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Sammendrag 

Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS) er en potensielt alvorlig sykdom der 

påvisning av Staphylococcus aureus-toksinene ETA og ETB er en sentral del av 

diagnostikken. Avdeling for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs Hospital ønsket å erstatte 

en konvensjonell PCR-metode med en mindre tidkrevende metode, som real-time PCR med 

TaqMan®-probe for deteksjon av toksingenene. En slik metode vil korte ned svartiden og 

forenkle arbeidsflyten i laboratoriet. Dette ble testet ved å utføre PCR under forskjellige 

betingelser. Fast PCR ble prøvd ut som et alternativ til den opprinnelige konvensjonelle 

metoden. Det ble bestilt nye primere og prober, og de nye primerne ble sammenliknet med de 

opprinnelige primerne ved bruk av SYBR Green før real-time med probe ble prøvd ut. Real-

time PCR med TaqMan®-probe var vellykket og kunne også utføres i multiplex. Spesifisitet 

og sensitivitet ble beregnet samt analyse av direktemateriale. Deteksjonsgrensen ble testet ved 

bruk av NaCl-suspensjon av en S. aureus-stamme positiv på eta og etb. Resultatene viste en 

deteksjonsgrense på 6,564 kopier per PCR for eta og 3,219 kopier per PCR for etb. Dette 

tyder på at metoden er meget sensitiv og gir mulighet for påvisning av toksinene også direkte 

fra klinisk materiale. Den opprinnelige konvensjonelle metoden ble utført på eluat fra 

bakteriekoloni og behøvde derfor et døgn dyrkning i tillegg til analysetiden. Ved overgang til 

en real-time multiplexmetode med TaqMan®-probe utført på eluat fra direktemateriale blir 

analysetiden kortet ned betraktelig i tillegg til at dyrkning ikke er nødvendig. Dette betyr at 

svartiden til rekvirent, antall analyseoperasjoner og reagensforbruk blir betydelig mindre ved 

eventuell overgang til en slik metode.  
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Abstract 

Staphylococcal Scalded Skin Syndrome (SSSS) is a potentially sevre disease, where detection 

of the Staphylococcus aureus toxins ETA and ETB are essential to the diagnostics. The 

Department of Medical Microbiology at St. Olavs Hospital in Trondheim desired to replace a 

time consuming and laborious conventional PCR with a real time PCR with TaqMan®-probe 

for detection of the eta and etb genes. This was done by testing PCR under different 

conditions. Fast PCR was tested as an alternative to the original conventional method. New 

primers and probes were ordered and the new primers were compared with the original 

primers using SYBR Green before a real-time with probes was tested. The real-time PCR with 

TaqMan®-probe was successful and could also be executed in multiplex. Specificity and 

sensitivity were calculated and also the analysis of patient material (ESwab™) was done. The 

detection limit was tested with a NaCl-suspension of a S. aureus strain positive for eta and 

etb. The results showed a detection limit of 6,564 copies per PCR for eta and 3,219 copies per 

PCR for etb. This indicates that the method is highly sensitive and opens the possibility of 

performing the analysis directly on extracted patient material. The original conventional 

method was executed on extracted colony material and thus needed 24 hours of incubation 

before extraction in addition to the analysis time. With a transition to a real-time multiplex 

method with TaqMan®-probe executed on extracted patient material, the analysis time is 

shortened a significant amount in addition to the lack of incubation time. This means that the 

doctor gets the results faster and the number of analysing operations and reagents are much 

less with a transition to this type of method.  
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1 Innledning 

1.1 Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus er en av de viktigste og mest patogene av stafylokokkartene. Bakterien 

er en del av normalfloraen i tarm og slimhinner, og er som regel ikke infeksjonsårsak hos 

personer med intakt immunforsvar. Ved nedsatt immunforsvar eller skade på ytre barrierer vil 

S. aureus kunne forårsake sykdom (1). Den patogene effekten til bakterien skyldes at den 

unnviker immunforsvaret ved hjelp av ytre cellekomponenter samt produksjon av ulike 

enzymer og toksiner. Cellekomponenter som kapsel, biofilm og protein A bidrar til å unngå 

fagocytose og til å kolonisere vev (2). Produksjon av enzymene koagulase, stafylokinase, 

hemolysiner, nukleaser og lipaser fremmer spredning av bakterien ved dannelse og 

nedbrytning av koagel og cellekomponenter hos verten. S. aureus kan også produsere 

cytolytiske toksiner, eksfoliative toksiner, enterotoksiner og toksisk sjokk syndrom toksin-1 

(TSST-1) som via ulike mekanismer skader verten. Noen av disse toksinene kan fungere som 

superantigener og fører dermed til langvarig stimulering av T4-cellene som kan resultere i 

feber og sjokk (3,4). 

