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Forord 

Denne bacheloroppgaven ble gjennomført ved nasjonalt referanselaboratorium for MRSA ved 

avdeling for medisinsk mikrobiologi, St. Olavs hospital, i perioden 11. mars til 20. mai 2019. 

Bacheloroppgaven i bioingeniørfag, HBIO3001, er den avsluttende delen av 

bioingeniørutdanningen ved Institutt for bioingeniørfag, Fakultet for naturvitenskap, NTNU 

Trondheim. 

Vi ønsker å takke vår fagansvarlige veileder Ailin Hansen som har hjulpet oss med 
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overlege Hege Enger, prosessveileder Heidi Græsmann og bioingeniører ved 

referanselaboratoriet for MRSA for deres tid og veiledning. 
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Sammendrag 
MRSA er gule stafylokokker, Staphylococcus aureus, som har utviklet resistens mot nesten 

alle β-laktamantibiotika, og skyldes ervervelse av mecA- eller mecC-genet. Formålet med 

denne bacheloroppgaven var å etablere en TaqMan real-time PCR-metode for deteksjon av 

mecC hos MRSA. Dette var ønskelig blant annet fordi dagens metode med konvensjonell 

PCR er tidkrevende. I tillegg påviser ikke den nåværende metoden mecC-genet i ekstern 

kvalitetskontroll fra Quality Control for Molecular Diagnostics.   

Etableringen av real-time PCR for påvisning av mecC tok utgangspunkt i en tidligere publisert 

metode og ble optimalisert for bruk ved referanselaboratoriet. Metoden ble validert ved 

undersøkelse av sensitivitet, effektivitet og spesifisitet, både med og uten ROX som passiv 

referanse. I tillegg ble det undersøkt om metoden påviser mecC i den eksterne 

kvalitetskontrollen og om SYBR Green kan brukes som et alternativ til TaqMan.  

Den optimaliserte real-time PCR-metoden har høy sensitivitet (copy number/antall bakterier: 

27,8) og effektivitet (98,0 %). Real-time PCR-metoden viser god spesifisitet, da resultatene 

for alle de 52 bakterieisolatene i valideringspanelet samsvarer med konvensjonell PCR. Alle 

de 29 bakterieisolatene som fikk påvist mecC-genet ved real-time PCR var ved fenotypisk 

resistensbestemmelse resistente mot cefoxitin. Dette tyder på overensstemmelse mellom real-

time PCR og fenotypisk resistensbestemmelse med cefoxitin. Den optimaliserte real-time 

PCR-metoden påviser mecC-genet i ekstern kvalitetskontroll. Real-time PCR-metode med 

ROX gir en bedre baselinjebestemmelse enn tilsvarende metode uten ROX.  

Den optimaliserte real-time PCR-metoden er raskere å utføre enn den konvensjonelle PCR-

metoden, og viser høy sensitivitet, effektivitet og spesifisitet. Dagens konvensjonelle PCR-

metode for påvisning av mecC kan erstattes med TaqMan real-time PCR-metoden som er 

optimalisert i denne oppgaven.  
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Abstract 

MRSA is Staphylococcus aureus which has developed resistance to almost all β-lactam 

antibiotics, and this is due to the acquisition of the mecA or mecC gene. This bachelor thesis 

aims to establish a TaqMan real-time PCR method for the detection of mecC in MRSA. This 

is desirable because the current method of conventional PCR is time consuming. In addition, 

the current method does not detect the mecC gene in external quality control from Quality 

Control for Molecular Diagnostics. 

The establishment of real-time PCR method for mecC was based on a previously published 

method and was optimized for use at the reference laboratory. The optimized method was 

validated by examining sensitivity, efficiency and specificity, both with and without ROX as 

passive reference. In addition, it was examined whether the method detects mecC in the 

external quality control and whether SYBR Green can be used as an alternative to TaqMan. 

The optimized real-time PCR method has high sensitivity (copy number: 27,8) and efficiency 

(98,0%). The real-time PCR method shows good specificity, as the result for all 52 bacterial 

isolates in the validation panel correspond to conventional PCR. All of the 29 bacterial 

isolates found to be mecC positive by real-time PCR were resistant to cefoxitin by phenotypic 

resistance determination. This indicates consistency between real-time PCR and phenotypic 

resistance determination with cefoxitin. The optimized real-time PCR method detects the 

mecC gene in external quality control. Real-time PCR method with ROX is considered to 

provide better baseline determination than an equivalent method without ROX.  

The optimized real-time PCR method is faster to perform than the conventional PCR method, 

demonstrating high sensitivity, efficiency and specificity. The current conventional PCR 

method for detecting mecC can be replaced by the TaqMan real-time PCR method optimized 

in this thesis. 
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Forkortelser 

AMM: Avdeling for medisinsk mikrobiologi 

dNTP: Deoksynukleosid trifosfat  

dsDNA: Double stranded DNA, dobbelttrådet DNA 

EtBr: Etidiumbromid 

EUCAST: European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing  

FRET: Fluorescens resonans energi transfer 

MGW: Molecular grade water 

MH: Mueller Hinton  

MIC: Minimum inhibitory consentration, minste inhiberende konsentrasjon 

MRSA: Meticillinresistente Staphylococcus aureus 

MSSA: Meticillinsensitve S. aureus 

NordicAST: Nordic Comittee on Antimicrobial Sucseptibility Testing  

PBP: Penicillinbindende protein 

PCR: Polymerase chain reaction, polymerase kjedereaksjon  

PVL: Panton-Valentin leucocidin 

QCMD: Quality Control for Molecular Diagnostics  

RNase A: Ribonuclease A  

S. aureus: Staphylococcus aureus 

SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec 

Spa: Staphylococcus protein A-gen 

UNG: Uracil N-glykosylase 
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UV-lys: Ultrafiolett lys 
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1. Innledning 

1.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus (S. aureus), gule stafylokokker, kan være en del av normalfloraen i 

hud og slimhinner hos mennesker (1, s. 171). 20-30 % av befolkningen er permanente bærere 

av bakterien (2). S. aureus kan overleve lenge på overflater på grunn av peptidoglykan-laget 

og mangel på ytre membran. Bakterien smitter fra person til person via direkte kontakt eller 

ved eksponering for kontaminerte gjenstander som sengetøy eller klær (1, s. 170). De fleste 

som får stafylokokkinfeksjoner har enten nedsatt immunforsvar eller hudsår (3). 

Risikofaktorer for å få infeksjon med S. aureus er fremmedlegemer som proteser og kateter, 

kirurgi og bruk av antibiotika som undertrykker normalflora (1, s. 170). Luftsmitte, 

fjerndråpesmitte, med avstøtte hudceller kan forekomme (2).  

Bakterien kan ved produksjon av toksiner eller direkte invasjon og ødeleggelse av vev føre til 

en rekke infeksjoner, blant annet hud- og sårinfeksjoner, matforgiftning, nosokomial 

pneumoni, toksisk sjokk syndrom, endokarditt, osteomyelitt og bakteriemi (1, s. 175, 4). S. 

aureus har ulike overflateproteiner som er viktige virulensfaktorer fordi de adherer til vertens 

vev (1, s. 172).  

1.2 MRSA og resistens mot β-laktamantibiotika 

Penicillin ble oppdaget i 1928, og allerede kort tid etter at antibiotikumet ble tatt i bruk i 

pasientbehandling ble det oppdaget resistensutvikling mot dette antibiotikumet (5). β-

laktamasene er en viktig årsak til resistens mot penicilliner, ved at β-laktamase hydrolyserer 

β-laktamringen i β-laktamantibiotika (1, s. 181).  

Det ble senere utviklet semisyntetiske penicilliner, blant annet meticillin, som ikke lar seg 

hydrolysere av β-laktamase (1, s. 181).. Meticillinresistens ble påvist tidlig på 1960-tallet, kun 

noen år etter introduksjon av dette β-laktamantibiotikumet i pasientbehandling (4). 

β-laktamantibiotika virker ved å hemme celleveggsyntese. Penicillin, cefalosporiner, 

karbapenemer og monobaktamer, som er ulike β-laktamantibiotika, vil kunne bindes til 

penicillin-bindende proteiner (PBP) i bakteriers cellevegg. Som en følge av dette vil 

transpeptidase hemmes, noe som hindrer tverrbinding av peptidoglykan. Dette fører til 

aktivering av autolysiner som bryter ned celleveggen og medfører bakteriedød (1, s. 162). 
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Meticillinresistente Staphylococcus aureus (MRSA) er resistente mot nesten alle β-

laktamantibiotika (1, s. 182), og skyldes ervervelse av mecA- eller mecC-genet som koder for 

et alternativt PBP, henholdsvis PBP2a og PBP2c. Disse nye proteinene, PBP2a og PBP2c, er 

enzymatisk aktive og vil kunne brukes til å bygge peptidoglykanlaget i celleveggen, men har 

lavere affinitet mot β-laktamantibiotika (1, s. 169). Dette er vist i figur 1, hvor de grå klossene 

forestiller PBP. mecA- og mecC-genene er lokalisert i kromosomkassetten Staphylococcal 

Cassette Chromosome mec (SCCmec). SCCmec er et mobilt genetisk element som det finnes 

11 typer av (6).  

 

Figur 1: Hvordan mecA- eller mecC, som koder for et alternativt PBP, medfører resistens mot 

nesten alle β-laktamantibiotika.1  

mecA-homologen mecC, tidligere kalt mecALGA251, ble for første gang beskrevet hos MRSA i 

2011. mecC ble først funnet i stammer av S. aureus fra storfe. I ettertid ble genet funnet fra 

samme eller nært beslektede MRSA-stamme hos mennesker (6). MRSA som etablerer seg lett 

hos dyr kalles dyreassosiert MRSA. Som alle andre MRSA-varianter, kan også dyreassosiert  

MRSA smitte mellom mennesker og dyr (7).  

