matrgret som dermed stapes fast.® Matrgret kan ogsa ha brodder som ankrer flatten
fast i huden.® For at verten ikke skal bli irritert til & fjerne flatten, skiller den ut
lokalbedgvende stoffer, samtidig med at matrgret borres inn i huden.® Fltten vil bruke
flere dager pa a hente ut blod fra verten. Nar de har fullfert maltidet sitt, lgsner flatten fra
verten og gjer seg klar for neste del av livssyklusen. Om verten er beerer av patogene
mikroorganismer sa tas disse opp av flatten gjennom blodmaltidet. Hvis tilfellet er at
flatten er smittebzerer s& kan den smitte verten gjennom spytt som skilles ut.” Det finnes
over 800 flattarter i verden, men av dem er det bare to som overfarer sykdom til
mennesker.” Disse er; Ixodidae (Hard flatt) og Argasidae (myk flétt). De fleste flattbitt vil
dermed ikke tilfare verten sykdomsfremkallende mikroorganismer.

Dette prosjektet tar for seg arten Ixodes ricinus. Arten er kjent for a overfare flere
forskjellige patogene mikroorganismer. Noen av disse er; Borrelia burgdorferi sensu lato,
Anaplasma phagocytophilum, Francisella tularensis, Rickettsia helvetica, Rickettsia

monacensis, Babesia divergens og Babesia microti.®,>

2.2 Borrelia burgdorferi sensu lato

Klassifiseres som en spiroket, en gram negativ bakterie som forarsaker sykdommen
borreliose.2 Mennesker blir smittet med bakterien ved a fa den tilfart gjennom et flattbitt.
Borrelia burgdorferi sensu lato omfatter rundt 15 genospecies pa verdensbasis og av de er
det bare fem som er patogene for mennesker.®

Nymfene farer til 90% av de Kkliniske tilfellene av lyme borreliose.° Dette er svart
problematisk ettersom 64% av europeiske pasienter ikke husker & ha blitt bitt.2° Problemet
blir da at de tidlige symptomene kan bli ignorert. De mest vanlige symptomene til lyme
borreliose er feber, hodepine, slapphet, muskelsmerter, influensalignende tilstander og

erythema migrans.*!, 2* Sykdomsutviklingen til lyme borreliose er delt opp i tre stadier.*®

Primaerstadiet kjennetegnes ved det tidlige symptomet; erythema migrans, som er et utslett
som oppstar 3-30 dager etter bitt.12,3 8 Gjennomsnittelig oppstér utslettet syv dager etter
pasienten blir bitt'®, og hvis det forblir ubehandlet kan det vedvare opptil 2-3 uker.'° |

mange tilfeller vil ikke utslettet oppsta i de tidlige stadiene etter infeksjon.*2



Influensalignende symptomer vil ogsa gi indikasjoner pa at en infeksjon har opptred i det
forste stadiet.’ Utslettet kan fordrsakes av alle de patogene genospecies. Det er typisk at
utslettet primzert oppstar der hvor flatten biter seg fast.*? Siden flatten liker & oppholde seg
i et fuktig miljg, setter den seg ofte pa kroppsomrader som vanligvis ikke betraktes av

individer.>! Eksempler pa slike omrader er lysken, armhulen og knehasen.>*

CDC

Bilde 3. lllustrasjon av Erythema migrans®®

B. Afzelii, B. Garinii og B. Burgdoferi sensu stricto er de mest vanlige patogeniske
subspecies som farer til sykdom i Norge®, og ellers i Europa.t’,!8 B.afzelii har hovedsaklig
gnagere som smittebarer, og B.garinii har fugler og gnagere som smittebarere.® ** De er
koblet til komplikasjoner i huden og i nervesystemet.!” Borrelia burgdorferi sensu stricto
blir ogsé hodedsakelig funnet i gnagere.® Den er knyttet til komplikasjoner i ledd og i

nervesystemet.’ 8

Hvis de farste symptomene pa sykdommen ikke blir oppdaget, og en ikke far behandling,
vil bakteriene kunne spre seg utover i kroppen.'? Dette er sykdommens andre stadium.®
Bakterien vil i infisere organer og vev, ved at de etablerer seg der. Om bakteriene infiserer
nervesystemet kan det forekomme nevroborreliose som kan medfare bell’s palsy, en
midlertidig lammelse av den ene siden av ansiktet.?% 1> Nevroborreliose vil kunne oppsta
hvis nerven som styrer musklene i ansiktet hovner opp eller blir betent.?’ Denne tilstanden
kalles nevropati. Andre nevrologiske symptomer som syklige tilstander i lever og hjerte i
tillegg til leddbetennelse, utmattelse og nedsatt almenntilstand kan ogsa oppsta i dette

stadiet.?t, 14 12



Om infeksjonen har forblitt ubehandlet over en periode pa maneder eller ar kan den
komme inn i tredje stadium.® Dette stadiet kjennetegnes som en kronisk sykdom, og
oppstar vanligvis seks-tolv maneder etter infeksjon.8,° Symptomer pa dette stadiet er
leddgikt, numne ekstremiteter og rygg, tretthet, hemifaciale spasmer, perikarditt,
nevrologiske problemer som sgvnlgshet, humgrsvingninger, hukommelsestap og tale.?
Acrodermatitis chronica atrophicans (ACA) er en hudsykdom som misfarger huden
bldaktig i de ytre ekstremitetene.® Den vil ofte oppsté i det tredje stadiet av en Borrelia
burgdorferi sensu lato infeksjon.® Leddgikten viser seg ofte & angripe kneet.°

Om infeksjonen ikke behandles kan den spre seg fra bittstedet til andre steder pa kroppen
som for eksempel ledd, hjertet og nervesystemet. Det viktigste preventive virkemiddelet er
rask fjerning av flatten, nér den farst oppdages.>! Faren for Borrelia burgdorferi sensu lato
smitte gker over tid, og smittefaren viser seg a vaere mer begrenset innenfor de farste 24
timene etter bitt.>* Dette skyldes at smitterisikoen gker jo lengre flatten far sitte fast pa
kroppen. Flatten burde fjernes s& neerme huden som mulig.>! Antibiotika profylakse eller
peroral administrasjon brukes for a behandle en pagaende Borrelia burgdorferi sensu lato
infeksjon.®

2.3 PCR

Polymerase chain reaction (PCR) amplifiserer DNA in vitro og er en metode som gir
raske, selektive resultater.? | lgpet av kort tid kan teknikken lage milliarder av DNA-
kopier.2® Prosessen bruker en tre-stegs syklus for & kopiere en eksponentsial gkende
populasjon av DNA-molekyler som er identiske.?® Syklusen begynner med at DNA-
tradene denatureres.?? Praven kjgles ned sann at korte templat (enkelt-trad DNA) som er
komplementere til sekvensen pa forward- og reverse primer har et optimalisert miljg for

annealing (hydrogen-binding).23 22

Tilfeldig, ukontrollert reproduksjon av ugnskede deler av DNA i prgven kan forhindres
ved a tilsette primere til reaksjonen. Forward- og revers primer binder seg til
komplementare seter pa hver sin templattrad pa enkelttradet DNA. 5” enden til primeren
setter seg pa 3’ enden til DNA-templat.?, 2’ Taq Polymerase vil da kopiere DNA fra 5 til

3’ retning.?’ Dette amplifiserer DNA in vitro.?®

Primerne forteller DNA polymerasen ngyaktig hvilken sekvens av DNA som skal

amplifiseres.?® Ved konvensjonell PCR er disse sekvensene vanligvis noen hundre basepar



lange, og i qPCR er de bare noen titalls.?® Til slutt vil Taq polymerase forlenge primerne i
5 til 3" retning.? DNA polymerase fortsetter & kopiere amplicon, helt frem til mastermix
gar tom for DNA templat.?® Taq polymerase har en optimumtemperatur pa 75 °C og taler
temperaturer opp mot 95 °C.2* Det termofile enzymet, til sammenlikning med andre

polymerase enzym, krever kationer til & stimulere deres katalytiske aktivitet.?

Amplifiseringen av DNA kontrolleres ved at temperaturen heves og synkes i et bestemt

mgnster.? Dette er grunnen til at PCR apparater kalles thermal cyclers eller PCR cyclers.?®

Taq polymerase muliggjer automatiseringen av PCR, pa grunn av enzymet sin
motstandsdyktighet mot de hgye temperaturene som er ngdvendig for a denaturere DNA-
et.?” 22 Dersom et vanlig polymerase med optimum temperatur ved human fysiologisk
kroppstemperatur ble brukt, sa vil proteinet denatureres samtidig med DNA under det
farste oppvarmingssteget.?’ 22 Taq polymerase har navnet sitt fra organismen som det farst
ble isolert fra; bakterien Thermus aquaticus.?® Denne bakterien lever i varme kilder, og har

giennom millioner av ar med evolusjon medfart et varmestabilt DNA polymerase.?® 22

Siden primere er spesifikke for malsekvenser pa DNA sa trenger det bare a veere sma
mengder av komplementaere DNA-molekyler i praven, for a utfare hybridiseringen til
malsekvensen.?® Nar primerene har 15 eller flere nukleotider s& regnes spesifisiteten som
hgy. En syklus i PCR-maskinen dobler antall malsekvens som betyr at antall molekyler
dannet er lik 2°n, der n er antall sykluser.?, 2°, 28 Etter 33 sykluser i PCR-maskinen, vil

over en milliard molekyler (1079) som er identisk med malsekvensen ha blitt kopiert.?®
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Bilde 4. Illustrasjon av PCR prosessen %