1.2 Eksfoliative toksin ETA og ETB og Staphylococcal scalded skin syndrome  

Staphylococcal scalded skin syndrome (SSSS) er en sykdom som i hovedsak rammer nyfødte 

(5), men kan også ramme voksne med nyresvikt og/eller svekket immunforsvar (6). 

Sykdommen ble først beskrevet av von Rittershain i 1878. Sammenhengen mellom SSSS og 

et hypotetisk toksin ble teoretisert av Lyell først i 1967. Lyells teori ble i 1972 bekreftet av 

Melish et al., da det ble påvist at isolert eksfoliativt toksin gav avskalling (eksfoliering) av 

hud hos nyfødte mus (7). 

Sykdommen kjennetegnes med erytematøse utslett og dannelse av væskefylte 

blemmer. Ved mekanisk påvirkning kan disse blemmene sprekke slik at underliggende lag av 

epidermis blir eksponert (8). Sykdommen kan starte som bulløs impetigo, hvor infeksjon gir 

lokal blemmedannelse, og eventuelt utvikler seg til SSSS ved at toksiner fraktes gjennom 

blodstrømmen og gir mer generalisert blemmedannelse (9). Avskallingen er sjelden et 

problem i seg selv, ettersom tapet av hudceller er overflatisk. Likevel forekommer 

komplikasjoner som hypotermi, dehydrering og sekundære infeksjoner ettersom den ytre 

hudbarrieren er svekket (10). Hos S. aureus er det påvist fire eksfoliative toksiner navngitt A, 

B, C og D (ETA-ETD). Av disse er det kun ETA og ETB som er assosiert med sykdommen 
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hos mennesker (5,8). Ved utredning av SSSS forsøker man derfor å påvise genene for ETA og 

ETB (11). 

 De eksfoliative toksinene er serinproteaser med høy spesifisitet, og er påvist som 

årsaken til blemmedannelsen ved SSSS (8). Toksinene virker ved å hydrolysere desmoglein-1 

(9). Desmogleiner er forankringsmolekyler som hjelper til med å holde strukturen i epidermis. 

Desmoglein-1 finnes i ytre strata av epidermis, mens desmoglein-3 finnes i indre strata og 

slimhinner (8). Dette forklarer at avskallingen er begrenset til overflatiske lag av epidermis. 

Årsaken til at man tror at målet for de eksfoliative toksinene er desmoglein-1 er likheten 

mellom SSSS og den autoimmune sykdommen pemphigus foliaceus (9). Her danner pasienten 

antistoff mot desmoglein-1, med påfølgende blemmer og avskalling fra stratum granulosum 

(12). 

 

Figur 1: Skjematisk fremstilling av desmogleinene 1 og 3 (Dsg-1 og Dsg-3) sin fordeling i de ulike epidermale strata. A viser 

normal hud, mens B illustrerer histologisk bilde ved SSSS. Fra bildet kan man se at spaltingen av desmoglein-1 vil føre til 

avskalling fra stratum granulosum, mens nedre strata forholder seg delvis intakte på grunn av desmoglein-3. (8) 

 Omtrent 5% av alle S. aureus produserer eksfoliative toksiner (10). Prevalensen av de 

ulike eksfoliative toksinene varierer i stor grad etter geografisk område (5). I Europa, USA og 

Afrika dominerer ETA og er uttrykt hos over 80% av toksinproduserende stammer, mens 

Japan har høyest prevalens av ETB (8). Ulike bakteriestammer kan produsere enten kun ETA, 

både ETA og ETB eller kun ETB (5). Dødeligheten er mellom 3,6-11% for barn og mellom 

40-63% for voksne. Årsaken til at voksne har høyere dødelighet er trolig underliggende 
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sykdom (6). ETA er et varmestabilt toksin og genet eta, som koder for toksinet, er plassert i 

kromosomet til bakterien. ETB er varmelabilt og genet etb er lokalisert i plasmid i cytoplasma 

(10). Eta-genet blir i hovedsak overført til S. aureus-stammer ved hjelp av bakteriofager (13). 