1.3 Behandling av MRSA  

MRSA kan gi de samme infeksjonene som meticillinsensitive S. aureus (MSSA), og kan på 

samme måte som MSSA forekomme som en asymptomatisk bærertilstand. Bakterienes 

patogenitet, virulens og spredningsevne kan variere blant både ulike MSSA- og MRSA-

stammer (2). Forskjellen mellom infeksjoner med MSSA og MRSA er at resistens mot β-

laktamantibiotika krever behandling med spesielle typer antibiotika. Medikamentene som kan 

                                                

1 Figur hentet fra: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/c8/MecA_Resistance.svg  
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behandle MRSA har flere og mer alvorlige bivirkninger enn β-laktamantibiotika for både 

pasienter og miljøet (8). Behandling av MRSA er mindre effektiv og mer kostbar enn 

behandling av MSSA. Ved behandling av MRSA må man i tillegg benytte mer bredspektret 

antibiotika, noe som også kan bidra økt til resistensutvikling (3).  

1.4 Forebyggende tiltak mot MRSA i Norge  

Riktig bruk av antibiotika er det viktigste tiltaket for å få andelen av MRSA-infeksjoner så lav 

som mulig i befolkningen, men for å forhindre spredning av MRSA i norsk helsetjeneste er 

det også viktig å teste enkelte pasientgrupper og ansatte i helsetjenesten for MRSA (9). I 

motsetning til i de fleste andre land i Europa og USA, skyldes kun < 1 % av 

stafylokokkinfeksjoner i Norge MRSA (10). Alle som skal legges inn som pasient eller 

arbeide ved sykehus eller sykehjem i Norge, og som tidligere har fått påvist MRSA, hatt nær 

kontakt med MRSA-positive eller i løpet av de 12 siste månedene har vært utenfor Norden og 

der har vært innlagt ved helseinstitusjon, fått omfattende undersøkelse eller behandling i en 

helsetjeneste, jobbet som helsearbeider eller oppholdt seg i barnehjem eller flyktningeleir, 

testes for MRSA (11). Ved sykehus isoleres MRSA-pasienter for å unngå at MRSA skal 

kunne etablere seg i sykehusmiljøet. Av samme årsak saneres bærerskap hos ansatte og 

pasienter/beboere/brukere ved sykehus, sykehjem og hjemmesykepleie (12). 

1.5 Nasjonalt referanselaboratorium for MRSA 

Nasjonalt referanselaboratorium for MRSA ble etablert ved avdeling for medisinsk 

mikrobiologi (AMM) på St. Olavs hospital i 2005. Referanselaboratoriet har mottatt tilnærmet 

alle MRSA-isolater i Norge etter 2007. Isolatene sendes til referanselaboratoriet sammen med 

resultater fra resistensbestemmelse og rekvisisjon med kliniske opplysninger. 

Referanselaboratoriet konfirmerer MRSA ved samtidig påvisning av mecA/mecC og spa-

genet, og undersøker tilstedeværelse av Panton-Valentin leukocidin-genet (PVL) (8). spa-

typing baseres på sekvenseringsanalyse av deler av et gen i x-regionen på Staphylococcus 

protein A-genet (spa). PVL er et cytotoxin som brukes som epidemiologisk markør, og 

tilstedeværelse av genet er assosiert med økt virulens (13). Referanselaboratoriet bidrar i 

kartlegging av forekomst og utbredelse av MRSA. Utvalgte stammer genotypes (spa-typing) 

og helgenomsekvenseres for utbruddsoppklaring, smittesporing og epidemiologisk 

overvåkning. Alle mottatte stammer lagres ved i en stammebank for eventuell senere 

karakterisering (Vedlegg 1, 8).   
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1.6 Hensikten med oppgaven 

Cefoxitin lappediffusjon benyttes ofte for påvisning av MRSA, ettersom det er tilnærmet 100 

% samsvar mellom fenotypisk resistens for cefoxitin og tilstedeværelse av mecA eller mecC 

(2). Tilstedeværelse av mecA eller mecC benyttes som konfirmasjon av MRSA (1, s. 182). 

mecC har 70 % likhet med mecA i nukleotidsekvens, og vil dermed ikke påvises med PCR for 

mecA (Vedlegg 2). Utilstrekkelig testing kan dermed føre til at mecC feilaktig identifiseres 

som MSSA (6). mecC påvises med PCR spesifikk for mecC.  

Denne oppgaven har som hensikt å etablere en TaqMan real-time PCR for påvisning av 

mecC-genet hos MRSA. Referanselaboratorium for MRSA benytter i dag en konvensjonell 

PCR til å påvise mecC. Denne metoden krever at det blir utført PCR med to ulike primersett i 

to separate oppsett. Dersom denne metoden erstattes med en metode som kun benytter ett 

primersett, vil arbeidet med pipettering i forkant av selve PCR-reaksjonen halveres. Ved 

dagens konvensjonelle metode må PCR-produkt påvises med gelelektroforese. Konvensjonell 

PCR er altså mer arbeidskrevende og tidkrevende enn en eventuell real-time PCR ville vært. 

En annen årsak til å etablere en ny metode er at konvensjonell PCR ikke klarer å påvise mecC 

i ekstern kvalitetskontroll fra Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD). Siden 

kvalitetskontrollen blir falsk negativ kan en ikke utelukke at også bakteriestammer fra 

pasienter blir falsk negative. 

Hovedmålet med oppgaven er å etablere en TaqMan real-time PCR for deteksjon av mecC på 

Quanstudio 5.  
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2. Materiale og metode 

I denne oppgaven ble 52 bakterieisolat fra stammebanken ved nasjonalt referanselaboratorium 

for MRSA benyttet i valideringen av TaqMan real-time PCR-metoden. Bakterieisolatene ble 

sådd ut på blodagar, og inkubert ved 35±2°C i vanlig atmosfære i 18 timer.  

2.1 Fenotypisk resistensbestemmelse  

Resistensbestemmelse benyttes for å undersøke om bakterier er sensitive, intermediært 

følsomme eller resistente mot aktuelle antibiotika, og utføres rutinemessig ved hjelp av 

agardiffusjonsmetoden. 

Prinsippet for agardiffusjonsmetoden går ut på at bakterier spres utover en Mueller Hinton 

(MH)-agarskål, før antibiotikatabletter plasseres på agarskålen. Antibiotikatablettene er tynne 

papirlapper med kjent konsentrasjon av et gitt antibiotikum. Antibiotikumet diffunderer ut i 

mediet, og det oppstår en gradient med avtagende konsentrasjon fra tabletten og utover. 

Dersom antibiotikumet hemmer vekst av bakterien, vil det observeres en bakteriefri sone 

rundt tabletten. I en gitt avstand fra tabletten blir konsentrasjonen så lav at bakterien ikke 

lenger hemmes. European Committee on Antimicrobal Susceptibility Testing (EUCAST) har 

lagd en standardisert lappediffusjonsmetode for Europa. Nordic Comittee on Antimicrobial 

Sucseptibility Testing (NordicAST) har utviklet tilsvarende retningslinjer for Norden. En 

standardisert metode gjør at resultater mellom ulike laboratorier og ulike land kan 

sammenlignes. For å oppnå mest mulig riktig resultat er faktorer som agarens tykkelse, 

bakterietype og inokulatets tetthet viktige (Vedlegg 3).  

Det ble utført fenotypisk resistensbestemmelse med agardiffusjonsmetode, antibiotikatabletter 

og minimum inhibitory concentration, minste inhiberende konsentrasjon, (MIC)-tester på de 

29 bakteriestammene i valideringspanelet som referanselaboratoriet tidligere har påvist mecC 

hos, en mecC-negativ stamme og kontroll CCUG 15915.  

1. Bakteriestammer ble plukket opp fra blodagar med renkultur og slemmet opp i sterilt 

0,85 % saltvann til tettheten ble 0,5 McFarland. Suspensjonen ble homogenisert ved 

blanding. Tettheten ble målt med et densitometer (Montebello Diagnostics, Norge). 

2. Til resistensbestemmelse av Staphylococcus species benyttes MH-agar. En 

bomullspensel ble dyppet ned i bakterieløsningen og deretter dratt tvers over skåla. 

Deretter ble skåla plassert på en inokulator/rotator (Montebello Diagnostics, Norge), 
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mens penselen ble dratt fra kanten til midten på agarskåla. Dette resulterte i en lang og 

sammenhengende spiral på agaren, noe som tilsier en jevn fordeling av bakterien. 

Dette trinnet ble gjort innen 15 minutter etter trinn 1.  

3. Antibiotikatabletter og MIC-stips ble lagt på inokulert agarskål innen 15 minutter. 

Tablettene ble lagt på med dispensere (Oxoid by Thermo Fisher Scientific, England). 

Bakteriestammene ble testet mot 12 antibiotika. Fordeling av antibiotikalapper i 

dispensere er vist i vedlegg 1. Det ble i tillegg satt opp MIC-test for cefoxitin og 

oxacillin på alle stammene.  

4. Skålene ble innen 15 minutter inkubert ved 35±1ºC i 18±2 timer i vanlig atmosfære. 

5. Hemmingsonenes diameter ble vurdert mot sonegrenser utarbeidet av EUCAST (14).   

2.2 Automatisk ekstraksjon av bakterielt DNA 

EZ1 Advanced XL (Qiagen, Tyskland) er et ekstraksjonsinstrument som utfører automatisert 

ekstrahering av bakterielt DNA. Dette instrumentet gir DNA-produkt av god kvalitet med god 

holdbarhet i forhold til kokelysering. UV-lampen minimaliserer risikoen for kontaminering av 

overflaten i instrumentet, og slik unngås carryover fra ekstraksjon til ekstraksjon (15). 