2.4 Touchdown PCR
Touchdown PCR bruker et syklusprogram som varierer hybridiseringstemperaturen.®*, 32

Denne metoden brukes for & gke spesifisiteten til PCR.%3, 31 TM er temperaturen der
dobbelttradet DNA denatureres og deler seg i to trader.3! Vanligvis bestemmes optimal
hybridiseringstemperaturen ut ifra TM til primer-templat paret. TM til primer pavirkes av
forskjellige buffer komponenter i tillegg til primer- og templat konsentrasjon.3* P& grunn
av dette er beregnet TM bare en tilnerming, noe som gjar det vanskelig a finne riktig
hybridiseringstemperatur for en gitt primer-templat kombinasjon. 3

Det kan dannes primer-dimer, samt uspesifikke produkter om hybridiseringstemperaturen
er for lav.3! 3* Hvis temperaturene er for hgye kan det gi darlig primer hybridisering som i

sin tur kan fare til lav avkastning.3

Ved hgyere temperaturer enn det som er beregnet for TM i de tidlige syklusene, favoriserer

Touchdown PCR opphoping av ampliconer, der komplementariteten for primer-templat er

10



hayest.>* Produktet av amplifikasjon kalles et amplicon.®? Vi sikrer oss mot lav avkastning
ved hjelp av den trinnvise overgangen til lavere temperaturer.®* Ampliconet som
utkonkurrerer tilstedevaerende, uspesifikke produkter og primer-dimerer, tas i bruk.®*
Hybridiseringstemperaturen skal helst veere fem-ti °C hgyere enn TM for primerene. 33 %
Temperaturen gar ned en til to °C hver syklus til den kommer til eller litt under TM til
primerene. 3 Dette kalles touchdown temperatur. Etter dette fglger vanlig PCR

amplifisering ved den endelige hybridiseringstemperaturen.® 3

2.5 Gelelektroforese

DNA og RNA bestar av nukleinsyrer som holdes sammen av pentosesukker og fosfat.®
Fosfatgruppene i hvert nukleotid gir DNA en negativ ladning, i en fysiologisk pH.*
Coulombs lov sier at negativt ladede molekyler (kationer) tiltrekkes mot en positivt
elektrisk ladning (anoden).®” Gel elektroforese er en metode som bruker dette prinsippet til
& separere DNA-molekyler av forskjellig lengde, i en prave.®® % Metoden kan ogsa brukes
til & bestemme starrelsen pé proteiner, ved & méle lengdene opp mot en standard.*
Elektroforese gar ut pa a sende en elektrisk stram gjennom DNA prgven, og la den vandre
gjennom et porgst medium. Vandrelengden til DNA-molekylene bestemmes ut i fra deres
lengde og ladning.®® “° 8 De minste molekylene vil mgte p& minst motstand i det porgse

mediet, og dermed vandre raskere enn de stgrre molekylene.® 38
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Bilde 5. DNA-molekyl vist med ladninger.3®

Det farste steget i en gel elektroforese er a stgpe gelen. Dette gjeres ved a lgse opp
pulverisert agarose i 1x TAE buffer, ved & blande miksturen. Blandingen varmes opp i
mikrobglgeovn til agarose er opplgst. Neste steg bestar av a tilsette mikroskopiske
mengder 10000x GelRed. Gelen er kokvarm etter a ha blitt varmet opp i mikrobglgeovnen.
For at blandingen ikke skal smelte gel-karene s venter man til den nar en temperatur pa
65 °C. Optimum temperatur for gelen a helles over i gelkar. Det er viktig a falge godt med
pa temperaturen under dette stadiet, da blandingen fort begynner a stivne ved lavere
temperaturer enn dette. En fare med gel med lavere temperatur enn 65 °C er at den kan
delvis stivne far helling. Skjer dette sa vil den ikke fordele seg jevnt i gelkaret. Brgnner
settes til gel-karet som DNA ellueres i. Etter gelen har stivnet kan gelkaret settes i
elektroforesekaret. Elektroforesekaret har en positiv og en negativ pol som kobles til en
spenningskilde.*® 1x ATL-buffer tilfares elektroforesekaret som strammen fares gjennom.
Strgmmen er det som far DNA-molekylene til & begynne a vandre gjennom gelen nar

spenningskilden skrus p&. 4°
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Bilde 6. Illustrasjon av Gelelektroforese!

Fremfaring: Ved hjelp av loading dye kan man se hvor langt DNA molekylene har vandret

i gelen.®® Nar de har vandret sa langt de skal fjernes de fra elektroforesekaret og overfares

til ett kammer med UV-lys og kamera. Fargingen blir gjort ved at Gelred, som tilsettes

gelen og binder seg mellom basene i DNA. Det kan ogsa brukes et fargestoff som heter

ethidium bromid. Denne fargingen gjer at DNA blir synlig under UV-lyset slik at vi kan ta

bilde av den.® Det er viktig veere klar over at DNA vil diffundere i gelen over tid, s& man

bar ikke vente lenge fer en tar bilde. Nar bildet er tatt kan resultatene sammenlignes med

en ladder eller en kontroll.® Utifra det kommer det frem om prgvene er positive eller

ikke.*2
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3 Material og metode

En metode for & samle inn flatt bestar av a dra et hvitt flanellhandkle gjennom vegetasjon.
Taystykket kan ogsa fange opp flatt ved at man drar det gjennom busker og hgygress.
Vibrasjonen som handkle skaper nar det dras gjennom vegetasjonen, tiltrekker flatten som
benytter sjansen den far til a gripe tak i det den tror er en potensiell vert. Tanken som
ligger bak det a bruke et hvitt taystykke til & fange flatt, er at det blir enklere & oppdage
flatt som har festet seg. Ved a dra tgystykket gjennom et begrenset omrade, kan man lage
et estimat pa hvor mye flatt som finnes i omradet der man leter, basert pa resultatene.
Flatten blir lagret pa eppendorf-rer ved enten fire°C i en til to dager eller 20°C i en til to
uker. Flatten blir sa vasket i 96% etanol og nukleasefritt vann. Mikroorganismer som sitter

pa overflaten til flatten vil reduseres betydelig etter rengjgringen.

3.1 Utstyr

3.1.1 Isolering av DNA fra Ixodes ricinus flatt

Multipipette — En pipette som har flere kanaler, noe som gjer det mulig a pipettere flere

prgver samtidig. Den trenger passende kar for & kunne fylle alle pipettespissene samtidig.

Tissuelyser - Maskin som rister brett. Medfglger sikringbeholdere av metall som brukes
for a sikre at brettene holdes skikkelig fast, samt kan de skrues fast i tissuelyser slik at alt
holder seg pa plass.

Sentrifuge - spesialsentrifuge som sentrifugerer to brett i gangen. Det ble benyttet en
hastighet pa 3500 RPM ved hver sentrifugering.

Automatpipette - pipette som fyller spissen og gir ut en bestemt mengde ved hvert trykk.

Kan bruke forskijellige spisser, noe som endrer pa hvor mye som gis ut hver gang en

trykker.
Plastkar - Bruktes til @ samle diverse stoffer vi skulle pipettere med multipipette.
Kolonne - Brukes for a filtrere ut ting vi ikke vil ha med i PCR brett.

Samlebrett - Samler opp avfall fra kolonnene.
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PCR brett - Samler opp isolert DNA fra kolonne under sentrifugering.

Varmeskap - Brukes for & inkubere prgvene. | dette forsgket brukte vi dem ved 56°C og
70°C.

Kulefordeler — Kan brukes for a tilsette kuler til alle 96 brgnnene pa en gang.
Stalkuler - Brukes for pulveriser flattprgvene.

Gummitopper — Sgrger for at prevene holder seg i brennene. Hindrer kontaminering til en
viss grad.

ATL Buffer - En tissue lysis buffer til bruk ved rensing av nukleinsyrer.*3

Proteinase K — Endopeptidase. Bryter ned proteiner ved & spalte peptidbindinger.*4 47
AL buffer - lyserende buffer brukt ved DNA isolering. 4> 4/

Etanol - Far DNA til & felle ut slik det ikke gar gjennom kolonnen.*¢ 4

Buffer AW1 og AW2- vaskelgsning som rengjer DNA som sitter p& membran i kolonne.*’

Gar sa gjennom kolonnen og ut i samlebrett som avfall.

AE buffer - Eluerer DNA fra membranet i kolonnen. Gjer det mulig at DNA kan lagres
stabilt i fryser eller kjgleskap.*’

3.1.2 Isolering av DNA fra dyrket renkultur Borrelia burgdorferi sensu lato

Eppendorf-rgr
Bordsentrifuge

ATL buffer
Proteinase K

AL Buffer

Vortex

Varmeplate med justerbar temperatur
Etanol

Dneasy Spin column
2ml oppsamlingsrer.
Pipette

Pipettespisser
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AE buffer

3.1.3PCR

Ferdigisolert DNA pa brett.

PCR plater.

Strips til PCR plater

Strips med ror til PCR.

Mastermix: Polymerase, fw primer, rw primer, mgcl2, nukleasefritt vann.
Eppendorf rar.

Vortex

Sentrifuge

PCR maskin

3.1.4 Gelelektroforese
Loading Dye

Gelkar
elektroforesekar

UV kamera

GelRed

Agarose

Erlenmeyer kolbe

1x TAE Buffer

3.2 Utfering

3.2.1 Isolering av DNA fra Ixodes ricinus flatt

Analyseprinsippet for prosedyren tar for seg fire steg; Lysering, Binding, Vask og eluering
av DNA. Hensikten med denne metoden er a isolere rent DNA fra flatten. Vi har tatt

utgangspunkt i metoden som er beskrevet i Vedlegg 2.
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Det ble utdelt flattpraver som ble samlet inn i Engesetdalen i Skodje kommune over en
tidsperiode mellom 2011 og 2014.