Bakteriofager er virus som injiserer sitt genom inn i bakterien og gir mulighet for integrering 

av fremmed DNA i bakteriegenomet (14). Plasmider er gensekvenser som overføres mellom 

bakterier enten ved mitose eller konjugasjon (15).  

SSSS kan differensieres fra andre liknende sykdommer vha. PCR for de 

toksinproduserende genene eta og etb hos S. aureus, eller med biopsi (8). Ved biopsi hos 

pasient med SSSS kan man i histologiske snitt av huden se avskalling fra stratum granulosum 

som følge av spaltingen av desmoglein-1, mens f. eks ved toksisk epidermal nekrolyse vil en 

se subepidermale blemmer og nekrotiske keratinocytter (16). Normalt vil kliniske 

indikasjoner for SSSS føre til PCR-analyse av eta- og etb-genene hos S. aureus dyrket fra 

pasientmateriale. 

1.3 Konvensjonell PCR og gelelektroforese 

1.3.1 Polymerase chain reaction (PCR) 

PCR er en mye brukt metode for oppformering av DNA. Metoden krever dNTP, to primere, 

Mg2+, enzymet DNA polymerase og templat (DNA) for kopiering. PCR foregår i 3 trinn som 

repeteres et visst antall sykluser, ofte 

25-35 (17,18). Denaturering foregår 

ved 94-98 °C og bryter 

hydrogenbindingene mellom 

dobbelttrådet DNA (dsDNA). 

Annealing (hybridisering) foregår 

ved temperatur 40-65 °C der to 

primere binder seg til DNA. 

Polymerisering (extension) foregår  

ved ca. 72 °C der DNA polymerasen 

bindes til primerne og elongerer 

disse i 5’-3’-retning. En slik metode 

utføres av en PCR-termosykler som 

regulerer temperaturer etter ønskede 

innstillinger (18). Oppformert DNA 

(PCR-produkt) kan påvises enten 

Figur 2: Illustrasjon av de tre reaksjonstrinnene i en PCR. I trinn 1 

denatureres dobbelttrådet DNA, i trinn 2 hybridiseres primere, og i trinn 3 

elongeres primerne i 5'-3'-retning. (24) 
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ved endepunktaanalyse med gelelektroforese (konvensjonell PCR) eller under 

oppformeringen (Real-time PCR). 

Primere er korte sekvenser (oligonukleotider) på normalt mellom 18-24 basepar (bp). 

Forward primer (sense) og reverse primer (anti-sense) er komplementære til områder i hver av 

de to trådene i dsDNA. Ved primerdesign er det viktig å benytte godt konserverte områder i 

genet av interesse (19). Nukleotidene Adenin (A) og Tymin (T) danner færre 

hydrogenbindinger enn Guanin (G) og Cytosin (C) og vil derfor ha et lavere smeltepunkt 

(Tm). Det er anbefalt å ha en primer med G/C-innhold på 40-60% (20). Annealingtemperatur 

på 5-7 °C lavere enn Tm av primerne er anbefalt (21). Lav annealingtemperatur kan føre til 

uspesifikke bindinger (22). Et eksempel er primerdimerer, som er produkt av uspesifikk 

hybridisering av primerne til hverandre. Dette gir amplifisering av primersekvensene og kan 

gi dårligere effektivitet til PCR-metoden. Primerdimerer kan detekteres ved å utføre en 

smeltepunktsanalyse av PCR-produktene, eller ved å se etter bånd i elektroforese med få 

basepar (23). 

1.3.2 Gelelektroforese  

Elektroforese er en separasjonsteknikk som kan skille DNA-fragmenter fra hverandre basert 

på evnen til å bevege seg gjennom et medium, oftest agarosegel, som respons på elektrisk 

påvirkning. Negativt ladet DNA vil vandre mot positiv pol. Større DNA-molekyler og høy 

konsentrasjon av agarose i gelen vil føre til større retensjon i mediet. På denne måten kan man 

bestemme tilstedeværelse og størrelse på PCR-produktet. Gelelektroforese er en mye brukt 

teknikk i mikrobiologi på grunn av evnen til å skille DNA-fragmenter. Størrelsen på PCR-

produktene bestemmes ved å sammenlikne båndenes retensjon med bånd fra en 

størrelsesmarkør (ladder) som inneholder flere ulike DNA-fragment med kjente antall 

basepar. DNA-fragmentene farges med for eksempel etidiumbromid (EtBr) eller annen 

kjemisk markør som binder dsDNA og avgir fluorescens ved UV-bestråling. (24). 