Instrumentet baseres på prinsippet om at DNA bindes til magnetiske partikler dekket med 

silika i nærvær av kaotropisk salt. En magnet binder til seg de magnetiske partiklene, og vil 

dermed kunne flytte DNA mellom ulike brønner med forskjellige vaskeløsninger. Etter endt 

vaskeprosess er ubundet materiale fjernet, og DNA overføres til egne eluatrør (Vedlegg 4).  

Før ekstrahering på EZ1 frigjøres DNA fra bakteriene ved tilsetting av et lyseringsreagens 

(16). Tabell 1 viser hvilken buffer og hvilke enzym som ble brukt til å lysere bakteriene. DNA 

fra mecA- (CCUG 60578) og mecC-kontrollstamme (NCTC 13552) ble ekstrahert ved hjelp 

av dette lyseringstrinnet og EZ1 med DNA tissue kit.  

Tabell 1: Tillaging av lyseringsreagens for frigjøring av bakterielt DNA. 

Reagens Volum (µL) 

Tris- og EDTA-buffer (TE-

buffer) (in house)                        

200  

Proteinase K (Qiagen, 

Tyskland) 

20 
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Lysostaphin (Qiagen, 

Tyskland) 

10  

 

1. Prøverørene (EZ1 DNA Tissue kit) ble tilsatt TE-buffer, Proteinase K og Lysostaphin 

som vist i tabell 2.1.1. Grunnet prosedyreendring under prosjektperioden, ble en 

lyseringsmiks bestående av G2-buffer (180 µl) og lysostaphin (10 µl) benyttet for 

ekstraksjon av mecC-kontrollstammen (NCTC 13552) for bestemmelse av sensitivitet 

og effektivitet for metoden med ROX.  

2. En 10-3-øse med bakteriekolonier fra blodagar ble slemmet oppi løsningen. 

3. Bakteriesuspensjonene ble inkubert på varmeblokk Thermomixer comfort (Eppendorf, 

Tyskland) med 37ºC i 15 minutter med risting for å aktivere enzymene, og deretter 

ved 65ºC i 15 minutter med risting for å denaturere enzymene. Ved bruk av 

lyseringsmiks inneholdende G2-buffer, ble bakteriesuspensjonene inkubert i 37ºC i 30 

minutter med risting. 

4. Bakterielysatene ble avkjølt til romtemperatur. 

5. Bakterielysatene ble tilsatt ribonuclease A (RNase A) (4 µL) for å denaturere eventuell 

frigjort RNA.  

6. EZ1 ble deretter benyttet for automatisert ekstraksjon av DNA. Ferdig eluat ble 

overført til elueringsrør av instrumentet.  

2.3 Kokelysering  

Det ble benyttet kokelysering for frigjøring av DNA fra stammene i valideringspanelet, da det 

er denne metoden som brukes i rutineanalysene hos MRSA referanselaboratorium. 

1. MGW (200 µL) ble tilsatt i et 1,5 ml eppendorfrør. 

2. 3-4 kolonier fra renspredning ble ristet i røret. 

3. Rørene ble satt på varmeblokk Thermomixer comfort (Eppendorf, Tyskland) med 

risting (300 rpm) på 95ºC i 15 minutter. 

4. Rørene ble sentrifugert ved 14 500 rpm i 2 minutter. 

5. 100 µL av supernatanten ble overført til 0,5 ml mikrorør. 

2.4 PCR for påvisning av mecC 

Polymerase chain reaction, polymerase kjedereaksjon (PCR), omfatter prinsipper som DNA-

syntese og -replikasjon (17, kap. 1). PCR baseres på tre trinn hvor samme reaksjonssekvens 
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gjentas flere ganger, som vist i figur 2. PCR kombinert med gelelektroforese omtales heretter 

som konvensjonell PCR.  

 

Figur 2: De tre trinnene en PCR-reaksjon baseres på.2  

• Trinn 1 i syklusen er denaturering av double stranded DNA, dobbelttrådet DNA, 

(dsDNA) ved høy temperatur på rundt 95ºC.  

• Deretter senkes temperaturen slik at de to primerne, revers og forward, kan hybridisere 

til komplementære DNA-templat. Dette trinnet foregår vanligvis ved 50-65ºC. 

Temperaturen er avhengig av smeltepunktet til primerene, som igjen er avhengig av 

sammensetning av basene.  

• Under trinn 3 foregår polymeriseringen, og dette skjer ved 72ºC. Dette er 

optimumstemperaturen for effektiv DNA-syntese ved hjelp av det termostabile 

enzymet DNA-polymerasen (17, kap. 2). DNA-polymerasen er avhengig av 

                                                

2 Figur hentet fra: https://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html  
15.05.19  
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deoksynukleosid trifosfat (dNTP) for å syntetisere DNA. For nyere real-time PCR-

metoder som denne bacheloroppgaven tar for seg, er trinn 2 og trinn 3 slått sammen. 

Siden DNA-polymerasen er aktiv i temperaturer mellom 55-70ºC, som også er 

annealing-temperatur for primere, har det vist seg å være hensiktsmessig å slå sammen 

trinn 2 og trinn 3. Dermed vil en nyere real-time PCR som baserer seg på to steg, og 

ikke de tradisjonelle tre stegene, ha en kortere analysetid (18). 

 

Teoretisk er det en dobling av kopier hver PCR-syklus. Prosessen er sjeldent 100 % effektiv, 

og dermed kreves det 25-40 sykluser, avhengig av startkonsentrasjon, renhet og om 

betingelsene er optimaliserte, for å få dannet nok produkt (17, kap. 1).  

Ved konvensjonell PCR påvises PCR-produkt ved gelelektroforese. Gelelektroforese kan 

separere DNA-fragmenter produsert under PCR, på bakgrunn av ulik størrelse. Gelene brukt i 

bacheloroppgaven inneholder etidiumbromid (EtBr), som er en aromatisk forbindelse med 

tilnærmet lik størrelse som et DNA-basepar. EtBr interkalerer baseparene i DNA-tråden (17, 

kap. 5). Agarosegelen påføres spenning fra en spenningskilde. DNA-fragmenter har ulik 

vandringshastighet, basert på fragmentenes størrelse, spenning, gel-tykkelse og bufferens pH. 

Det påsettes også en DNA-størrelsesmarkør på gelen, en «ladder». Ladderen inneholder 

kjente DNA-størrelsesfragmenter, og benyttes for å bestemme størrelsen på DNA-fragmenter 

i gelen. Bestråling med ultrafiolett lys (UV-lys) synliggjøres eventuelle DNA-fragment som 

bånd i gelen (17, kap. 5).  

Nukleotidsekvensene til primerene brukt i konvensjonell PCR er fremstilt i tabell 2. Til 

påvisning av mecC ved konvensjonell PCR ble det brukt to primersett. Primersett I påviser 

både mecA og mecC, mens primersett II består av spesifikke primere for mecC. Et godkjent 

oppsett har positiv mecA- og mecC-kontroll med primersett I, og positiv mecC-kontroll med 

primersett II, samt at negative kontroller skal være negative.  

Tabell 2: Nukleotidsekvensene til primerene brukt i konvensjonell PCR (Vedlegg 2). 

Primersett ID Sekvens 5´til 3´ 

I Forward primer: 

mecCI-f 

TCACCAGGTTCAAC[Y]CAAAA 

Revers primer: 

mecCI-r 

CCTGAATC[W]GCTAATAATATTTC 
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II Forward primer: 

mecCII-f 

GAAAAAAAGGCTTAGAACGCCTC 

Revers primer: 

mecCII-r 

GAAGATCTTTTCCGTTTTCAGC 

 

Det ble utført konvensjonell PCR etterfulgt av gelelektroforese på alle 52 bakterielysatene i 

valideringspanelet. Til hver analyse ble det i tillegg analysert negativ kontroll (MGW), positiv 

mecA-kontroll (CCUG 60578) og positiv mecC-kontroll (NCTC 13552). Det ble lagd 1:100-

fortynning av DNA-eluat fra mecA- og mecC-kontroll ved hjelp av tifoldsfortynning. 

Tillaging av reaksjonsmiks er fremstilt i tabell 3. Det ble lagd en reaksjonsmiks for primersett 

I og en reaksjonsmiks for primersett II.  

Tabell 3: Tillaging av reaksjonsmiks til 1 prøve på konvensjonell PCR. 

Reagens Volum (µL) 

MGW 3 

Amplitaq Gold Fast M. Mix 5 

Primer Forward (10 µL) 0,5 

Primer Revers (10 µL) 0,5 

 

1. Reaksjonsmiks ble pipettert i PCR-brett (Applied Biosystems by Thermo Fisher 

Scientific, USA). 

2. DNA-eluat/lysat (1 µL) ble pipettert i PCR-brett.  

3. PCR-brettet ble plassert i PCR-instrumentet Veriti 96 Fast Thermal Cycler (Applied 

Biosystems by Thermo Fisher Scientific, USA) og satt på programmet «Fast mecA spa 

PVL». Programmet er beskrevet i tabell 4. 

Tabell 4: PCR-program «Fast mecA spa PVL». 

PCR-betingelser Temperatur Tid Antall sykluser  

Initiell denaturering 95°C 10 minutter  

 

25 

Denaturering 96°C 5 sekunder 

Annealing 55°C 5 sekunder 

DNA-syntese 68°C 25 sekunder 
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Polymerisering 72°C 10 sekunder 

Hold 10°C 

 

Etter endt PCR-reaksjon på Veriti 96 Fast Thermal Cycler ble PCR-produktet påvist ved 

gelelektroforese.  

4. Det ble pipettert sterilt vann (Aqua) (12µl i gel med 48 brønner, og 15 µL i gel med 12 

brønner) og PCR-produkt/ladder (5 µL) over i brønner.   