De ble levert pa atte brett, hver med 96 branner. Etter brettene hadde blitt telt over sa ble
det fastslatt at ikke alle brgnnene inneholdt flatt. Gjennomgangen viste at samlebrettene
inneholdt til sammen; 718 flatt. Det var viktig & serge for at hver brgnn bare inneholdt en
flatt, da krysskontaminering lett kunne oppsta. Falgekort har blitt brukt til & notere de
brannene som manglet flatt. Disse har blitt brukt til a fastsla at det ikke har oppstatt
kontaminering av brgnnene, ved at ingen positive resultater har blitt registrert i de tomme

brgnnene.

Det er ogsa viktig at flattene holder seg i bunnen av brgnnene, for at pulveriseringen og
lyseringen av flatten skulle forega optimalt. Dette blir ikke gjort ordentlig hvis flatter setter

seg pa siden av gummitoppen som lukker brgnnen.

Lyseringen tar for seg Tissuelyser. Instrumentet vil ryste pravene kraftig i fem minutter og
pulverisere prgvematerialet ved hjelp av en stalkule som plasseres i hver brgnn. Stalkulen
for en stor slagkraft nar den akselereres. Det er viktig at brgnnene lukkes med
gummitopper for & hindre at prevematerialet forsvinner under rystingen. Et problem som
kan oppsta er at pravebrettene ikke passer skikkelig i sikringsbeholderen. Lokkene som
sitter pd oppbevaringsboksene for 10 x| (10uL) pipettespisser, kan brukes for & justere

passformen, slik at pravebrettene sitter bedre sikret.

| falge prosedyren skulle 100 pL ATL buffer tilsettes flatten far oppbevaringsbrettene ble
satt i Tissuelyser. Det viste seg at resultatet ble bedre nar ATL buffer ble tilsatt brannene,
etter at flatten hadde blitt satt i Tissuelyser. Den mekaniske nedbrytningen viste seg &
pulverisere flatten. Var hypotese for a forklare at resultatet fra Tissuelyser ikke blir like
tilfredsstillende nar ATL buffer tilsettes farst, er fordi bufferen skummer mye, under
rysting. Kulene far altsa mer motstand og hindres dermed i & komme opp i den hastigheten
de far ved fraveer av vaeske. Resultatet er at pulveriseringen blir mindre effektiv. Siden
flatten ble sa godt pulverisert, var det bare ngdvendig a knuse dem i tissuelyser én gang.
Disse endringene ble gjort etter konsultasjon med veileder.

Etter flatten hadde blitt pulverisert ble det tilsatt 180 uL ATL-buffer til brgnnene, med
multipipette. ATL buffer feller ut om den star i romtemperatur, sa den matte settes i
varmeskap i noen minutter for at den skal lgse seg opp. Tilfredsstillende blanding ble

sikret med Vortex, far brettene ble sentrifugert i 10 min. Pa grunn av at toppene matte
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fjernes for tilsetning, sa ble en rad pipettert av gangen. For & hindre krysskontaminering fra
a skje mellom toppene og bregnnene ble den ene siden av toppene merket med en strek.
Streken markerte hvilken vei toppene skulle settes pa igjen. Pipetteringen blir gjort
betraktelig enklere ved at en person tar av toppene og en annen person pipetterer. Denne

metoden minsker ogsa sjansen for pipetteringsfeil og kontaminering.

20pL Proteinase K ble tilsatt hver brann med en automatpipette, til dette ble det brukt 1,25
ml spiss. Automatpipetten ble programmert til a slippe ut et volum pa 20 pL veeske, for
hvert trykk. Etter tilsetning ble brettene satt til inkubasjon ved 56°C i 30-50 minutter, slik
at flattbitene skulle lgses opp ytterligere. | prosedyren sto det at brettene skulle inkuberes i
180 minutter. Etter diskusjon med veileder ble det fastslatt at det ikke var ngdvendig for
brettene & sta sa lenge, pa grunn av den effektive knusingen. Brettene kunne for gvrig sta
over natten om det skulle veere ngdvendig. Gummitoppene har en tendens til & sprette ut
nar brettene varmes opp, noe som kan forarsake kontaminasjon. Noe tungt ble plasser oppa

brettene for & forhindre dette fra a skje.

Etter at pragvene hadde blitt hentet fra varmeskapet, ble 100uL AL-buffer tilsatt hver
brgnn. Den nye Blandingen ble vortexet og satt tilbake i varmeskap ved 70°C i ti minutter.

Etter inkubering ble 230 pL etanol tilsatt hver brgnn, lgsningen ble sa blandet. Etanolen
tilsettes pravene slik at DNA feller ut. De gar da ikke gjennom kolonnen. Her kan
blandingen skje enten ved a utsette en og en rad for vortex, eller ved a sette hele brettet pa
vortex samtidig. Hvis hele brettet tas samtidig sa er man ngdt til & finne noe som holder pa
plass gummitoppene. Brukte lokk fra en pipette boks kan blant annet brukes hvis de er
egnet for & holde pa plass alle gummitoppene. Etter blanding kan gummitoppene kastes, da
det ikke lenger er behov for dem.

Lagsningen overfares fra oppbevaringsbrett til kolonnene som star pa samlebrett.
Samlebrettet brukes til & samle opp avfallsvaeske som ikke skal med i PCR brettene. Det er
veldig viktig a merke kolonner og PCR brett slik at de kan spores tilbake til
oppbevaringsbrettet. Det kan veere lurt & merke pa de sidene som ikke teipes, da teipen kan

fjerne merkingen.

Etter prgvene har blitt overfart fra oppbevaringsbrett til kolonner, kan stalkulene fjernes
fra brgnnene. Stalkulene kan brukes igjen, etter vask med vann og sprit. Fgr hver

sentrifugering blir brannene, i kolonnen, dekket med papirfilm. Papirfilmen forhindrer
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innholdet fra a forsvinne fra brennene under sentrifugering. Sikringen forhindrer at
innholdet i brannene skal krysskontaminere de andre brgnnene. Det ville ogsa blitt et
problem om innholdet ble spredt utover hele sentrifugen, da det kan kontaminere prgvene
til alle som skal bruke den sentrifugen. For & holde kolonnen og samlebrettet skikkelig
sammen, ble det brukt teip, slik at de ikke skulle lgsne under sentrifugering. Teipen ble
surret helt rundt kolonnen og samlebrettet, ved hver ende. Kolonnene og samlebrettene ble

sentrifugert i tte minutter ved en hastighet pa 3500 RPM.

Sentrifugeringen farte til at avfall ble presset gjennom filteret i kolonnen og ned til
samlebrettet. Avfallet fra samlebrettet ble tamt i sgppeldunker for risikoavfall. Kolonnen
ble tilsatt 500uL AW1-buffer far den ble teipet fast til samlebrettet, og satt tilbake i
sentrifugen. Der ble den sentrifugert i fire minutter, ved en hastighet pa 3500 rpm.
Automatpipetten egner seg utmerket til & pipettere AW1-buffer, da det er mulig a stille inn
en ngyaktig mengde som forlater pipettespissen for hvert trykk. I tillegg tar det mye
mindre tid & bruke automatpipetten, enn det gar med til & pipettere en og en brgnn med
vanlig pipette. Det brukes ogsa farre pipettespisser ved denne metoden. Etter
sentrifugering tammes avfallet fra samlebrettene i risikoavfallet. 500uL AW2-buffer
tilsettes kolonnene, med en automatpipette. Kolonnene settes tilbake i sentrifugen, der de

blir sentrifugert i 20 minutter, ved en hastighet pa 3500 rpm.

Etter sentrifugering overfares kolonnene fra samlebrett til PCR brett. P4 dette tidspunktet
er det ikke et behov for samlebrettet lenger. Avfallet fra samlebrettet tsemmes, og brettene
vaskes, slik at det star klart til senere bruk. PCR brettene blir brukt til oppbevaring av
DNA, og det er ogsa denne type brett som skal i PCR-maskinen pa et senere tidspunkt. Det
er spesielt viktig at kolonnen sitter skikkelig pa PCR brettet, pa grunn av at kolonnen ikke

setter seg sa godt fast til PCR-brettene, slik de gjorde med samlebrettet.

125uL AE buffer tilsettes kolonnen som sentrifugeres i 4 minutter, ved 3500 rpm. AE
buffer far utfelt DNA til & lgse seg opp, slik at det kan ga gjennom filteret til kolonnen, og
ned i PCR brettet. Produktet som samles opp i PCR brett skal ikke kastes, i motsetning til
avfallet som ble samlet opp i samlebrettene. Det er i PCR brettene vi finner DNA
produktet. Etter farste sentrifugering blir 50 uL AE buffer tilsatt kolonnen, som

sentrifugeres i 4 minutter, ved en hastighet pa 3500 rpm.

Etter denne sentrifugeringen er det ikke lenger et behov for kolonnen, og den ma kastes da
den ikke kan bli brukt om igjen. PCR-brettet, som na inneholder ferdig isolert DNA,

dekkes med plastfilm fgr det settes i fryseren til oppbevaring.
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3.2.2 Isolering av DNA fra dyrket renkultur Borrelia burgdorferi sensu lato

Hensikten med & isolere DNA fra renkultur er & fa rent DNA som kan brukes som kontroll.

Vi har tatt utgangspunkt i metoden som er beskrevet i Vedlegg 3.

Farst ble renkultur Borrelia burgdorferi sensu lato overfert til hvert sitt eppendorf rar, det
var litt for mye i rarene som ble utlevert sa det var viktig a passe pa at det ikke var sa mye
i eppendorf-ragrene at det ble sgl nar de skulle lukkes. Etter pipetteringen er utfgrt settes
eppendorf-rgrene i sentrifugen og sentrifugeres i 10 minutter ved en hastighet pa 7500

rpm.