1.4 Real-time PCR 

Real-time PCR baserer seg på de samme reaksjonene som konvensjonell PCR gjennom 

denaturering av dsDNA, hybridisering av primere og polymerisering. Oppformert DNA 

påvises under PCR-syklusene ved kontinuerlig avlesning og kan benyttes til kvantifisering av 

PCR-produkt. Avlesning av resultat i real-time PCR skjer når fluorescensen øker over en gitt 

terskel. Den syklusen i reaksjonen hvor fluorescensen overgår terskelen kalles Ct-verdi (25). 
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 Avlesning av PCR-produktet kan gjøres enten ved hjelp av fluorescerende fargestoff 

eller prober merket med fluorokromer, og gir en indikasjon på dannelsen av målmolekylet i 

løsningen. SYBR Green er et eksempel på et fargestoff som binder alt dsDNA, også produkt 

fra uspesifikke bindinger. Ulike produkter kan skilles fra hverandre med smeltepunktsanalyse 

hvor temperaturen øker gradvis og signal avleses underveis. Denaturering av produkter skjer 

ved forskjellige temperaturer avhengig av G/C-innhold og lengde på produkt. Produkter kan 

også skilles ved hjelp av gelelektroforese. 

En annen teknikk er å benytte seg av fluorescerende prober som bindes spesifikt til 

komplementære nukleinsyresekvenser på DNAet vha. hybridisering. Probene må være 

komplementære til en godt konservert sekvens mellom forward og reverse primer på PCR-

produktet. Prober gir økt spesifisitet ved at signal bare forekommer hvis komplementær 

sekvens er tilstede i prøven. Multiplex er en metode hvor to PCR-produkt kan detekteres i 

samme reaksjonsbrønn. Dette kan gjøres ved å designe prober med ulike fluorescerende 

forbindelser med forskjellige farger. Metoder som påviser ett gen i reaksjonsbrønnen kalles 

singleplex (26). 

 

Figur 3: Skjematisk fremstilling av deteksjonsprinsipp for SYBR Green (venstre) og TaqMan-probe (høyre). SYBR Green 

bindes til alt dsDNA, mens TaqMan-probe krever 5´-3´-eksonukleaseaktiviteten til polymerasen for å skape fluorescens (27).  

Det finnes flere ulike typer prober. Alle har til felles at de inneholder en 

fluorescerende reporter og en quencher som slukker signalet. Et eksempel er TaqMan®-probe. 

Ved polymerisering vil DNA-polymerasen med 5’-3’-eksonukleaseaktivitet bryte opp 

bindingen mellom probens reporter og quencher, noe som tillater at reporteren kan gi 

fluorescens. Under utvikling av en ny metode er smeltepunktet for primerne den viktigste 

faktoren for bestemmelse av annealingtemperatur. Parametere som påvirker smeltepunktet er 

G/C-innhold, saltkonsentrasjon og primerkonsentrasjon. Det er utarbeidet en rekke ulike 

formler for teoretisk beregning av smeltepunkt. For design av TaqMan®-prober gjelder mange 
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av de samme reglene som for design av primere. Generelt sett bør smeltepunktet til probene 

være 5-10 °C høyere enn primerne for å forsikre seg om at probene allerede er bundet til 

DNA i det polymerasen begynner replikasjonen (28). 

 Dersom probene i en real-time PCR har for lav Tm kan en gjøre enkelte 

modifikasjoner for å øke smeltepunktet. Blant de vanligste modifiseringene er Minor Grove 

Binders (MGB) og Locked Nucleic Acids (LNA). LNA fungerer ved at man tilfører en 

metylenbro mellom et oksygenatom og et karbonatom i sukkeret i et nukleotid i proben. Dette 

forhindrer konformasjonsendringer og fører til økt stabilitet. LNA-monomeren gir på denne 

måten en mer stabil hybridisering og dermed høyere smeltepunkt. Som følge av LNA-

modifikasjoners egenskaper kan en dermed lage metoder som baserer seg på kortere 

nukleotidsekvenser, samt unngå uspesifikke produkter gjennom å bruke en høyere 

annealingtemperatur (29). 

 For å optimalisere en real-time PCR-metode er det flere parametere å ta hensyn til. 