5. Umiddelbart etter tilsettingen ble agarosegelen satt på strømkilden E-base (Invitrogen 

by Thermo Fisher Scientific, USA) i 20 minutter.  

6. Bånd i agarosegelen ble visualisert med UV-lys på Gel Doc 2000 (Bio-Rad, USA). 

Det ble tatt bilde av gelen med instrumentet.  

2.5 Real-time PCR med TaqMan probe 

Real-time PCR vil, i motsetning til konvensjonell PCR, måle PCR-produkt etter hver syklus. 

Mengden PCR-produkt måles ved hjelp av et fluorescenssignal, som produseres av en probe. 

Fluorescenssignalet er proporsjonalt til antall amplifiserte PCR-produkt. I denne oppgaven ble 

det benyttet en TaqMan probe. TaqMan proben har en fluorescerende 5´reporter, som er 

kovalent bundet til en quencher i 3´ende. I denne oppgaven ble FAM benyttet som reporter og 

BHQ1 som quencher. Så lenge TaqMan proben er intakt, enten fritt i løsning eller hybridisert 

til templattråden, vil quencheren absorbere fluorescensen fra reporteren. Dette fenomenet 

kalles fluorescens resonans energi transfer (FRET). FRET innebærer at energien fra emisjon 

produsert av reporteren overføres fra en høyere energitilstand til en lavere energitilstand, 

grunnet nærhet til quencheren. Så snart avstanden mellom de to øker og DNA-polymerasen 

etter hvert kløyver den kovalente bindingen mellom reporter og quencher, vil 5´-FAM-

reporter produsere økt fluorescens, og gir et fluorescenssignal proporsjonalt med antallet 

amplikon som er produsert. Taq-polymerase er varmestabil og denatureres ikke ved 95ºC (17, 

kap. 9).  

En annen deteksjonsmulighet i real-time PCR er fluorescensforbindelsen SYBR Green. Denne 

fluorescensforbindelsen bindes kun til dobbelttrådet DNA, og kan derfor brukes til å vurdere 

produksjonen av dobbelttrådete amplikon-produkter. SYBR Green bundet til DNA gir mye 

kraftigere fluorescenssignal, enn SYBR Green fritt i løsning. Fluorescensforbindelsen er ikke 

spesifikk for en nukleotidsekvens, men vil bindes til ethvert dobbelttrådet DNA. Siden SYBR 
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Green bindes til både målsekvens og ikke-målsekvens, er det nødvendig med en 

smeltepunktsanalyse. Dette gjøres for å utelukke produksjon av eventuelle uspesifikke PCR-

produkt. Smeltepunktsanalysen er i tillegg nødvendig for å være sikker på at det detekteres 

korrekt produkt (17, kap. 9).  

I real-time PCR-analyser i denne oppgaven ble det benyttet Perfecta Quanta bio Custom 

Multiplex Mastermix enzyme, som inneholder enzymet uracil N-glykosylase (UNG). PCR-

produkter fra foregående PCR-analyser kan ofte være en kilde til kontaminasjon. dTTP vil i 

Multiplex Mastermix erstattes med dUTP, og når enzymet UNG aktiveres ved 45°C, vil 

enzymet fjerne uracil som er inkorporert i ethvert kontamineringsmolekyl og etterlate et åpent 

sete. Aktiveringstrinnet av DNA-polymerasen inaktiverer UNG-enzymet, og 

kontamineringsmolekyler ødelegges ved hydrolysering av fosfatgruppen festet til baksiden av 

det åpne base-setet. Under gjentakende sykluser vil kun målsekvensen amplifiseres, og ikke 

kontaminasjonsmolekyler fra tidligere reaksjoner. Dette trinnet er viktig i et diagnostisk 

laboratorium hvor det utføres rutine-amplifikasjon av identiske produkter. UNG 

minimaliserer risikoen for krysskontaminasjon og falske positive svar (17, 14, kap. 4).  

ROX er et fluorescerende molekyl, og fungerer som en passiv bakgrunnsfarge. 

Fluorescensmolekylet deltar ikke aktivt i PCR-reaksjonen, og fluorescensnivået endres ikke 

som et direkte resultat av amplifikasjonen underveis i real-time PCR reaksjonen. I et real-time 

PCR-system kan det være brønn-til-brønn-variasjoner, og dermed variasjoner i deteksjonen av 

signal. Slike variasjoner kan være ujevn bestråling, små variasjoner i optikken mellom 

brønnene, ulik grad av kondensering og pipetteringsfeil. Slik fungerer ROX som en intern 

referanse, ved at den stabiliserer svingninger i fluorescenssignalet under real-time PCR 

analyser. I tillegg bidrar ROX til at resultatene blir mer presise, ved at manuelle justeringer av 

baselinjen minimaliseres (18).  

I denne oppgaven ble hovedsakelig instrumentets automatiske innstillinger for baselinjen 

benyttet. Baselinjen defineres som PCR-sykluser hvor reporterens fluorescenssignal 

akkumuleres, men fremdeles er under grensen for deteksjon av instrumentet. Terskelverdien 

fungerer som en grense mellom bakgrunnsstøy og amplifikasjonssignal. Den beregnes 

automatisk av instrumentet, men kan justeres manuelt dersom dette er nødvendig eller 

ønskelig. Cycle Treshold, syklus terskelverdi, (CT)-verdien indikerer antall sykluser som 

trengs for å krysse terskelverdien. Det er altså ved CT-verdien at er det amplifisert nok PCR-

produkt til å gi et signifikant fluorescenssignal over baselinjen  (17, kap. 2 og 9).   
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En teoretisk optimal PCR-kurve har tre faser, som illustrert i figur 3. Første fase omtales som 

initieringsfasen, og i denne fasen vil primerne forsøke å finne de komplementære sekvensene. 

Den neste fasen kalles den eksponentielle fasen, og omfatter en eksponentiell amplifikasjon 

av målgenet. Etter hvert som reaksjonen fremskrider vil DNA-polymerase være mindre 

effektiv, og det vil være mer PCR-produkt, enn tilgjengelige polymerase. Dermed vil ikke 

reaksjonen lenger ha en eksponentiell amplifikasjon, men oppnå en platå-effekt. Dette platå-

området er av liten interesse ved beregning av effektivitet, da det er det lineære området som 

antas å ha en teoretisk amplifikasjonsdobling av produkt. Disse tre fasene gir en sigmoid 

kurveform, som ansees å være en optimal PCR-kurve (17, kap. 2 og 9).  

 

Figur 3: Et eksempel på en optimal PCR kurve, hvor det kommer frem at en PCR-reaksjon 

består av tre ulike faser. De tre ulike fasene er henholdsvis initierings-fasen, eksponential-

fasen og platå-fasen. CT-verdien indikerer antall sykluser som trengs for å krysse 

terskelverdien.3   

Nukleotidsekvensene for forward primer, revers primer og TaqMan probe for påvisning av 

mecC er fremstilt i tabell 5, og er hentet fra publikasjonen i artikkelen (6), og vedlegg 5. Real-

                                                

3 Figur hentet fra: Real-Time PCR Quantification Analysis [Internet]. [cited 2019 Apr 1]. Available from: 
https://www.highveld.com/pcr/real-time-pcr-quantification-analysis.html  
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time PCR brukes heretter om real-time PCR med TaqMan-probe, med mindre et annet 

fluorescensmolekyl er beskrevet i framgangsmåten.  

Tabell 5: Nukleotidsekvensene til primerene og proben brukt i real-time PCR (6, Vedlegg 5).  

ID Sekvens 5´til 3´ 

mecC_F  

(forward primer) 

AGATTTAAAGTAGTAGACGGCA 

mecC_R 

(revers primer) 

TTTCACCGATTCCCAAATCT 

mecC_FAM 

(reporter) 

TTTGCCCGCATTGCATTAGCATTAGGA 

 

Av tørrstoff (TIB Molbiol, Tyskland) og MGW ble det lagd tre ulike stockløsninger (100 µM) 

av henholdsvis mecC forward primer, revers primer og probe. Fra stockløsningene ble det 

med MGW lagd bruksløsninger av mecC Primer Forward (12 µL), mecC Primer Revers (12 

µL) og mecC Probe (8 µL).  

I alle real-time PCR-analysene i denne oppgaven ble det benyttet negativ kontroll (MGW), 

positiv mecA-kontroll (CCUG 60578) og positiv mecC-kontroll (NCTC 13552). Det ble lagd 

1:100-fortynning av DNA-eluat fra mecA- og mecC-kontroll ved hjelp av tifoldsfortynning. 

Tabell 6 viser hvordan en reaksjonsmiks til 1 prøve for analysering med real-time PCR ble 

lagd.  

Tabell 6: Tillaging av reaksjonsmiks til 1 prøve på real-time PCR. 

Reagens Volum (µL) 

Perfecta Quanta bio Custom 

Multiplex Mastermix enzyme 

10 

MGW 6,5 

mecC Primer Forward (12 µM) 0,5 

mecC Primer Revers (12 µM) 0,5 

mecC Probe (8 µM) 0,5 

Totalt volum reaksjonssmiks 18 

DNA-eluat/lysat  2 
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Totalt volum i brønn 20  

                            

1. Det ble lagd reaksjonsmiks med enzym, MGW, primere og probe etter tabell 6. 

2. Reaksjonsmiks ble pipettert over i PCR-brett MicroAmp Optical 96-Well Reaction 

Plate (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientificleverandør, USA). 

3. DNA-eluat/lysat ble tilsatt brønnene med reaksjonsmiks. 

4. PCR-brettet ble plassert i Quantstudio 5 (Applied Biosystems by Thermo Fisher 

Scientificleverandør, USA). Hvilke instrumentinnstillinger som ble brukt er beskrevet 

i hvert enkelt tilfelle under.  