Nar sentrifugeringen er ferdig tas rarene ut, det skal da veere noe i bunnen av rgret. Pipetter
av supernatanten fra eppendorf-rgret og tilsett 180 pl ATL-buffer, som skal hjelpe til &
bryte ned bakteriecellene for a frigjgre DNA. Etter tilsatt ATL-buffer blandes rgrene pa
vortex slik at bunnfallet lgser seg opp og blandes skikkelig med ATL-bufferen. Nar
innholdet i raret er tilstrekkelig blandet settes raret til inkubasjon pa varmeplate i 30
minutter ved en temperatur pa 37°C. Etter inkubasjonen hentes eppendorf-rgrene og
temperaturen til varmeplaten endres fra 37 °C til 56 °C.

25 pl proteinase K tilsettes ependorfrar far 200 pl AL-buffer blir tilsatt. Igjen blandes
praven ved bruk av vortex. Det er viktig at en ikke tilsetter proteinase K direkte til AL-
buffer. AL-bufferen ma ikke inneholde etanol.

Eppendorf-rgrene skal na settes tilbake pa varmeplaten, der de skal sta i 30 minutter ved en
temperatur pa 56 °C. Grunnen til at temperaturen endres fra 37°C til 56°C er at det farer til
en flerfoldig gkning i aktiviteten til Proteinase K. Nukleaser er proteiner, og disse vil
inaktiveres av Proteinase K. Nar enzymene Dnase og Rnase inaktiveres hindres
degradering av nukleinsyrene.** Dette gir DNA produktet bedre kvalitet og sikrer hgyere
avkastning.

Nar prevene er ferdig inkubert fjernes de fra varmeplaten, som skrus av da det ikke lenger
er behov for den. 200 pl etanol blir sa tilsatt pragven, dette far DNA til & felle ut. Lgsningen
blandes sa godt med vortex. Ved dette punktet er det veldig viktig at prgven og etanol
blandes skikkelig, slik at det dannes en homogen lgsning. Pipetter blandingen over i
Dneasy mini spin kolonnene som star i to ml samlergr. Det er viktig & passe pa a fa med alt
som felles ut i lzsningen, over i kolonnen. Na skal kolonnene sentrifugeres i ett minutt ved

en hastighet pa 8000 rpm slik at vaesken i kolonnen gar ut i samlergret. Etter
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sentrifugeringen overfgres kolonnen til et nytt samlergr, og det brukte ragret forkastes,
sammen med alt innholdet.

Nar kolonnen har plasser over pa et nytt rar, tilsettes 500 pl AW 1-buffer, far praven settes
tilbake i sentrifugen. Igjen sentrifugeres preven i ett minutt ved en hastighet pa 8000 rpm.
Nar kolonnene har blitt ferdig sentrifugert, overfares de til nye samlergr. De brukte
samlergrene kastes. 500 ul AW2-buffer blir tilsatt kolonnene og prevene settes tilbake i
sentrifugen. Etter 3 minutter med sentrifugering, ved en hastighet pa 14000 rpm far
Dneasy membranen tid til & tarke. Membranen ma veere skikkelig tarr, da rester av etanol
kan interferere med de neste stegene. Nar kolonnen fjernes fra rgret, kan uforsiktighet
knyttet til handteringen av prevematerialet medfgre at kolonna kommer i kontakt med

avfallsveesken. Hvis dette skjer sa ma samlergret tammes, og preven sentrifugeres igjen.

Etter sentrifugeringen forkastes samlergret, og kolonnen overfares til et 1,5 eller 2 ml
eppendorf-rer. 100 ul AE-buffer pipetteres direkte pa Dneasy membranen, og prgven skal
sta til inkubasjon pa benk i ett minutt. Praven sentrifugeres sa i ett minutt ved en hastighet
pa 8000 rpm. Ta proven ut av sentrifugen, tilsett 100 ul AE-buffer og la sta i ett minutt pa
benk. Pa dette punktet er det ikke ngdvendig a bruke et nytt rgr. men det kan gjgres dersom
en ikke vil at det i det farste ragret skal bli fortynnet. Sentrifuger praven i ett minutt ved en
hastighet pa 8000 rpm. Etter dette trinnet er renkultur DNA Klart til brukes som positi
kontroll. Dersom prgvematerialet ikke skal brukes til forsgk samme dagen, sa kan DNA

fryses ned til det skal tas i bruk.

3.2.3PCR

Hensikten med PCR prosessen er & amplifisere DNAet vi gnsker 4 isolere til fremstilling
ved gelelektroforese. Vi har tatt utgangspunkt i metoden som er beskrevet i Vedlegg 4 og
5.

Til & begynne med matte mastermix lages til. Et eppendorf-rar med mastermix ble laget il
for hver PCR-plate. Det ble satt som mal & fa 100 doser mastermix i hvert eppendorf-rar,
og med 13 pL til hver brenn ble det 1,3 ml per eppendorf-rgr. For & na denne mengden ble
750 uL DNA polymerase, 15 pL forward primer, 15 pL reverse primer, 60 pL MgCl2 og

460 pL nukleasefritt vann blandet sammen. Outer forward primer (nifF1) og outer reverse
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primer (NifSR1049) ble tilsatt mastermixen. Primerene; nifF1 og nifSR1049 binder seg til
komplementere seter pa hver sin templattrad, pa enkelttradet DNA, og kopierer den.

| dette forsgket ble det bare benyttet outer primere til gjennomfaring av PCR prosessen.
Etter konsultasjon med veileder ble det bestemt at det ikke var ngdvendig a benytte inner

primer i denne oppgaven.

Nar mastermiks er ferdig blandet fordeles den til brgnnene. Fordelingen ble gjort med en
automatpipette der en kan stille inn ngyaktig hvor mye av lgsningen som kommer ut for
hvert trykk. Dessuten sparer automatpipetten mye tid. Mastermiksen holdes avkjglt ved at
stativet ble plassert i et beger fylt med is. Etter mastermix har blitt fordelt pa brennene
pipetteres 2 puL templat DNA til hver brenn. For & fa plass til kontroller for de tre typene
Borrelia burgdorferi sensu lato i tillegg til blind/negativ kontroll matte fire av pravene tas
av brettet og i egne PCR rar. Kontrollene som ble benyttet er 4680: Borrelia burgdorferi
sensu stricto, 10534: Borrelia garinii og 10508: Borrelia afzelii.

Analysen kvalitetssikres gjennom bruk av kontrollpraver laget av DNA isolert fra
rendyrket Borrelia burgdorferi sensu lato. Kontrollen skal amplifiseres dersom alle de pre
analytiske stegene har blitt gjennomfart pa en korrekt mate. Amplifisert kontrollprave
forutsetter at reagenser og utstyr ikke er defekt. Blindpreve brukes som en kvalitetskontroll

for & oppdage eventuell forurensing.

Nar alt var i brgnnene ble de blandet ved a vortexe lett og ved a sentrifugere platene i noen
minutter. Etter alt dette har blitt gjort er platene klar for PCR cycler.

Programmet som ble brukt var et touchdown PCR program som var forhandsinnstilt av
veileder.

Resultatene ble visualisert ved bruk av gelelektroforese.

3.2.4 Gelelektroforese

Hensikten med a utfere gelelektroforese er a skille DNA av ulike lengder fra hverandre,
med det formal & pavise genet nifS (BB0084). Pavisning blir gjort ved fremstilling av
nukleinsyrer under UV-bestraling med kamera som har UV-linse. Vi har tatt utgangspunkt
i metoden som er beskrevet i Vedlegg 6
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For & lage agarosegelen tilsettes 1,8 gram agarose og 80 ml 1x TAE buffer i en
erlenmeyerkolbe, og blandes. Til dette forsgket ble det benyttet tre gelkar per PCR-plate.
Deretter settes kolbene i mikrobglgeovnen pa full styrke i 3-4 minutter, eller til all agarose
var opplast. Hvor lenge kolbene ma sta i mikrobglgeovnen varierer, sa det er viktig a holde
et gye med de slik de ikke koker for mye. Etter en stund i mikrobglgeovnen kan det veere
lurt & sjekke hvor mye agarosen som har lgst seg, og nar det undersgkes kan den blandes
litt. Pass pa at blandingen kan sprutkoke, vend apningen fra deg nar du blander. Nar all
agarose er opplost tilsettes 1,0 uL GelRed og agarosen blandes. Blandingen skal sa sta en
stund for a kjgle seg ned. Temeraturen til agarose skal senkes ned til 65°C. Det er viktig a
passe pa temperaturen, ettersom gelen kan stivne i kolben. Nar agarosen star til kjgling
passer det bra a gjare klar gelkarene. Karene klargjgres ved a teipe rundt bunnen, slik at
gelen holder seg pa plass i karet, og sa plasseres kammene i karet. Til dette forsgket ble
2x20 kammer i elektroforesekar 1. 1x20 og 1x14 kammer i kar 2 og 2x14 kammer i kar 3
brukt.

Nar agarosen har nadd en temperatur pa 65°C er den klar til a bli overfart til gelkarene, der
den skal sta i ro til den stivner. Agarosegelen kan ta mellom 20-30 minutter pa a stivne
helt. PCR-brettene ble fjernett fra thermal cyclerene etter PCR-prosessen var ferdig.
Loading dye ble tilsatt hver av brgnnene, far de ble blandet, ved a bli sentrifugert i noen
minutter. Etter sentrifugeringen ble de brettene som ikke skulle brukes der og da,

oppbevart i kjgleskap til senere bruk.