Blant disse er effektiviteten til amplifikasjonen. Dette gjenspeiler hvor god fordoblingen av 

PCR-produkt er for hver syklus gjennom PCR-programmet. Effektiviteten gjenspeiles i 

brattheten på en amplifikasjonskurve, og kan fastslås ved å analysere en fortynningsrekke og 

lage en standardkurve ut fra denne. Ved perfekt dobling mellom hver syklus vil forskjellen i 

Ct-verdier følge sammenhengen oppgitt i formel 1, hvor n er antall sykluser mellom hver 

amplifikasjonskurve. Ved tifolds fortynning skal hver amplifikasjonskurve ha en forskjell i 

Ct-verdi på 3,32. 

2𝑛 = 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑦𝑛𝑛𝑖𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 (1) 

 Effektiviteten E regnes ut fra formel 2 og avhenger av stigningstallet til 

standardkurven. Perfekt dobling av PCR-produktet mellom hver syklus vil gi en effektivitet 

på 2. En velger ofte å benytte seg av % effektivitet med utregning angitt i formel 3. Det er 

ønskelig å ha en effektivitet mellom 90 og 105%. Lav effektivitet kan skyldes dårlige 

reaksjonsbetingelser, mens høy effektivitet kan skyldes dannelse av uspesifikke produkter 

(27). På avdelingen brukes et effektivitetskrav på 90-110%. 

𝐸 = 10
−1

𝑠𝑡𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑔𝑠𝑡𝑎𝑙𝑙  (2) 

%𝐸𝑓𝑓𝑒𝑘𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑒𝑡 = (𝐸 − 1) × 100% (3) 
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1.5 Problemstilling 

Ved avdeling for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs hospital blir det brukt en 

konvensjonell PCR-metode med kapillærelektroforese for å detektere tilstedeværelse av 

toksingenene eta og etb fra S. aureus. Metoden er tidkrevende i en situasjon hvor rekvirent 

bør få svar så fort som mulig. Derfor vil det være hensiktsmessig å etablere en raskere 

metode, som real-time PCR, som erstatning. Hovedfokuset i denne oppgaven bunner derfor i 

ønsket fra avdelingen om å etablere og teste en real-time PCR ved bruk av TaqMan®-prober 

for deteksjon av eta og etb.  
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2 Materiale og metode 

2.1 Materiale  

2.1.1 Primere og Prober 

Tabell 1: Oversikt over sekvenser på de opprinnelige primerne brukt i konvensjonell PCR i rutinen. Sekvensene er hentet fra 

artikkel (30). Produksjonsbeskrivelse er angitt i vedlegg 1-2. 

Primer Sekvens Produktlengde 

ETA sense 5´- GCA GGT GTT GAT TTA GCA TT 
93 bp 

ETA antisense 5´- AGA TGT CCC TAT TTT TGC TG 

ETB sense 5´- ACA AGC AAA AGA ATA CAG CG 
226 bp 

ETB antisense 5´- GTT TTT GGC TGC TTC TCT TG 

 

Tabell 2: Oversikt over sekvenser på nye primere og prober. Primerne og probene er beskrevet med bokstaven F ( forward 

primer), R ( reverse primer) og P ( probe). Sekvensene er hentet fra en artikkel (31). Probenes LNA-modifikasjoner er 

markert med  + tegn. Forkortelsene 6FAM og TEX står for henholdsvis fluorescein amidite og TexasRed. 

Produksjonsbeskrivelse er anngitt i vedlegg 3-5. 

Primer/Probe Sekvens Produktlengde 

ETA-F1 5´- AGATGGAGACAAACTCGAATTAATAGG 
72 bp 

ETA-R1 5´- CAATTTCACTTCTGTGCATTTGG 

ETB-F1 5´- CGGACAACATAATCTTCCAATAGGA 
89 bp 

ETB-R1 5´- TCCCCAAAGTGTCTCCAAAAGTAT 

ETA-P 5´- 6FAM-ATCCATT+C+GAT+CATAAA+GT--BHQ1 - 

ETB-P 5´- TEX-TAAGTTCACTCTATTC+GGTTGAT--BHQ2 - 

 

2.1.2 Prøvemateriale 

Prøvematerialet brukt i prosjektet har blitt ekstrahert på EasyMAG eller ved hjelp av 

kokelysering. EasyMAG er et automatisert instrument for nukleinsyreekstraksjon hvor 

magnetiske silica-kuler brukes for purifisering av nukleinsyrer fra prøvematerialet (32). 

Forbehandlingen, presisert i Tabell 3, har blitt utført ved hjelp av lysering enzymatisk 
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(stafylokokker) fra koloni eller direktemateriale eller med egen forbehandling (vevsbiopsi). 