2.5.1 Utprøving av real-time PCR for mecC 

Det ble gjort et første forsøk på å påvise mecC med real-time PCR ved at positiv mecA-

kontroll, positiv mecC-kontroll og negativ kontroll ble analysert på programmet som er 

fremstilt i tabell 7. Det ble analysert ufortynnede og fortynnede kontroller (1:10 og 1:100).  

Det ble tatt utgangspunkt i programmet beskrevet i artikkelen (6), og gjort modifikasjoner. I 

reaksjonsmiksen ble det brukt samme enzym som i rutineanalysene for spa, mecC og PVL på 

referanselaboratoriet. Det ble i tillegg satt inn et UNG-steg i starten av real-time PCR-

programmet.  

Tabell 7: Instrumentinnstillinger brukt ved første forsøk på å påvise mecC med real-time 

PCR. 

Volum UNG-steg Taq-

polymerase-

aktivering  

Denatureringsfasen Annealing og 

polymerisering 

Antall 

sykluser 

20 µL 10 

minutter, 

45°C 

5 minutter, 

95°C 

15 sekunder,  

95°C 

1 minutt, 58°C 40 

 

2.5.2 Bestemmelse av egnet annealing-temperatur 

For å bestemme egnet annealing-temperatur ble det analysert to paralleller av mecC-

kontrollen ved ulike temperaturer. Det ble testet seks ulike annealing-temperaturer, 56, 57, 58, 

59, 60 og 61ºC. Instrumentinnstillingene er vist i tabell 7. 
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Resultatene fra denne real-time PCR-reaksjonen ble kontrollert ved at det ble utført 

gelelektroforese på PCR-materialet. Dette utføres for å undersøke om det dannes uspesifikke 

bånd og om primerdimere har oppstått. I tillegg ser en om båndene har riktig størrelse. Det ble 

også utført en visuell inspeksjon av real-time kurvene, for å se hvilken temperatur som ga 

lavest CT-verdi, og for å vurdere av formen på kurvene.  

2.5.3 Valg av real-time PCR-program 

Metoden som ble brukt ved testing av annealing-temperatur er vist i tabell 7 og tok 1 time og 

17 minutter. Som et tiltak i den tidsmessige justeringen ble antall sykluser redusert fra 40 til 

35 sykluser, annealing-tiden ble endret fra 40 sekunder til 30 sekunder og denatureringsfasen 

ble kuttet fra 5 minutter til 3 minutter, som vist i tabell 8. Disse endringene kortet ned 

programmets tidsbruk til 57 minutter. Dette programmet omtales videre som optimalisert 

program, da det er optimalisert for bruk ved referanselaboratoriet for MRSA. I denne 

utprøvingen ble det utført test på tre paralleller av mecC-kontroll.  

Tabell 8: Optimalisert TaqMan real-time PCR-metode for påvisning av mecC. 

Volum UNG-steg Taq-

polymerase-

aktivering  

Denatureringsfasen Annealing og 

polymerisering 

 

Antall 

sykluser 

20 µL 5 minutter, 

45°C 

3 minutter, 

95°C 

10 sekunder, 95°C 30 sekunder, 

58°C 

35 

 

2.5.4 Passiv referansekontroll med ROX 

Det ble undersøkt om ROX Reference Dye (Thermo Fisher Scientific, USA) som passiv 

referansekontroll kunne gi bedre bestemmelse av baselinje. Tillaging av reaksjonsmiks ble 

gjort på samme måte som vist i tabell 6, med unntak av at ROX i tillegg ble tilsatt i 

reaksjonsmiksen (0,5 µL) og tilsvarende mengde MGW ble redusert fra miksen. Dette 

tilsvarer konsentrasjonsanbefalinger gitt av instrumentfabrikanten. Alle 52 bakterielysat ble 

analysert med real-time PCR-metode inneholdende ROX.  
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2.5.5 Sensitivitetstesting og effektivitetstesting 

Effektivitetstesting utføres for å undersøke hvor god real-time PCR-metoden er og for å se 

hvor deteksjonsgrensen ligger. Det laveste copy number som er detektert, kan benyttes for å 

anslå metodens sensitivitet. Copy number forteller oss hvor mange bakterier med mecC som 

er tilstede i hver enkelt brønn. Det beregnes en differanse mellom CT-verdiene, for de ulike 

parallellene. En differanse på 3,32 tilsvarer en effektivitet på 100 % (17, kap. 9). Optimalt 

skal effektiviteten være så nærme 100 % som mulig, og helst innenfor 95-105 %. En 

differanse på mer enn 3,32 indikerer en lavere effektivitet, og en differanse på mindre enn 

3,32 indikerer en effektivitet på over 100 %. En effektivitet på over 100 % er teoretisk ikke 

mulig, og indikerer at metoden produserer mer produkt enn det den skal. Årsaken kan være at 

metoden detekterer andre uspesifikke produkter. Tilstedeværelse av PCR-inhibitorer i en eller 

flere av reagensene kan føre til en effektivitet høyere enn 110 %. Årsaker til inhibering kan 

være dårlig DNA- eller RNA-kvalitet eller høy templatkonsentrasjon (20).   

Effektiviteten beregnes ut ifra formel (1). Stigningstallet tas fra effektivitetstestens 

standardkurve, hvor CT-verdier er plottet langs y-aksen og log-verdier av copy number er 

plottet langs x-aksen.  

Effektivitet = 10 (-1/stigning)-1                                                                                          (1) 

Sensitivitet og effektivitet for real-time PCR-metoden med for påvisning av mecC, ble 

undersøkt ved en effektivitetstest uten ROX og en med ROX.  

Som et ledd i sensitivitets- og effektivitetstestingen ble DNA-konsentrasjon i ufortynnet 

mecC-kontroll målt med dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) 

1. Det ble lagd en miks av Qubit dsDNA HS Buffer (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific, USA) (199 µL per prøve) og fargestoffet (Invitrogen by Thermo Fisher 

Scientific, USA) (1 µL per prøve). Buffer ble blandet før bruk og fargestoffet ble 

vortekset. Fargestoffet ble skjermet for lys.  

2. Prøverør (Invitrogen Qubit assay tubes by Thermo Fisher Scientific, USA) til 

standarder ble tilsatt miks (190 µL) og standardløsning (10 µL). I internkontroll og 

prøve med ukjent konsentrasjon tilsettes miks (198 µL) og Standard 2/prøve (2 µL).  

3. Standarder, internkontroll og prøver ble vortekset. 

4. Fluorescensverdiene til standardene og konsentrasjonene til kontroll og prøve ble målt 

på Qubit 3 (Invitrogen Thermo Fisher Scientific, USA).  
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Deretter ble mecC-eluat tifoldsfortynnet til det var sju fortynninger. Effektivitetstesten ble 

utført på ufortynnet prøve og fortynning 10-1 til 10-7. Det ble satt opp real-time PCR med tre 

paralleller av hver av de ulike fortynningene, inkludert ufortynnet mecC-eluat. PCR-program 

er vist i tabell 8. 

Som et ledd i sensitivitetstestingen ble copy number funnet ved hjelp av en DNA-kalkulator 

på Internett (21). Målt DNA-konsentrasjon og lengde på templat i antall basepar ble lagt inn i 

kalkulatoren. Genomstørrelsen til S. aureus er 2,8 Mbp (22). 

2.5.6 Spesifisitetstesting  

Spesifisiteten til real-time PCR-metoden med ROX som referansekontroll ble undersøkt ved 

analysering av de 52 DNA-lysatene i valideringspanelet. Det ble benyttet samme PCR-

program som tidligere beskrevet i tabell 8.  

2.5.7 Analysering av ekstern kvalitetskontroll  

Den konvensjonelle PCR-metoden for påvisning av mecC har hittil ikke klart å påvise mecC-

gen i en ekstern kvalitetskontroll fra QCMD. Denne positive mecC-kontrollen ble undersøkt 

på real-time PCR som en del av valideringen av metoden.  

2.5.8 Real-time PCR med SYBR Green  

Det ble undersøkt om SYBR Green kan benyttes som et alternativt fluorescensmolekyl på 

real-time PCR-programmet, som er presentert i tabell 8. Det ble benyttet samme primere som 

i real-time PCR med TaqMan probe, og primerene er fremstilt i tabell 5. Tabell 9 viser 

hvordan en reaksjonsmiks til 1 prøve for analysering med SYBR Green real-time PCR ble 

lagd. 

Tabell 9: Tillaging av reaksjonsmiks for SYBR Green-metoden. 

Reagens Volum (µL) 

Perfecta SYBR Green FastMix (Quantabio 

by Thermo Fisher Scientific, USA) 

10 

Molecular Grade Water (MGW) 7,0 

mecC Primer Forward Bruksløsning (12 

µM) 

0,5 

mecC Primer Revers Bruksløsning (12 µM) 0,5 
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I undersøkelsen ble to mecC-positive stammer fra valideringspanelet analysert, samt mecA-

kontroll, mecC-kontroll og negativ kontroll. Instrumentinnstillinger er vist i tabell 8, og 

tillaging av reaksjonsmiks er vist i tabell 9. Smeltepunktsanalyse ble utført ved å senke 

temperaturen til 45°C i 1 minutt, og deretter ble temperaturen økt til 95°C med 0,15°C per 

sekund.  
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3. Resultater  

3.1 Fenotypisk resistensbestemmelse  

Resistensbestemmelsen ble utført som beskrevet i kapittel 2.1. Grenseverdiene og resultatene 

til kontrollen brukt i resistensbestemmelsen er vist i tabell 10. Til resistensbestemmelse 

benyttes egen kontrollstamme, CCUG 15915.  