Etter at gelen i gelkar har stivnet helt, fjernes teipen, far den overfares til
elektroforesekarene. 1XTAE buffer helles over i elektroforesekarene, helt til gelen dekkes.
Bufferen kan ogsa tilsettes far gelkar plasseres over i elektroforesekaret, men da er det
viktig & etterfylle slik at gelen blir dekket av buffer. Samme buffer kan benyttes flere
ganger far den ma byttes ut, men ikke mer en tre ganger. Store mengder TAE buffer ble
brukt til denne delen av oppgaven. 1x TAE buffer ble tillaget ved a fortynne 20 ml 50x
TAE-buffer med 980 ml destillert vann. Tillaging kan forenkles ved a tilsette 20 ml 50x
TAE-buffer til en kolbe som rommer en liter, for sa a etterfylle med destillert vann til det
nar 1L merket. For a blande kolben skikkelig kan det vaere lurt a stoppe fyllingen halveis,
og begynne a blande, for sa a fortsette fyllingen. Kammene kan na fjernes fra gelen ved a
dra dem rett oppover med jevn fart. Hvis dette blir gjort feil sa kan brgnnene bli

misformet, noe som medfgrer vanskeligheter med a fa prgvemateriale i dem.
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3 uL prgvemateriale fra PCR-brett tilsettes brannene i gelkaret, nar gelen er klar.
Prgvematerialet ble tilsatt fra venstre til hgyre i gelkaret. Gelkarene ble merket med V pa
venstre side og H pa hgyre side. Dette ble gjort for a enklere kunne idientifisere hvilke
praver som havnet i hvilken brann, i gelen. Spenningskilden ble koblet til positiv- og
negativ pol pa elektroforesekaret. Et elektrisk felt gir prevematerialet vandreegenskaper.
Spenningskilden settes pa 100 volt og den far std & ga i 45 minutter. Etter det har gatt 45
minutter, skrus spenningskilden av og ledningene frakobles elektroforesekaret. Lokket pa
elektroforesekaret kan ikke apnes fer de stremfarende ledningene har blitt frakoblet.

Nar spenningen har blitt slatt av og stremkilden har blitt koblet fra elektroforesekaret kan
gelen overfares til UV-kammeret. Der vil kameraet med UV-filter fange opp bilde av
DNA i gelen. Bestralingen lyser opp GelRed bundet til DNA. Bildene merkes systematisk,
slik en senere kan finne ut hvilke praver resultatene er hentet fra. Resultatene ble sa
studert, og positive prever ble notert. Prgver som har positivt funn av DNA fra Borrelia
Burgdorferi Sensu Lato kvalitetssikres ved at vandrelengden til DNA sammenliknes med
kontrollprgvene sin vandrelengde. Kontrollene bestar av DNA som har blitt isolert fra
dyrket reinkultur av Borrelia burgdorferi sensu lato. Blindprgven vil vise om prgvene har

blitt forurenset.
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4 Resultat

Vi fikk utdelt 8 oppbevaringsbrett med 96 brgnner hver. Det manglet flatt i noen av
brgnnene, og etter & ha gjennomgatt dem fant vi ut at det manglet til sammen 50 flatt.
Totalt hadde vi altsa 718 flatt som skulle undersgkes. Flattarten som har blitt samlet inn og
oppbevart er av typen; Ixodes Ricinus. Flesteparten av flatten som ble levert var nymfer,
med noen voksne.

Prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato ble undersgkt ved bruk med PCR og
visualisert ved hjelp av gelelektroforese. Av de totalt 718 prgvene som ble innhentet fikk
bare atte av preven positivt resultat for Borrelia burgdorferi sensu lato. Det er en
prosentvis andel pa 1.11% av totalt antall flatt.

Nedenfor (Figur 1) er det en skjematisk framstilling av resultatene fra PCR/Gel-

elektroforese.

Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt
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Figur 1. Oversikt over positive og negative prgver.
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Resultat

Positiv Negativ

Figur 2. Oversikt over hvor stor andel av prgver som fikk positiv eller negativ.

Diagrammet tar utgangspunkt i prosentvis andel av alle prgvene.
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Figur 3. Prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt for hvert av innsamlingsarene.
Vises i prosent.
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Tabell 1. Oversikt over positive og negative prgver for hver innhgsting.

Mars April Okt 12 | Feb/Mars | April Okt/Nov | Mars April

2012 2012 Feb 13 | 2013 2013 2013 2014 2014
Antall 95 91 96 90 95 66 96 96
Praver
Positive 1 0 1 0 1 2 0 3
Negative | 94 91 95 90 94 64 96 93
%-Positiv | 1.05 0 1.04 0 1.05 3.03 0 3.125
%- Negativ | 98.94 | 100 98.95 | 100 98.94 | 96.97 100 96.875

For Sommeren

Positiv Negativ

Figur 4. Prosentvis andel av positive praver far flattens hgysesong.

27




Etter sommeren

Positiv Negativ

Figur 5. Prosentvis andel av positive prgver etter sommeren.

Resultatene fra PCR ble fremstilt ved gelelektroforese. Til sammen ble det utfart 25
gelelektroforeser. Bildene ble tatt i UV-kammer, slik at UV-lyset skulle fa DNA til & lyse
opp. Noen av bildene var litt uklare, sa de matte redigeres for a fastsla hvilke av prevene
som var positive. Pa noen av bildene nedenfor kan det se ut som at negative resultater er
positive. Etter a ha radfart med veileder ble det avgjort hvilke av resultatene som var sanne
positive. Med sanne positive menes det at det ikke ligger tvil om at resultatene ikke er

negative.

Bildene av resultatene er tilgjengelige i vedlegg 1.

Bilde 25 (vedlegg 1) er restbrettet. Det bestar av prgvene som matte tas for seg selv for a fa
plass til kontrollene pa PCR-brettene. Brgnn 1 til 4; Mars 2012. Brann 5 til 8; April 2012.
Brgnn 9 til 12; Oktober 2012/ Februar 2013. Brgnn 13 til 16; Februar/Mars 2013. Brgnn
17 til 20; April 2013. Brgnn 21 til 24; Oktober/November 2013. Brgnn 25 til 28; Mars
2014. Brgnn 29 til 32; April 2014.
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5 Diskusjon

Det farste som ble undersgkt da resultatene fra gelelektroforesen hadde blitt vurdert var
om kontrollene ble godkjent. Kontrollene for B. Burgdorferi sensu stricto, B.garinii og
B.afzelii ble godkjent. I tillegg sa viste den negative kontrollen at det ikke var tegn til
forurensing. Resultatene som ble identifisert som positive kan aksepteres som sanne
positive, pa grunn av at vandrelengden har den samme signaturen som kontrollene. De
sanne positive har blitt presentert i Tabell 1. Figur 1 er en visuell fremstilling av
resultatene.

Av de atte brett vi fikk utlevert ser vi at bare to av dem inneholder flatt som ble samlet inn
pa hgsten. 6/8 av flatten har dermed blitt samlet in pa varen. Siden der er en mindre
populasjon som har blitt samlet inn for & representere prevalensen for hgstmanedene, sa vil
positive prgver i disse manedene utgjgre en starre prosentandel av resultatene. Pa grunn av
dette kan framstillingen av prevalensen i hgstmanedene (Figur 5) antas a vere falskt
forhgyet. Antall positive praver er dermed ikke representative for hgstmanedene.

Fra (Figur 1) kan det noteres at forekomsten av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt er i

stor grad ikke-eksisterende i manedene Februar/Mars.

Vi kan ikke vite om det positive resultatet fra brett; Februar 2012/Oktober 2013, stammer
fra en flatt som har blitt samlet pa hgsten eller varen. Ettersom det er sa fa totalt antall
positive praver, sa betyr en feilplassert positiv prave meget for den skjematiske
fremstillingen av resultatene. Dette gir usikkerhet i den statistiske fremstillingen av
resultatene for hgsten og varen, se Figur 4 og 5. Derfor har vi valgt & inkludere dette

positive resultatet til utformingen av bade Figur 4 og 5.

En tidligere studie viser en gjennomsnittlig prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato
hos vertssgkende Ixodes ricinus flatt pa 24,5% for nymfer og 26,9% for voksne.
Innsamlingen for denne studien ble gjort i skogomrader ved Farsund, Mandal, Sggne og
Tromgy. Innsamlingsperioden strakk seg utover manedene april, juni, august og oktober i
2007. “8 49 Resultatene fra denne studien viser at prevalensen av Borrelia burgdorferi
sensu lato er betraktelig hgyere i sommermanedene, enn manedene far og etter de som har

blitt nevnt ovenfor.
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| en annen studie ble det funnet en prevalens pa 14,8% i 2010, 18,7% i 2011 og 14,3% i
2012. Denne studien tok for seg vertssgkende Ixodes ricinus flatt som ble samlet inn ved
det samme innsamlingsstedet som der flatten brukt i denne oppgaven ble samlet inn.
Flatten som ble undersgkt i denne studien ble samlet inn mellom april og september.*
Resultatene fra denne studien viser at prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato kan
variere fra ar til ar. Det kommer ogsa frem fra den forrige studien som ble omtalt at der er
hayere prevalens for Borrelia burgdorferi sensu lato pa serlandet enn pa vestlandet. Begge
studiene viser altsa mye starre prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i vertssgkende
flatt enn den vi har pavist i denne oppgaven (Figur 2 og 3). Bakgrunnen for dette funnet er

at flatten som ble brukt i disse studiene, ble innhentet nzermere flattens hgysesong.