Enzymatisk forbehandlig av stafylokokker utføres ved at 1 koloni ristes i 170 L TE buffer 

(substratlaboratorium, St. Olavs Hospital) som tilsettes 20 L 20 mg/mL QIAGEN® 

Proteinase K (Qiagen, Tyskland) og 10 L 1 mg/mL Lysostaphin L7386-1MG (Sigma-

Aldrich, USA), etterfulgt av aktivering av enzymene ved 37 °C i 15 min og 65 °C i 15 min før 

lysering på EasyMAG. 

Kokelysering er en ekstraksjonsmetode hvor cellene i prøven lyseres ved hjelp av 

varmebehandlig. 2-3 kolonier blandes i 200 L Molecular Grade Water (MGW) og ristes (300 

rpm) i varmeblokk på 95 °C i 15 min, før sentrifugering ved 14 500 rpm i 2 min. 100 L av 

supernatanten brukes. 

Tabell 3: Oversikt over prøvematerialet brukt under analyse. 

Prøve-ID Kommentar Forbehandling 

Positiv kontroll 
Eluat fra stamme SA T17 positiv på eta og 

etb beskrevet i artikkel (33). 

Enzymlysert fra 

koloni 

Negativ kontroll MGW - 

Vevsprøve 
Prøve negativ på 16S* rDNA PCR fra 

hjerteklaff 

Egen forbehandling 

vedlegg 6 

Humant DNA  

prøve 1-5 

Prøve negativ på 16S rDNA PCR fra kne 

(prøve 1 og 2), hjerteklaff (prøve 3), 

hudbiopsi (prøve 4), rygg (prøve 5) 

Egen forbehandling 

vedlegg 6 

Bakteriepanel prøve 

1-18 

Bakteriestammer fra autoriserte produsenter 

oppgitt i vedlegg 7 

Enzymlysert fra 

koloni 

TSST-1 prøve 1-7 
Tidligere positive pasientprøve på TSST-1 

fra avdelingen mellom 2016 og 2018 

Enzymlysert fra 

koloni 

EXFO prøve 1-10 

Tidligere positive pasientprøver på 

eksfoliativt toksin (EXFO) fra avdelingen 

mellom 2016 og 2018 

Enzymlysert fra 

koloni 

Direkteprøver 1-10 ESwab™ fra poliklinisk sårprøve 
Enzymlysert fra 

direktemateriale 

MSSA 1-44 
Methicillinsensitive S. aureus (MSSA) 

vilkårlig tatt ut fra pasientprøver fra 2019 

Enzymlysert fra 

koloni 



10 

MRSA 1-50 
Methicillinresistente S. aureus (MRSA) 

vilkårlig tatt ut fra pasientprøver fra 2019 

Enzymlysert fra 

koloni 

Stafylokokkpanel 

prøve 1-20 
Oversikt over prøver oppgitt i vedlegg 8 Kokelysert 

DSM19048 Stamme av S. aureus positiv for eta og etb 
Enzymlysert fra 

koloni 

*16S er et ribosomalt gen som finnes hos prokaryoter og brukes for å skille bakterietyper fra 

hverandre (34). 

2.2 Metode 

2.2.1 Opprinnelig konvensjonell PCR 

Avdelingens konvensjonelle PCR-metode ble prøvd ut før etableringen av ny metode, 

inklusive sensitivitets- og spesifisitetstesting. Dette for å ha et sammenlikningsgrunnlag før 

utprøving og optimalisering av ny metode. 

  Annealingtemperaturen som tidligere ble benyttet var 44 °C. Det var derfor ønskelig å 

øke annealingtemperaturen for å forsøke å øke spesifisiteten til metoden. Programmet Oligo 

versjon 7,57 ble i tillegg brukt til å estimere optimal annealingtemperatur for primerne. Det 

ble utført PCR ved bruk av Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler i en blanding med 50 

L reaksjonsmix bestående av 2,5 L 1mM dNTP mix (VWR, USA), 2,0 L 15 M av hver 

primer (TIB MOLBIOL, Tyskland), 5,0 L 10xPCR-buffer 15 M MgCl2 (ThermoFisher 

Scientific, USA), 36,0 L MGW (G-Biosciences, USA), 0,5 L AmpliTaq Gold 1000 units 

5U/L (ThermoFisher Scientific, USA) og 2 L templat. Termosyklerprofilen bestod av 

initial denaturering ved 94 °C i 15 min, etterfulgt av 40 sykluser med 1 min på 94 °C 