Tabell 10: Grenseverdiene og resultatene til kontrollen, CCUG 15915, brukt i 

resistensbestemmelsen. Antibiotikaene markert med stjerne er β-laktamantibiotika. 

 CLI 

(DA) 

FUC 

(FD) 

TMS 

(SXT) 

TCY 

(TE) 

FOX

* 

ERY 

(E) 

CIP LZD CEFT* 

(CPT) 

GEN 

(CN) 

RIF 

(RD) 

MUP OX* FOX

* 

Grense-

verdi 

23-29 26-32 26-32 23-31 24-30 23-

29 

21-

27 

21-

27 

24-30 19-

25 

30-

36 

31-

37 

>2 

mg/L 

>4 

mg/L 

Sone 

(mm) 29 28 28 23 25 26 24 24 25 28 36 36 0,25 3 

 

Samtlige verdier er innenfor oppgitte grenseverdier for referanselaboratoriet ved St. Olavs 

hospital, med unntak av verdien for gentamicin.  

Tabell 11. viser hvor mange av bakteriestammene som er sensitive og resistente for de 

aktuelle antibiotikaene. Resultatene fra fenotypisk resistensbestemmelse for hver enkelt 

bakterie-stamme er vist i vedlegg 6.  

Tabell 11: Antall bakteriestammer i resistensbestemmelsen som er sensitive og resistente for 

de aktuelle antibiotikaene. Antibiotikaene markert med stjerne er β-laktamantibiotika. 

 CLI 
(DA) 

FUC 
(FD) 

TMS 
(SXT) 

TCY 
(TE) 

FOX* ERY 
(E) 

CIP LZD CEFT 
(CPT)* 

GEN 
(CN) 

RIF 
(RD) 

MUP OX* FOX* 

Antall 
sensitive 

30 29 30 30 1 30 30 30 24 30 30 30 27 - 

Antall 
resistente 

- 1 - - 29 - - - 6 - - - 3 30 

 

Alle de 29 bakteriestammene fra valideringspanelet som referanselaboratoriet tidlige har 

påvist mecC hos, er resistente mot cefoxitin (FOX), noe som indikerer at de er MRSA. Den 

mecC-negative bakteriestammen i resistensbestemmelsen var sensitiv ovenfor cefoxitin, noe 

som antyder at denne stammen ikke er MRSA.  
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3.2 Utprøving av real-time PCR for mecC 

Første utprøving av real-time PCR ble utført som vist i kapittel 2.5 og 2.5.1. PCR-metoden 

påviste mecC-genet i både ufortynnet kontroll og begge de fortynnede kontrollene. Kurven fra 

utprøving av real-time PCR for påvisning av mecC er vist i vedlegg 7.  

3.3 Bestemmelse av optimal annealing-temperatur 

Bestemmelse av optimal annealing-temperatur ble gjort som beskrevet i kapittel 2.5 og 2.5.2. 

Tabell 12 viser gjennomsnittlig CT-verdi for de ulike annealing-temperaturene. Kurvene fra 

bestemmelse av egnet annealing-temperatur og resultatene fra gelelektroforesen utført på 

PCR-produktene er vist i vedlegg 8. Gelelektroforese av real-time PCR-produkt viser kun ett 

tydelig bånd for hver brønn. Det har heller ikke oppstått biprodukter i form av primerdimere. 

Ved at båndene i brønnene sammenlignes med ladderen kommer det fram at gensekvensene er 

på rundt 100 basepar.  

Tabell 12: Gjennomsnittlig CT-verdi for de ulike annealing-temperaturene. 

Annealing-temperatur 

(°C) 

CT-verdi 

56 19,036 

57 19,386 

58 19,242 

59 19,252 

60 19,449 

61 19,482 

 

3.4 Valg av real-time PCR-program 

Optimalisert real-time PCR-metode for påvisning av mecC er vist i tabell 8. Denne metoden 

påviste mecC-genet i mecC-kontrollen. Kurvene fra denne utprøvingen med kortere program 

er vist i vedlegg 9. Kurvene ble ikke påvirket av tidsjusteringene, og dermed ble dette 

optimaliserte real-time PCR-programmet benyttet i det resterende arbeidet i denne oppgaven.  
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3.5 Passiv referansekontroll med ROX 

Real-time PCR for påvisning av mecC med ROX som passiv referansekontroll ble utført som 

beskrevet i kapittel 2.5 og 2.5.4. I vedlegg 10 er det vist et analyseresultat fra real-time PCR 

uten ROX, hvor to av de mecC-negative DNA-lysatene har fått kurver over terskelverdien. 

For disse to kurvene må baselinjen justeres manuelt. Vedlegget viser også de samme DNA-

lysatene analysert med ROX. Her har alle mecC-negative lysat lagt seg under terskelverdien. 

Resultat fra resten av analysene med ROX er brukt til vurdering av real-time PCR-metodens 

spesifisitet og er presentert i kapittel 3.7.  

3.6 Sensitivitetstesting og effektivitetstesting  

Undersøkelse av real-time PCR-metodens sensitivitet og effektivitet ble utført som forklart i 

kapittel 2.5 og 2.5.5. Det laveste copy number som ble detektert uten ROX var 31,1. Med 

ROX ble 27,8 detektert som laveste copy number. Effektiviteten uten ROX ble beregnet til 

96,1 %, mens effektiviteten med ROX ble beregnet til 98,0 %. Alle resultatene fra 

sensitivitets- og effektivitetstestingen er vist i vedlegg 11.  

3.7 Spesifisitetstesting  

Spesifisitetstestingen ble utført som vist i kapittel 2.5. og 2.5.6. Real-time PCR-metoden 

samsvarer med referanselaboratoriets tidligere resultater fra konvensjonell PCR for 52/52 

bakterielysat, og viser dermed god spesifisitet. Det er heller ingen uoverensstemmelser 

mellom real-time PCR og konvensjonell PCR utført i denne oppgaven. For alle de 29 

bakterielysatene i den fenotypiske resistensbestemmelsen er det samsvar mellom resistens 

mot cefoxitin og tilstedeværelse av mecC-genet i real-time PCR. Alle disse resultatene er vist 

i vedlegg 12.  

3.8 Analysering av ekstern kvalitetskontroll 

Analysering av ekstern kontroll ble utført som vist i kapittel 2.5. Det ble påvist mecC-gen i 

den eksterne mecC-kontrollen fra QCMD. Dette resultatet er også presentert i vedlegg 13. 

3.9 Real-time PCR med SYBR Green  

Real-time PCR med SYBR Green ble utført som vist i kapittel 2.5 og 2.5.8. SYBR Green som 

fluorescensmolekyl viste seg å gi positiv påvisning av mecC. Real-time PCR-kurvene og 
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smeltepunktskurvene fra denne testen er vist i vedlegg 14. Bakterielysat 11 og 13 har i 

spesifisitetstestingen fått påvist mecC-gen, noe som også ble påvist i real-time PCR med 

SYBR Green. I smeltepunktskurven sammenfaller toppunktet til lysat 11 og 13 med mecC-

kontrollen, noe som igjen bekrefter at de er mecC-positive.  
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4. Diskusjon 

Hensikten med denne oppgaven var å etablere en real-time PCR-metode for mecC. Metoden 

ble validert ved undersøkelse av sensitivitet, effektivitet og spesifisitet, både med og uten 

ROX som passiv referanse. I tillegg ble det undersøkt om metoden påviser mecC i den 

eksterne kvalitetskontrollen og om SYBR Green kan brukes som et alternativ til TaqMan.  

Siden alle annealing-temperaturene viste seg å være egnet, ble 58ºC benyttet i videre analyser, 

da dette var anbefalt i artikkelen (6). CT-verdiene avviker lite fra hverandre, og kurveformene 

samsvarer med det som teoretisk anses som optimalt. Kurvene ble heller ikke påvirket av 

tidsjusteringene. Fordelene med det optimaliserte real-time PCR-programmet er at det 

forenkler arbeidet på referanselaboratoriet, både fordi dette programmet ligner mest mulig på 

andre PCR-program, men også fordi det er tidsbesparende. For alle real-time PCR-analysene 

ble mecA-kontroll negativ, mecC-kontroll positiv og negativ kontroll negativ. Dermed 

godkjennes alle resultatene fra real-time PCR.  

Resultatene fra spesifisitetstestingen viser at den optimaliserte real-time PCR-metoden påviser 

mecC i samtlige mecC-positive bakterielysat. Metoden påviser ikke mecC i brønner hvor 

mecC ikke er tilstede, og real-time PCR-metoden viser dermed god spesifisitet.  

De lave copy numberene som ble detektert tyder på god sensitivitet hos begge metodene. God 

sensitivitet er i denne metoden viktig for å unngå at MRSA feilaktig diagnostiseres som 

MSSA. De høye effektivitetene tyder på at den optimaliserte real-time PCR-metoden 

oppfyller ønskede krav til effektivitet. Sensitiviteten og effektiviteten var noe høyere for 

metoden med ROX, enn metoden uten ROX, men dette kan skyldes tilfeldige feil, da 

resultatene også gjenspeiler presisjon i forbindelse med manuell pipettering i forkant av real-

time PCR. Andre tilfeldige feil som uspesifikke PCR-produkter og dårlig primerkvalitet kan 

også påvirke resultatene. Med tanke på sensitivitet og effektivitet kan begge metodene 

benyttes i videre analyser.  