Ut ifra Figur 2 ser man at prevalensen for Borrelia burgdorferi sensu lato er veldig lav
over hele perioden der flatten ble innsamlet. Ut ifra Figur 3 ser man at prevalensen er
gkende fra 2012 til 2014. Arsaken kan vaere at vaeret har blitt mildere, som igjen kan fare
til at flatten er aktiv lenger og nymfene blir aktive tidligere. Tilgangen pa vertsdyr kan
ogsa ha blitt hgyere over denne perioden. Prevalensen som har blitt malt kan ogsa skyldes
en rekke tilfeldigheter og vil ikke ngdvendigvis veere representativt for fremtidige ar.
Hgysesongen der flatten trives er i sommermanedene, fra Mai til August. Alle prgvene
som ble studert i denne oppgaven ble samlet inn utenfor hgysesongen. En kan da regne
med a finne lavere prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatten. Den lave
prevalensen som er knyttet til manedene utenom hgysesongen kan skyldes at nymfene er
inaktive om vinteren og tidlig pa varen. > Nymfene er hovedansvarlige for overfgring av
patogene mikroorganismer til mennesker.>°3 Voksne flatt, i motsetning til nymfene, kan
fortsatt veere aktive om vinteren, dersom temperaturen er over 7 °C. ° P& grunn av at
vegetasjonen i stor grad ligger begravd under sngen, pa denne tiden av aret, vil muligheten
til sekende flatt minske radikalt for a finne en vert. Siden mennesker stort sett kler seg

bedre om vinteren, og gar mindre tur i skog og mark, minker sjansen for smitte betydelig.

B.garinii er en genospecies av Borrelia burgdorferi sensu lato som oftest har fugl og
gnagere som sine verter.>* Nar fuglene flyr til varmere klima for vintermanedene, blir ikke
B.garinii spredt til nye larver og nymfer, far fuglene kommer tilbake rundt vartider. De
kan derimot spre B.garinii til steder der der det normalt ikke finnes.>* Gnagerne blir ogsa
mindre aktive i de kalde ménedene, noen gar ogsa i dvale.>® Under vinterméanedene blir det

altsa feerre potensielle verter som flatten kan fa sitt blodmaltid fra, slik at mange av de der
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av mangel pa fade. En voksen flatt legger egg pa varen og de klekker senere pa sommeren.
Etter klekkingen finner larven sin farste vert som den fér sitt forste blodmaltid fra.® Hvis

verten er barer av patogener sa vil dette overfares til larven.

| omrader med en starre hjortebestand kan man regne med a finne et relativt hgyt antall
flattbarne sykdommer. Dette kan begrunnes med at en hjorten har en stor overflate som
flatten kan sette seg pa og hay kapasitet til blodoverfaring. Dermed vil voksne flatt legge
mange egg som igjen farer til mye flatt.5" Et stort antall flatt medfarer en hgyere
smitterisiko. Tidligere forskning viser at hjorten er en inkompetent smittebaerer for
Borrelia burgdorferi sensu lato.>°,%° En studie viser til at hjortedyrsera har en
komplementmediert borreliacidal effekt.>® Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt som sitter
pé hjortedyrene kan altsé bli eliminert av hjortedyret sitt immunsystem.*®,° En kan dermed
ogsa forvente lavere prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i omrader med en hgy

hjortebestand.®0 4°

En tidligere studie tok for seg flatt hentet inn fra grene til hjortedyr, iser radyr og elg.*°
Flatten benyttet i den studien ble samlet inn i oktober 2001-2003. Studien viser at
prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt som har blitt samlet inn fra
hjortedyrene er lavere enn hos vertssgkende flatt. Prevalensen er 2,9% i nymfer og 0% i
voksne som har blitt samlet inn fra radyr. For elg er prevalensen 4,4% i nymfer og 6% i
voksne. Hos vertssgkende flatt var prevalensen i nymfer 24,5% og i voksne 26,9% som ble
samlet inn i april, juni, august og oktober i 2007. * Dette underbygger pastanden om at
hjortedyrene er inkompetente smittebarere for Borrelia burgdorferi sensu lato.
Resultatene fra denne studien setter ogsa den komplementmedierte borreliacidale effekten
til hjortedyrsera i perspektiv, ettersom prevalensen for Borrelia burgdorferi sensu lato er

lavere i blodsugende flatt enn hos vertssgkende flatt.

Det var ikke mulig & undersgke genospecies til de positive prgvene, da det oppsto tekniske
problemer med qPCR maskinen. Varmeplaten der prgven varmes opp smeltet den optiske
plastfilmen som dekket PCR brettet. Teknisk personell ved hgyskolen besluttet at det ikke
var forsvarlig a bruke maskinen pa grunn av resterende plastrester og lim som var smeltet
fast pa varmeplaten. Dessverre tar det lang tid far det blir utfart service pa maskinen av
teknikere. Vi kom fram til at det ville ta for lang tid fer vi fikk resultatene fra gPCR til at

det ville gatt utover tidsfristen for innlevering av oppgaven Opprinnelig skulle denne
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oppgaven ogsa ta for seg prevalensen av Anaplasma phagocytophilum i flatt. P4 grunn av

problemene som oppstod med gPCR ble det ikke mulig & fa undersgkt noen prgver.

Det finnes fa studier som tar for seg prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato i flatt
utenfor flattens hgysesong i mai-august. Dette skyldes antageligvis at det er relativt
vanskelig a finne flatt utenfor hgysesongen. Spesielt vanskelig er det a finne studier som
har omtalt flatt hgstet inn fra samme omradet som flatten brukt i denne oppgaven. Det
kommer frem av en tidligere studie at der var hgyere prevalens av Borrelia burgdorferi
sensu lato i mai enn i august.®’ Med utgangspunkt i denne studien kan man altsa regne med
a finne hgyere prevalens tidlig pd sommeren enn pa sensommer. Siden nymfene star for
mesteparten av patogen smitte, kan det faktum at det er hgyere prevalens i mai veere
sammenhengende med at det er pa denne tiden nymfene blir aktive igjen etter vinteren.
Siden de fleste nymfene har funnet et blodmaltid, og er i ferd med 4 bli til voksne flatt blir

prevalensen lavere i august.

Den starste feilkilden i denne oppgaven er muligheten for krysskontaminering mellom de
forskjellige brennene. Krysskontaminering kan oppsta ved flere av trinnene i den praktiske
utfarelsen. For eksempel kan det etter pulverisering komme biter av flatten over i andre
brgnner nar gummitoppene fjernes for a tilsette reagenser. Det kan ogsa oppsta
krysskontaminering under pipettering.

Krysskontaminering kan utelukkes pa grunn av det lave antallet positive prgver. Langt

flere pragver ville blitt registrert som positive dersom krysskontaminering hadde oppstatt.

Nederst pa gelen vil man se en strek som lyser opp. Denne skyldes antageligvis at det har
blitt tilsatt mye primer. Siden primer inneholder nukleinsyrer vil disse bindes til Gelred
som lyser opp i UV-kammeret. Dette kan mistolkes som forurensning, men siden
vandrelengden ikke er tilsvarende signaturen til kontrollene kan denne antagelsen avfeies.
Halene man ser pa bildene skyldes annet DNA enn det som har blitt kopiert. Dette DNA
stammer fra andre kilder enn Borrelia burgdorferi sensu lato. Grunnen til at halene lyser

opp er pa grunn av at Gelred binder seg til dem.

Flatten som ble benyttet i dette forsgket var rester fra et tidligere forskningsprosjekt, i regi

av Ann-Kristin Tveten.
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6 Konklusjon

Det ble pavist positivt resultat ved atte av de 718 pravene som ble analysert i denne
oppgaven. Prevalensen av Borrelia burgdorferi sensu lato er pa 1,11%, noe som er mye
lavere enn resultater tidligere studier har kommet frem til. Arsaken til dette er at flatten er

mye mindre aktiv i de manedene hvor flatten i denne oppgaven ble samlet inn.

6.1 Forslag til videre forskning

Vi vil foresla a utfgre flere studier pa flatt hentet inn i tider utenfor hgysesongen mai il
august.

Om det er lav prevalens av Borrelia burgdorferi sensu lato i vertssgkende flatt i manedene
far hgysesongen, kunne det veert interessant & sammenligne med prevalens i hgysesongen

fra samme periode og sted.
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Vedlegg 1: Resultater

Bilde 1. Mars 2012 Kar 1. Ingen positive prgver.

Bilde 2. Mars 2012 Kar 2. Ingen positive prgver.
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Bilde 3. Mars 2012 Kar 3. Positiv pragve; brgnn 3 rad 2
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Bilde 4 April 2012 Kar 1. Ingen positive prgver.
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Bilde 5. April 2012 Kar 2. Ingen positive pragver.

Bilde 6. April 2012. Kar 3. Ingen positive praver.




Bilde 7. Oktober 2012/Februar 2013. Kar 1. Positiv prgve; Brgnn 1 Rad 2.
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Bilde 9. Oktober 2012/Februar 2013. Kar 3. Ingen positive pragver.

Bilde 10. Februar/Mars 2013. Kar 1. Ingen positive resultat.
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Bilde 11. Februar/Mars 2013. Kar 2. Ingen positive resultat.




Bilde 13. April 2013. Kar 1. Ingen positive praver.




Bilde 15. April 2013. Kar 3. Ingen positive praver.




Bilde 17. Oktober/November 2013. Kar 2. Ingen positive prgver.
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Bilde 19. Mars 2014. Kar 1. Ingen positive praver.
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Bilde 21. Mars 2014. Kar 3. Ingen positive praver.




Bilde 23. April 2014. Positive praver; Brgnn 14 Rad 2.




Bilde 25. Restbrett. Ingen positive praver.
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PROSEDYRE:

AKT 0003 DNA isolering fra Ixodes ricinus flatt

1 Formal

Hensikten med prosedyren er & standardisere og kvalitetssikre prosedyren for DNA isolering fra Ixodes
ricinus flatt

2 Omfang
Omfatter DNA isolering fra Ixodes ricinus flatt med DNeasy 96 well blood and tissue kit fra Qiagen

3 Bakgrunnsinformasjon

DNeasy (Qiagen):
Ferdig kit beregnet pa a isolere DNA. Baserer seg pa affiniteten nukleinsyrene far til en kolonne
membran ved tilsetting av ulike buffere. Nukleinsyrene felles fra membran etter flere rensetrinn
ved 4 tilsette 96% EtOH.