(denaturering), 90 sek på 44 °C (annealing, opprinnelig PCR) eller 50 °C (annealing, 

utprøving) og 2 min 72 °C (polymerisering) etterfulgt av forlenget polymerisering på 72 °C i 

7 min og lagring ved 4 °C. PCR-produkt ble analysert i gelelektroforese ved bruk av 

Invitrogen E-gel 2% Agarose GP (ThermoFisher Scientific, USA), med 1Kb Plus DNA 

Ladder (ThermoFisher Scientific, USA) og Invitrogen E-Gel PowerBase™ Version 4 med 

avlesning og avbildning ved bruk av BIO-RAD Gel DOC 2000. 

Det ble utført analyse av vevsprøve samt positiv og negativ kontroll presisert i Tabell 

3 ved annealingtemperatur på 44 og 50 °C. Sensitivitetsanalyse ble utført med 

annealingtemperatur på 50 °C med positiv kontroll i tifolds fortynning fra 1:102 til 1:106. 
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2.2.2 Fast PCR 

Fast PCR (hurtig PCR) er et PCR-program på et instrument som har mulighet til å skifte 

temperaturgradient hurtigere enn den opprinnelige konvensjonelle metoden. Dette forutsetter 

en polymerase som tåler raskere temperaturforskjell, eksempelvis en AmpliTaq Gold DNA 

polymerase. Fast PCR ble prøvd ut som et raskere alternativ. 

Det ble utført PCR ved bruk av BIO-RAD C1000 Touch™ Thermal Cycler i en 

blanding med 20 L reaksjonsmix bestående av 10,0 L AmpliTaq Gold Fast PCR 

MasterMix (ThermoFisher Scientific,USA), 2,0 L 10 M av hver primer (TIB MOLBIOL, 

Tyskland), 4,0 L MGW (G-Biosciences, USA) og 5 L templat. Termosyklerprofilen 

bestod av initial denaturering ved 95 °C i 10 min, etterfulgt av 35 sykluser med 3 sek på 96 °C 

(denaturering), 3 sek på 44 °C eller 50 °C (annealing) og 5 sek 68 °C (polymerisering) 

etterfulgt av forlenget polymerisering på 72 °C i 10 sek og lagring ved 4 °C. Programmet ble 

valgt ut fra reagensvedlegget til AmpliTaq Gold Fast PCR MasterMix (vedlegg 9). PCR-

produkt ble analysert i gelelektroforese ved bruk av Invitrogen E-gel 2% Agarose GP 

(ThermoFisher Scientific, USA) med 1Kb Plus DNA Ladder (ThermoFisher Scientific, USA) 

og Invitrogen E-Gel PowerBase™ Version 4 med avlesning og avbildning ved bruk av BIO-

RAD Gel DOC 2000. 

Spesifisitet ble testet ved å analysere vevsprøve samt positiv og negativ kontroll etter 

Tabell 3 med annealingtemperatur på 44 og 50 °C. Sensitivitetsanalyse ble utført med 

annealingtemperatur på 50 °C med positiv kontroll i tifolds fortynning fra 1:102 til 1:106. 

2.2.3 Valg av primere og prober 

Primere og prober ble valgt basert på artikkel hvor det har blitt etablert real-time PCR for eta 

og etb samt andre virulensgener hos S. aureus (31). Bioinformatiker på avdelingen gikk 

gjennom publiserte sekvenserte genomer for S. aureus og sjekket match for både opprinnelige 

og nye primere og prober. De var ok sammenliknet med publiserte sekvenser i 

nukleotidedatabasen til NCBI (35). Primere og prober for eta og etb ble bestilt fra TIB 

MOLBIOL med LNA-modifisering av probene for å øke Tm. Probene ble bestilt med to ulike 

fluoroforer, eta med fluorescein amidite (FAM) og etb med TexasRed (TEX). 

2.2.4 Real-time PCR med SYBR Green 

De opprinnelige og de nye primerne ble utprøvd med real-time PCR med bruk av SYBR 

Green. Dette for å sammenlikne opprinnelige og nye primere i forhold til spesifisitet og 

sensitivitet. PCR ble utført ved bruk av BIO-RAD C1000 CFX96™ Real-Time System og 
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C1000™ Thermal Cycler eller C1000™ Touch Thermal Cycler i en blanding med 20 L 

reaksjonsmix bestående av 10,0 L Perfecta®SYBR®Green SuperMix (Quanta Biosciences™, 

USA), 2,0 L 3 M av hver primer (TIB MOLBIOL, Tyskland), 1,0 L MGW (G-

Biosciences, USA) og 5 L templat. Termosyklerprofilen bestod av initial denaturering ved 

95 °C i 3 min, etterfulgt av 40 sykluser med 15 sek på 95 °C (denaturering), 45 sek på  

50-65 °C (annealing og polymerisering) etterfulgt av lagring ved 4 °C. Programmet som ble 

gjennomført ble valgt ut fra reagensvedlegget til PerfectaSYBRGreen SuperMix (vedlegg 

10). 