En ekstern kontroll kan si noe om analysekvaliteten, og kan brukes i sammenligning mellom 

ulike laboratorier. Real-time PCR-metoden påviser mecC-genet i kontrollen fra QCMD. 

mecC-kontrollen (NCTC 13552) har en lavere CT-verdi enn den eksterne kontrollen. Dette 

indikerer at den eksterne kontrollen har en lavere DNA-konsentrasjon, og at dette kan være en 

av årsakene til at den konvensjonelle PCR-metoden ikke har påvist mecC i kontrollen. Real-

time PCR-metoden er dermed mer sensitiv enn den konvensjonelle PCR-metoden. En mulig 
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årsak til ulik sensitivitet kan være bruken av ulike primere, da det trolig benyttes mer 

spesifikke primere i real-time PCR-metoden enn i den konvensjonelle PCR-metoden. Dette 

har ikke blitt undersøkt, men på bakgrunn av resultatene bør det vurderes å utføre en 

helgenomsekvensering av QCMD-prøven for å undersøke mecC-genet nærmere.  

Norsk referanselaboratorium for MRSA mottok i 2017 2587 MRSA-isolater. NORM-

rapporten viser til at det er varierende resistensresultat for de ulike antibiotikaene (23). Dette 

stemmer overens med resultatene i denne oppgaven. Av alle resistensresultatene 

referanselaboratoriet mottok dette året, var 41,1 % av stammene sensitive for all testet 

antibiotika, med unntak av β-laktamantibiotika (cefoxitin). NORM-rapporten rapporterer også 

om høy %-andel resistens funnet for antibiotikaene erytromycin, tetrasyklin og clindamycin, 

og lavest resistens for mupirocin, rifampicin og trimetoprim-sulfamethoxazole. I 2017 var 

ingen av MRSA stammene resistente mot linezolid (23).  

De mecC-positive bakteriestammene i valideringspanelet viser høyest resistens mot β-

laktamantibiotikaene ceftaroline og oxacillin, og 100% resistens mot cefoxitin. mecC-

stammene i denne oppgaven har ikke resistens mot erytromycin, tetrasyklin og clindamycin. 

Bakteriestammene er sensitive for resterende antibiotika testet i denne oppgaven, og det var 

heller ingen av bakteriestammene som var resistente mot linezolid. Dette er forventet da vi 

sjeldent har linezolidresistente MRSA i Norge (24).  

Real-time PCR uten ROX utført på 52 bakterielysat førte til at to baselinjer måtte justeres 

manuelt. Real-time PCR med ROX løste dette problemet, og ut ifra disse resultatene kan det 

anbefales å bruke metoden med ROX. Siden antall manuelle justeringer av baselinjen 

minimaliseres, blir resultatene mer presise. I tillegg vil svingninger i fluorescenssignalet 

stabiliseres, og faren for at negative bakterielysat besvares som falskt positive minimaliseres.  

Instrumentene som benyttes ved real-time PCR bidrar til bedre sporbarhet og kvalitetssikring, 

enn konvensjonell PCR. Ved real-time PCR lagres data på et sikkert område, og slik kan 

analyseresultater sjekkes i ettertid. På referanselaboratoriet er det automatisk overføring av 

resultater til laboratorie-datasystem, slik at man slipper manuelle avlesninger og inntastinger 

ved besvaring. Det er også mulig å logge hvem som starter analysen og prosesserer dataene.  

Resultatene fra real-time PCR med SYBR Green stemmer overens med resultatene fra 

TaqMan real-time PCR, noe som tilsier at SYBR Green kan brukes som alternativt 

fluorescensmolekyl for påvisning av mecC. Det er ønskelig å bruke TagMan probe, da bruk 
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av TaqMan prober medfører at proben må være spesifikk for målgenet. Dermed er det tre 

nukleotidsekvenser som må stemme før det dannes en amplifikasjonskurve. SYBR Green har 

ikke like stor spesifisitet som TaqMan proben, da SYBR Green ikke bindes spesifikt til 

nukleotidsekvensen men bindes til enhver dsDNA. Fordeler med SYBR Green er at 

forbindelsen er billig å produsere, enkel å bruke, temperaturstabil og den interferer ikke med 

DNA-polymerase (17, kap. 9). Det er derimot nødvendig med et ekstra trinn i form av en 

smeltepunktsanalyse. Smeltekurvene til de mecC-positive PCR-produktene har et samlet 

toppunkt. Dette tyder på at det ikke er uspesifikke PCR-produkter tilstede. SYBR Green er 

altså et fluorescensmolekyl man kan benytte for å påvise mecC med denne real-time PCR-

metoden.  

Artikkelen foreslår også deteksjon av mecA, PVL og nuc, men dette ble ikke undersøkt i 

denne oppgaven. Det ansees som en mulighet å utvide det optimaliserte real-time PCR-

programmet til å bli en multiplex-analyse. Dette vil gjøre det mulig å utføre flere ulike PCR-

reaksjoner i en og samme reaksjon, noe som vil være enda et trinn i effektiviseringen av 

laboratoriearbeidet (6).  
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5. Konklusjon 

Det er blitt optimalisert et real-time PCR-oppsett for mecC ut ifra en tidligere publikasjon. Det 

er en fordel å utføre analysen med ROX som passiv referanse, da den løser eventuell 

problematikk med baselinjekorreksjon. Metoden viser høy sensitivitet og effektivitet både 

med og uten ROX. Real-time PCR-metoden gir samme resultat som konvensjonell PCR, samt 

fenotypisk resistensbestemmelse, noe som viser til god spesifisitet. I motsetning til den 

konvensjonelle PCR-metoden, påviser real-time PCR mecC i ekstern kvalitetskontroll fra 

QCMD. Den nye metoden er også raskere å utføre enn den konvensjonelle PCR-metoden. 

Konklusjonen er dermed at dagens konvensjonelle PCR-metode for påvisning av mecC kan 

erstattes med TaqMan real-time PCR-metoden etablert i denne oppgaven.  
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7. Vedlegg 

7.1 Prosedyrer 

Vedlegg 1 MRSA referanselab - Resistensbestemmelse  
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Vedlegg 2 MRSA referanselab – MecC fast PCR 
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Vedlegg 3 Resistensbestemmelse med agardiffusjonsmetode og Oxoid-lapper 
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Vedlegg 4 EZ1 Advanced XL, ekstraksjon av bakterielt DNA, bruk og vedlikehold  
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7.2 Reagensvedlegg 

Vedlegg 5 Reagensvedlegg for forward primer, revers primer og TaqMan probe 
brukt i real-time PCR-metoden. 
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7.3 Resultater 

Vedlegg 6 Resultater fra fenotypisk bestemmelse 

Resultatene fra resistensbestemmelsen med agardiffusjonsmetode, antibiotikatabletter og 

MIC-tester er vist i tabell 13.  

Tabell 13: Sonestørrelser (mm) som resultat av resistensbestemmelse med 

agardiffusjonsmetode, antibiotikatabletter og MIC-tester. Sonestørrelsene som er markert med 

grønt viser til at bakteriene er sensitive mot antibiotikumet. Der det er markert med rødt er 

bakteriene resistente mot aktuelt antibiotikum. 

Stamme- 

nummer 

CLI 

(DA) 

FUC 

(FD) 

TMS 

(SXT) 

TCY 

(TE) FOX  

ERY 

(E) CIP  LZD 

CEFT 

(CPT) 

GEN 

(CN) 

RIF 

(RD) MUP OX FOX 

Kontroll 

CCUG 

15915 

(=ATCC 

29213) 29 28 28 23 25 26 24 24 25 28 36 36 0,25 3 

1 29 31 29 26 17 28 23 27 19 28 29 35 1,5 12 

2 27 26 26 26 17 30 26 22 20 26 29 32 1,5 16 

7 28 32 32 28 17 32 28 24 22 27 31 35 1,5 12 

8 26 31 33 29 13 28 25 26 19 29 32 37 12 32 

9 25 28 28 26 18 27 25 26 21 30 33 37 1,5 8 

10 28 30 32 27 15 28 26 27 19 29 33 37 4 24 

11 27 27 30 25 18 26 23 25 21 27 30 30 1 12 

13 29 31 29 28 18 30 26 25 20 31 35 37 2 12 

15 32 34 32 29 16 32 27 24 20 30 35 38 2 16 

18 28 32 30 25 25 27 27 25 23 28 33 36 0,75 6 

19 28 29 28 27 14 28 27 25 18 29 32 37 2 16 

20 30 31 32 27 16 29 25 25 19 29 31 35 4 16 
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21 28 32 31 28 17 31 26 26 18 28 33 39 1,5 12 

22 32 31 32 30 16 32 26 26 23 29 32 38 1 48 

23 28 30 31 28 17 29 28 25 23 28 32 37 1,5 16 

26 27 35 31 28 16 27 25 24 22 30 32 35 2 24 

27 27 30 30 27 17 29 25 22 22 27 30 34 1 16 

29 26 31 28 28 16 27 26 24 21 28 30 35 2 16 

30 32 34 32 27 17 32 26 24 23 26 32 32 1 16 

32 27 29 30 27 20 27 24 25 24 27 32 33 0,75 12 

34 30 29 27 26 18 28 22 25 23 27 31 33 1 12 

35 26 26 28 25 20 28 23 25 23 27 30 33 1 12 

36 28 33 33 30 18 30 24 24 22 28 30 34 2 24 

45 30 33 30 30 17 32 26 26 24 30 35 36 3 24 

46 29 35 35 32 19 34 25 23 22 29 31 37 1,5 16 

47 29 34 31 30 18 30 27 24 21 28 30 33 1,5 16 

48 29 33 32 31 20 33 29 26 22 29 32 38 1,5 16 

49 28 36 31 30 17 32 26 22 21 26 30 34 0,75 12 

51 32 23 32 32 17 35 26 26 24 28 33 38 0,75 24 

52 28 33 31 28 18 28 25 24 22 29 27 35 1 16 

Prøve 22, 30, 34, 45, 46, 47, 48, 49 og 51 hadde sparsom vekst på skål A. 

Prøve 34, 36 og 45 hadde sparsom vekst på skål B.  