4 Utstyr og reagenser

DNeasy 96 Blood & Tissue Kit {4) {12)
Catalog no. 69581 69582
MHumber of preps 4x96 1294
DhMeasy 9& Plates 4 12
S-Blocks? 2 2
Collection Microtubes, 1.2 ml [rackad) 4294 12 226
Collection Microtube Caps 2x|120x 8} 5% (120 x8)
Efution Micretubas RS |racked) and caps 4x 95 12 x 94
AirPore Taps Shests 25 Ix25
Buffzr AL 84 ml 247 ml
Buffar ATL 80 ml 3 x B0 ml
Buffer AW 1 |concentrats) 28 ml 3x98ml
Buffer AW?2 |concentrate) 48 ml 3 x &8 ml
Buffar AE 2x110m! 500 ml
Proteinase K 2x7 ml S ml
Fa-WellFlare Register 4 12
Handbook 1 1

* Reuschle; see Azpardix B lnage 54) %or clearing inshuctizns.

! Cartainz a chootrogic salt, Mat corzatible wh disginfecsarss cantainirg bi=och, See pags 3 for safesy
infarmation.

Boifer AW and BuFer AWZ are suppfzd as corcentra®s. Add ethanol (#5-1007%) nccording %o the botil
label before 12a to obdain a weeking scfofon.

v Corsains sedivm azide os a preservasve.
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5 Analyseprinsipp
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6 Kbvalitetskontroll

Basic Qubit® Fluorometric Quantitation Protocol
1. Prepare dye Working Solution in a plastic tube.
a. Use 200 pL of buffer for every sample.
b. Use 1 pL of dye for every sample.
c. Mix by vortexing.

2. Aliquot 190 uL of Working Solution into two assay tubes for standards (three for the protein
assay).
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3. Add 10 pL of each Standard to an assay tube and mix by vortexing.
4. Aliquot 180-199 uL of Working Solution into assay tubes for samples.

a. The assays tolerate 1-20 uL of sample per tube.

b. The final volume in each tube after adding sample should be 200 uL.
5. Add 1-20 pL of each sample to an assay tube and mix by vortexing.

6. Incubate 2 minutes (15 minutes for the protein assay).

7. Read the results in the Qubit® 2.0 Fluorometer.

7 Prgvemateriale
Vasket Ixodes ricinus flatt fordelt pa 96 brgnnsbrett

8 Arbeidsbeskrivelse

Prosedyre for isolering av
DNA fra flatt

)W:rk 96 —well plate med nummer og angi pa

fglgekort hvor flatten stammer i fra og opphavet.

; "F. DA
) | T7Ce ULl
vertrg-pi-96 well
Tissuelyser i §x 5 min prb tt&f}f—’mﬁ o A AD )
sslyer i s minpriein“SEN R fugge . 3500 £PY
) o /! ' ; >

Pipetter 80FL buffer ATL og 20 uL protemase K 1O NMMuun
La sti i £80 min ved 56°C

O~5H0MmMin

Tissuelyser i 2x-5-min-pr-brett.

4~ . Cﬁ(“«’ (c&( [ LC/ r}n_ 28 \f[ 341# | {/,f.‘cm'yfu AV e

N

/
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' vortex.

"/'zTﬂsett 54500 uL AW1

; ,Sentrifuger 1 20 minutt ved 3500 rpm
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Tilsett 100 pL buffer AL’ (uten etanol), vortex og
inkuber ved 70 ° i 10 minutt.

Sa tilsett 230 pl etanol (96—-100%), og miks ved
\J

[ Overfgr s& denne lgsningen til kolonnen som Star ;J
pa samlebrett for sentrifugering.

7

Sentrifuger i 8 minutt ved 3500 rpm

Sentrifuger i 4 minutt ved 3500 rpm

Tilsett s& 500 uL AW2
P

Overf;zjr kolonner til brett for oppsamling av DNA,
Elution Microtubes RS

il

# Kolonne

) Tilsett s& 125 pL buffer AE, inkuber i
tomtemperatur i 1 minutt,

Sentrifuger i 4 minutt ved 3500 rpm

| Tilsett s& 50 uL buffer AE, inkuberi
| romtemperatur i 1 minutt,

Sentrifuger i 4 minutt ved 3500 rpm

.

9 Feilkilder
Pipettering feil

10 Resultatvurdering

Kvalitetsbekreftelse fra Qubit analyse eller qPCR resultat
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PROSEDYRE: L d

AKT 0002: DNA isolering fra dyrket reinkultur Borrelia

1 Formal

Hensikten med prosedyren er a

standardisere og kvalitetssikre DNA isolering fra dyrket reinkultur av
Borrelia '

2 Omfang
Prosedyrens gyldighetsomrade.

3 Bakgrunnsinformasjon

DNeasy (Qiagen):
Ferdig kit beregnet pa & isolere DNA. Baserer seg pa affiniteten nukleinsyrene far til en kolonne
membran ved tilsetting av ulike buffere. Nukleinsyrene felles fra membran etter flere rense trinn

ved 4 tilsette 96% EtOH.

4 Utstyr og reagenser

DNeasy Blood & Tissue Kit (50} (250)
Catalog no. 69504 69506
Number of preps 50 250
DNeasy Mini Spin Celumns [colerless)

in 2 ml Collection Tubss 50 250
Collection Tubes (2 ml) 100 300
Buffar ATL 10 ml 50 mil
Buffer ALY 12 ml 54 ml
Buffer AW 1 [concentrata)™! 19 ml 25 ml
Buffer AW?2 [concentrata)!! 13 ml &é il
Buffer AE 22 ml 2 x &0 ml
Proteinase K 1.25 ml & ml
Handbeook 1 1

* Conking a chocsops sall. Mot compatible with disinfaceng agents coatoning bleack. See poge 3 for
zafety irformation
tBofles AW and Bfer AW are spplad as oo

lcke! bafers vze 9 obto'n @ waeking salition,

reenirotes. AZT ethanal 4-1007%) azzoeding % His betile

' Conkains scdium azide os a preservotive.



KVAL'TETSSTYRING Dato Sist revidert
ABF

Utarbeidet av (sign) Godkjent av (sign) Gyldig fra
Ann-Kristin Tveten Ann- Kristin Tveten

Side
2av4

Rev. Nr. .

B

[ ]
&

HOGSKOLEN

ALESUND

S Analyseprinsipp

Drlacasys SliTek
Proceacdisra

Soampla

£
—1?' Lyrs=
1

Reomdy-tho—ursae DI

6 Kvalitetskontroll

Basic Qubit® Fluorometric Quantitation Protocol
1. Prepare dye Working Solution in a plastic tube.
a. Use 200 uL of buffer for every sample.
b. Use 1 pL of dye for every sample.
c. Mix by vortexing.

2. Aliquot 190 pL of Working Solution into two assay tubes for standards (three for the protein

assay).

3. Add 10 pL of each Standard to an assay tube and mix by vortexing.

4. Aliquot 180-199 nL of Working Solution into assay tubes for samples.

a. The assays tolerate 1-20 uL of sample per tube.

b. The final volume in each tube after adding sample should be 200 pL.

5. Add 1-20 uL of each sample to an assay tube and mix by vortexing.

6. Incubate 2 minutes (15 minutes for the protein assay).

7. Read the results in the Qubit® 2.0 Fluorometer.
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7 Prgvemateriale
Ren kultur dyrket etter protokoll AKT 0001.

8 Arbeidsbeskrivelse

Procedure

1. Harvest cells (maximum 2 x 109 cells) in a microcentrifuge tube by centrifuging for 10
min at 5000 x g (7500 rpm). Discard supernatant.

2. Resuspend bacterial pellet in 180 pl enzymatic lysis buffer.

3. Incubate for at least 30 min at 37°C.

After incubation, heat the heating block or water bath to 56°C if it is to be used

for the incubation in step 5.

4. Add 25 pl proteinase K and 200 pl Buffer AL (without ethanol). Mix by vortexing.
Note: Do not add proteinase K directly to Buffer AL.

Ensure that ethanol has not been added to Buffer AL (see “Buffer AL”, page 18).

Buffer AL can be purchased separately (see page 56 for ordering information).

5. Incubate at 56°C for 30 min.

Optional: If required, incubate at 95°C for 15 min to inactivate pathogens. Note

that incubation at 95°C can lead to some DNA degradation.
6. Add 200 pl ethanol (96—-100%) to the sample, and mix thoroughly by vortexing.

It is important that the sample and the ethanol are mixed thoroughly to yield a

homogeneous solution.

A white precipitate may form on addition of ethanol. It is essential to apply all of

~ the precipitate to the DNeasy Mini spin column. This precipitate does not interfere

with the DNeasy procedure.

7. Pipet the mixture from step 3 (including any precipitate) into the DNeasy Mini spin
column placed in a 2 ml collection tube (provided). Centrifuge at _6000 x g (8000 rpm) for 1
min. Discard flow-through and collection tube.*

8. Place the DNeasy Mini spin column in a new 2 ml collection tube (provided), add 500 ul
Buffer AW1, and centrifuge for 1 min at _6000 x g (8000 rpm). Discard flow-through and
collection tube.*

9. Place the DNeasy Mini spin column in a new 2 ml collection tube (provided), add 500 pl
Buffer AW2, and centrifuge for 3 min at 20,000 x g (14,000 rpm) to dry the DNeasy
membrane. Discard flow-through and collection tube.

It is important to dry the membrane of the DNeasy Mini spin column, since residual ethanol may
interfere with subsequent reactions. This centrifugation step ensures that no residual ethanol will
be carried over during the following elution.
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Following the centrifugation step, remove the DNeasy Mini spin column carefully so that the
column does not come into contact with the flow-through, since this will result in carryover of
ethanol. If carryover of ethanol occurs, empty the collection tube, then reuse it in another
centrifugation for 1 min at 20,000 x g (14,000 rpm).

10. Place the DNeasy Mini spin column in a clean 1.5 ml or 2 ml microcentrifuge tube (not
provided), and pipet 100 ul Buffer AE directly onto the DNeasy membrane.

Incubate at room temperature for 1 min, and then centrifuge for 1 min at _6000 x g (8000
rpm) to elute.

Elution with 100 pl (instead of 200 pl) increases the final DNA concentration in

the eluate, but also decreases the overall DNA yield

11. Pipet 100 pl Buffer AE directly onto the DNeasy membrane.

Incubate at room temperature for 1 min, and then centrifuge for 1 min at _6000 x g (8000
rpm) to elute.

This step leads to increased overall DNA yield.

A new microcentrifuge tube can be used for the second elution step to prevent

dilution of the first eluate. Alternatively, to combine the eluates, the microcentrifuge tube from step
7 can be reused for the second elution step.

Note: Do not elute more than 200 pl into a 1.5 ml microcentrifuge tube because

the DNeasy Mini spin column will come into contact with the eluate.

9 Feilkilder
Pipettering feil

10 Resultatvurdering

Kvalitets maling
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PROSEDYRE:

AKT 00xx PCR for pavisning av Borrelia burgdorferi s.l.

1 Formal

Hensikten med prosedyren er & standardisere og kvalitetssikre PCR for pavisning av Borrelia burgdorferi
s.L.

2 Omfang

Prosedyrens omfatter amplifisering av DNA isolat fra flatt til PCR for pavisning av Borrelia burgdorferi s.1.

3 Bakgrunnsinformasjon
Amplifisering av DNA fragmenter fra Borrelia burgdorferi s. 1.

Syklisk reaksjon som gjennomfgres i tre trinn:
Denaturering (95°C) — skiller DNA helix
Hybridisering (55 - 65°C) — Primer fester seg til DNA
Polymerisering (72°C) — DNA trad syntetiseres, optimal temperatur for Polymerase

I'tillegg kreves en denaturerings tid fgr syklusene startes for & aktivere enzym aktiviteten

4 Utstyr og reagenser
Utstyret som trengs for & utfgre prosedyren, samt alle reagenser som trengs for & gjennomfgre analysen.
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 -

40 cycles of 3 steps :

Step 1 :denmuralioé

1 minut 94 °C

Step 2 : annealing j
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !1!

2 minutes 72 °C
only dNTP's

(Andy Vienstraste 1994)

6 Kvalitetskontroll

Analysen kvalitetssikres gjennom bruk av positiv kontroll laget av DNA isolert fra dyrket Borrelia stamme.

7 Primer

gene (number*) Primer 5' to 3'

Primer name Product Length

nifS (BB0084)
Inner forward
Inner reverse
Outer forward

Outer reverse

seminested

same as outer forward
GTTGGAGCAAGCATTTTATG
ATGGATTTCAAACAAATAAAAAG
GATATTATTGAATTTCTTTTAAG

nifR719 719
nifF1

nifSR1049
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8 Arbeidsbeskrivelse

1. Regn ut og bland mastermiks til ___ antall prgver etter fglgende tabell:
Tabell for tillaging av mastermiks:

Komponent | Start Per Mastermiks (for Konsentrasjon i
konsentrasjon reaksjon | totalt antall prgver) | lgsning

Polymerase 2% 10uL 1x

VWR

Primer fwd 10uM 2l 1uM

()

Primer rwd 10uM 2uL 1uM

3°)

MgCl 25mM 0,8 uL 2,5mM

dH>0O nukleasefritt 3,2ul -

2. Fordel 18uL. mastermiks til hvert PCR rgr, mastermiksen holdes avkjglt ved & plassere stativet pa en
boks med is under pipettering.

3. Tilsett 2 uL. templat DNA til hvert rgr pa en qPCR plate. Husk & merke godt hvilket templat DNA som
tilsettes 1 hvert rgr. IKKE TIL NEGATIV KONTROLL.

4. Negativ kontroll skal kun bestd av mastermiks som en intern kontroll p4 at ikke mastermiksen har blitt
forurenset av DNA.

5. Vortex lett og spinn med pa plate- sentrifuge.

6. Analyseres med fglgende program:

Outer primers: l
Innledende dénaturering 95°C 10 minutter 1 syklus
Denaturering 05°C 20 sekunder |
Annealing - touchdown -55—48"_C 30 sekunder | | 1 sykluser
Elongation 722G 60 sekunder >
Denaturering 95°C 20 sekunder | )
Annealing 48°C 30 sekunder | | 20 sykluser
Elongation 72°C 60 sekunder >
Elongation 7250 10 minutter | 1| syklus
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Smeltepunktsanalyse

95°C - 50°C- 95°C

Inner primers:

Reaksjon

Temperatur

Tid

Antall sykluser

Innledende denaturering 95°C 10 minutter 1 syklus
Denaturering 95°C 30 sekunder
Annealing 56°C/54°C | 45 sekunder 45 sykluser
Elongation 72°C 60 sekunder
Elongation 72°C 10 minutter | 1 syklus

9 Feilkilder

Feil ved pipettering
Forurensing av mastermiks

10 Resultatvurdering

Resultatet vurderes ved & visualisere pa agarose gel, vurderes mot positiv kontroll prgve
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Steg Beskrivelse Utstyr
1 Bland mastermiks etter | Blandes i eppendorf- rgr:
prosedyre: — 41
e Polymerase ‘
e MgCI2 K /
e PrimerF ¥
e PrimerR Eller:
e ddH20
2 Fordele mastermiks i Fordeles pa PCR rgr (hivs man har fa prgver)
oppgitt mengde,
(normalt 8,5ul eller 13 4
uL) se prosedyre for Pl ¢
ngyaktig mengde
[ |
3 Tilsett templat DNA. DNA fra enten:

HUSK: kun 1 DNA prgve
pr. rgr.

DNA pipetteres ut fra
eppendorf- rgr eller
plate avhengig av
hvordan DNA er
ekstrahert.

1-2 uL DNA pipetteres
ut fra oppbevaringskilde
og over i PCR rgr eller
PCR plate som er tilsatt
mastermiks.

HUSK: Ingenting ma
forurense DNA, sa det
skal KUN pipetteres ut
fra DNA prgven.

Eller plate:




Lukk igjen lokk pa rgr
eller bruk strips til
dekke over platen.

Spinn ned og bland godt
mastermiks og DNA

Sett prgvene i PCR
maskin og programmer
i henhold til prosedyre.




DNA

Mastermiks

i

Pipetteres til enten:

PCR rgr

Eller PCR plate
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PROSEDYRE:

AKT 00015 Agarose gel farget med GelRedTM

1 Formal
Hensikten med prosedyren er a standardisere og kvalitetssikre deteksjon av PCR produkter med 2%
agarosegel farget med GelRed TM

2 Omfang
Prosedyren gjelder for PCR produkt amplifisert ved HiA PCR lab.

3 Bakgrunnsinformasjon

Biokjemisk teknikk som benytter elektriskfelt til & separere organiske molekyler, skille i hovedsak DNA
fragmenter pa stgrrelse

Det finnes to hovedtyper av gelmateriale som brukes ved separasjon av DNA: polyakrylamid og agarose.
Agarose er et polysakkarid som er isolert fra alger. For a skille store DNA-fragmenter brukes lav
konsentrasjon av agarose.

4 Utstyr og reagenser
Loading dye , | ,“ j o
Agarose pulver | 7 \LK o
1x TAE buffer ’D\\, '\ ONCL \¢ e w\wc e . (S
GelRed TM ,

Erlendmeyer kolbe
Termometer

5 Analyseprinsipp ’ ‘\g LU e
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6 Kvalitetskontroll

Positiv og negativ kontroll fra PCR analysen

7 Prgvemateriale
PCR produkt

8 Arbeidsbeskrivelse
1. Vei opp: 1,8g Agarose
2. Mal opp: 80 mL 1x TAE buffer

3. Blandes i en 500mL erlenmeyerkolbe

i ] :
4. Kokes ved fullstyrke i mikrobglgeovni 2 minutter (/\ '\X ﬂ/Q—Q/f\ €6 \x./\uf 3

5. Ta forsiktig ut > OBS!! Kan sprutkoke ved omrgring

6. Rgr forsiktig om og sjekk at all agarose er opplgst
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7. Tilsett 1,0 ulL GelRed! Rgr forsiktig om slik at fargestoffet fordeler seg likt i vaesken

8. Kigles ned t1165°C (Gl v Ml olonner ) EM -Veolbeae W"{f“ﬁ

9. Overfgr agarose til gelkar, sett i kammer og la stivne

10. Tilsett 1 ul loading dye (LD) il 3ul PCR prave.  (Thlseflen . Yol PO - )slwiL
11. 3 ul prgve tilsettes brgnnene (. Bwa\ewMi B‘jor\wf l[ | / LT ) ;

12. La std med spenning 45 min ved 100V

13. Overfgr fra elektroforesekar til UV lampe og ta bilde

9 Feilkilder Non WtwMe  Samnne

2 el
Skjev gel 5 5 S om (94,\ 6\4.\0\\0'}«
Feil buffer % rx AL -\Qu-.\(\u Q:‘ 6;&4/\ ]

Varierende spenning \ BV Lo S¢S
.

ek \w sb'\'bu' '

10 Resultatvurdering
1 2 3 4 5 6

VAR |

ladder positive negativ
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