Prøve 13 og 36 hadde sparsom vekst på MIC-skål.  
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Vedlegg 7 Resultater fra utprøving av real-time PCR for påvisning av mecC  

Kurvene fra første forsøk på å påcise mecC med real-time PCR er vist i figur 4.  

Figur 4: Kurvene fra første forsøk på å påvise mecC med real-time PCR.  



 63 

Vedlegg 8 Resultater fra bestemmelse av egnet annealing-temperatur 

Figur 5 viser kurvene fra testing av ulike annealing-temperaturer, og figur 6 viser resultatet fra 

kontroll av real-time PCR med gelelektroforese.  

 

Figur 5: Kurvene fra testing av ulike annealing-temperaturer. De nummererte fargede rutene i 

figuren representerer ulike temperaturer som ble testet.  

 

Figur 6: Resultat fra kontroll av real-time PCR med gelelektroforese.  

Brønn 1 og 2 inneholder PCR-produkt fra 56ºC, brønn 3 og 4 inneholder PCR-produkt fra 
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57ºC, brønn 5 og 6 inneholder PCR-produkt fra 58ºC, brønn 7 og 8 inneholder PCR-produkt 

fra 59ºC, brønn 9 og 10 inneholder PCR-produkt fra 60 ºC og brønn 11 og 12 inneholder 

PCR-produkt fra 61ºC 
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Vedlegg 9 Resultat fra valg av real-time PCR-program 

Figur 7 viser kurvene fra tidsmessige justeringer av real-time PCR-metode.   

 

Figur 7: Kurvene fra tidsmessige justeringer av real-time PCR-metode.     
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Vedlegg 10 Resultater fra passiv referansekontroll med ROX 

Figur 8 viser kurvene fra real-time PCR-program uten ROX, mens figur 9 viser kurvene fra 

real-time PCR-program med ROX, analysert på de samme bakterielysatene.  

 

Figur 8: Kurve fra real-time PCR-program uten ROX som referanse kontroll. DNA-lysat 24 

og 25 viser en baselinje over terskelverdi, og det er dette resultatet som var utslagsgivende for 

videre testing med ROX.  

 

DNA-lysat 24 
og 25 
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Figur 9: Kurve fra real-time PCR-program med ROX som referanse kontroll. Kurvene for 

DNA-lysat 24 og 25 har i dette tilfellet lagt seg under terskelverdien.  
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Vedlegg 11 Resultater fra sensitivitetstesting og effektivitetstesting  

Resultatene fra konsentrasjonsbestemmelsene er vist i tabell 14 og 16. Konsentrasjonen sier 

hovedsakelig noe om sensitiviteten for metoden, og er ikke nødvendig for å beregne 

effektiviteten. Konsentrasjonen er allikevel presentert, da konsentrasjonsbestemmelse ble 

utført som et ledd i denne effektivitetstestingen.  

Tabell 15 og 17 viser de viktigste opplysningene, som ligger til grunn for beregning av 

effektiviteten. Laveste detekterte copy number er markert med oransje farge i tabell 15 og 17. 

CT-SD er et beregnet standardavvik for parallellene, og sier noe om hvor like parallellene er.  

Tabell 14: Konsentrasjon av mecC-kontroll brukt i effektivitetstest uten ROX  

 Fluorescens-verdi Konsentrasjon (ng/µL) 

Standard 1 31,87 - 

Standard 2 22597,74 - 

Intern kontroll - 10,7 

Prøve (mecC-kontroll 

NCTC 13552) 

- 47,0  

 

Tabell 15: De viktigste opplysningene for beregning av effektivitet.  

DNA-

konsentrasjon 

(ng/µL) 

Copy 

number 

CT-verdi CT-SD CT-differanse 

4,7 31100000 11,710 0,250 3,360 

0,47  3110000 15,070 0,058 3,493 

0,047 311000 18,563 0,258 3,257 

0,0047 31100 21,819 0,235 3,618 

0,00047 3110 25,438 0,068 3,361 

0,000047 311 28,799 0,284 3,173 

0,0000047 31,1 31,972 0,177 - 

0,00000047 3,11 - - - 
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Figur 10: Standardkurve fra effektivitetstestingen. 

Effektivitet = 10 (-1/3,42) -1 = 96,1 %                                                                                         (1) 

Figur 11: Kurvene til parallellene av ulike fortynninger uten ROX i et logaritmisk plot.  

Tabell 16: Konsentrasjon av mecC-kontroll brukt ved effektivitetstesting med ROX.  

 Fluorescens-verdi Konsentrasjon (ng/µL) 

Standard 1 45,08 - 

y = -3,42x + 37,31
R² = 0,99

0,000
5,000

10,000
15,000
20,000
25,000
30,000

3,4 4,4 5,4 6,4 7,4

CT-verdi

log(10) copy number

mecC
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Standard 2 20009,27 - 

Intern kontroll - 11,1 

Prøve (mecC-kontroll 

NCTC 13552) 

- 42,3 

 

Tabell 17: De viktigste opplysningene for beregning av effektivitet med ROX.  

DNA-

konsentrasjon 

(ng/µL) 

Copy number CT-verdi CT-SD CT-differanse 

4,2 27800000 12,199 0,173 3,382 

0,42  2780000 15,582 0,367 3,453 

0,042 278000 19,035 0,096 3,308 

0,0042 27800 22,343 0,012 3,326 

0,00042 2780 25,669 0,135 3,811 

0,000042 278 29,480 0,509 3,078 

0,0000042 27,8 32,559 0,284 - 

0,00000042 2,78 - - - 

 

 

Figur 12: Standardkurve fra effektivitetstest med ROX. 

Effektivitet = 10 (-1/3,37) -1 = 98,0 %                                                                                        (1) 

y = -3,37x + 37,31
R² = 0,99
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Figur 13: Kurvene til parallellene av ulike fortynninger med ROX i et logaritmisk plot.  
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Vedlegg 12 Resultater fra spesifisitetstesting 

Figur 14 og 15 viser kurvene real-time PCR-resultatene fra spesifisitetstestingen. Figur 16-20 

viser resultatene fra konvensjonell PCR, visualisert på agarosegel med gelelektroforese.  

Tabell 18 viser resultatene fra hele spesifisitetstestingen. Figur 21 viser kurven fra real-time 

PCR-analysen med ekstern kvalitetskontroll.  

 

Figur 14: Kurvene for bakterielysat 1-30 (minus 5 og 6) fra valideringspanelet analysert med 
real-time PCR.  
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Figur 15: Kurvene for bakterielysat 5, 6 og 31-52 fra valideringspanelet analysert med real-
time PCR. 

 

Figur 16: Resultat fra konvensjonell PCR og gelelektroforese utført på bakteriestamme 1-30 
med primersett I. 
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Figur 17: Resultat fra konvensjonell PCR og gelelektroforese utført på bakteriestamme 1-30 
med primersett II.  

  

Figur 18: Resultat fra konvensjonell PCR og gelelektroforese utført på bakteriestamme 5 og 6 
med primersett I.  
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Figur 19: Resultat fra konvensjonell PCR og gelelektroforese utført på bakteriestamme 5 og 6 
med primersett II. 

 

 

Figur 20: Resultat fra konvensjonell PCR og gelelektroforese utført på bakteriestamme 31-53 
med primersett I og II.  
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Tabell 18: Resultater fra konvensjonell PCR, real-time PCR og resistensbestemmelse utført 

på alle 52 isolat. 

Stamme 

(isolert 

fra) 

Referanselaboratoriets 

resultater 

konvensjonell PCR 

Resultat 

konvensjonell 

PCR 

Resultat 

real-time 

PCR 

(TaqMan) 

Resultat 

resistensbestemmelse 

1 (dyr) mecC  mecC  mecC  MRSA 

2 (human) mecC mecC mecC MRSA 

3 Negativ Negativ Negativ -  

4 Negativ Negativ Negativ - 

5 Negativ Negativ Negativ - 

6 Negativ Negativ Negativ - 

7 (human) mecC mecC mecC MRSA 

8 (human) mecC mecC mecC MRSA 

9 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

10 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

11 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

12 Negativ Negativ Negativ - 

13 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

14 Negativ Negativ Negativ - 

15 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 
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16 Negativ Negativ Negativ - 

17 Negativ Negativ Negativ - 

18 

(human) 

Negativ Negativ Negativ Ikke MRSA 

19 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

20 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

21 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

22 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

23 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

24 Negativ Negativ Negativ - 

25 Negativ Negativ Negativ - 

26 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

27 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

28 Negativ Negativ Negativ - 

29 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

30 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

31 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

32 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 
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33 Negativ Negativ Negativ - 

34 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

35 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

36 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

37 Negativ Negativ Negativ - 

38 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

39 Negativ Negativ Negativ - 

40 Negativ Negativ Negativ - 

41 Negativ Negativ Negativ - 

42 Negativ Negativ Negativ - 

43 Negativ Negativ Negativ - 

44 Negativ Negativ Negativ - 

45 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

46 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

47 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

48 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 

49 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

50 Negativ Negativ Negativ - 
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51 

(human) 

mecC mecC mecC MRSA 

52 (dyr) mecC mecC mecC MRSA 
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Vedlegg 13 Resultater fra analysering av ekstern kvalitetskontroll 

 

Figur 21: Kurven til analyse av ekstern mecC-kontroll fra QCMD.   
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Vedlegg 14 Resultater fra real-time PCR-metode med SYBR Green  

Figur 22 viser kurvene fra real-time PCR-metode med SYBR Green. Smeltepunktskurvene er 
vist i figur 23.  

 

Figur 22: Kurvene fra real-time PCR-metode med SYBR Green. 
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Figur 23: Smeltepunktskurve for real-time PCR-metode med SYBR Green. Bakterielysat 11 
og 13, samt positiv mecC-kontroll har et samlet toppunkt i smeltepunktskurven.  

 