Gradientanalyse av positiv kontroll ble utført med annealingtemperatur fra 50 til 65 °C 

for å finne optimal temperatur. Optimal annealingtemperatur for primerne ble også estimert av 

programmet Oligo versjon 7,57. Negativ kontroll ble satt opp på 50 °C for de opprinnelige 

primerne og 55,9 °C for de nye primerne. Positiv kontroll av etb for begge primerpar samt 

negativ kontroll ble analysert i gelelektroforese. Sensitivitetsanalyse ble utført ved analyse av 

positiv kontroll i tifolds fortynning fra 1:102 til 1:106 med tre paralleller på henholdsvis 55 og 

60 °C. I tillegg ble det tatt med negativ kontroll og vevsprøve presisert i Tabell 3. 

2.2.5 Real-time PCR med TaqMan™-probe 

De nye primerne ble testet med TaqMan™-probe. Det ble estimert smeltepunkt for probene 

fra produsent. PCR ble utført ved bruk av BIO-RAD C1000 CFX96™ Real-Time System og 

C1000™ Thermal Cycler eller C1000™ Touch Thermal Cycler i en blanding med 20 L 

reaksjonsmix bestående av 10,0 L Custom Multiplex PCR SuperMix UNG (Quanta 

Biosciences™, USA), 0,5 L 12 M av hver primer (TIB MOLBIOL, Tyskland), 0,5 L 8 

M probe (TIB MOLBIOL, Tyskland), 3,5 L MGW (G-Biosciences, USA) og 5 L 

templat. Termosyklerprofilen bestod av UNG enzymaktivering og spalting av DNA ved 45 °C 

i 5 min etterfulgt av initial denaturering ved 95 °C i 3 min, etterfulgt av 40 sykluser med 5 sek 

på 95 °C (denaturering) og 30 sek på 50-60 °C (annealing og polymerisering) etterfulgt av 

lagring på 3 °C. PCR-programmet ble valgt på grunnlag av program som blir brukt i rutinen 

da dette var ønskelig dersom metoden blir tatt i bruk ved avdelingen. 

Gradientanalyse ble utført med annealingtemperatur fra 50 til 60 °C med fortynning 

1:103 og 1:105 av positiv kontroll. Negativ kontroll ble satt opp på 50 °C. Spesifisitet ble testet 

ved analyse av humant DNA prøve 1-5 samt positiv og negativ kontroll på 50 °C og 55 °C. 

PCR-produktene til fire av prøvene ble analysert i gelelektroforese. Sensitiviteten ble testet 

med tifolds fortynning fra 1:10 til 1:107 av positiv kontroll i tre paralleller med 
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annealingtemperatur på 50 og 55 °C i tillegg til negativ kontroll. Annealingtemperaturen for 

metoden ble valgt til 55 °C. 

2.2.5.1 Multiplex 

Det ble prøvd ut en multiplex PCR-metode under samme betingelser hvor primere og prober 

for eta og etb ble tilsatt samme reaksjonsrør med redusert volum av MGW tilsvarende volum 

av de ekstra primerne og proben. Sensitiviteten til metoden ble testet gjennom en tifolds 

fortynningsrekke fra 1:10 til 1:107 av positiv kontroll i tre paralleller samt negativ kontroll 

med annealingtemperatur på 55 °C.  

Spesifisiteten til multiplexmetoden ble testet ut ved å analysere prøver med 

stafylokokker samt andre bakteriestammer. Prøvene var bakteriepanel prøve 1-18, TSST-1 

prøve 1-7, EXFO prøve 1-10, MSSA prøve 1-44, MRSA prøve 1-50 og stafylokokkpanel 

prøve 1-20 som vist i Tabell 3. MSSA- og MRSA-prøvene ble fortynnet 1:10 før analysering 

og positive prøver ble analysert i gelelektroforese med positiv og negativ kontroll. 

I tillegg ble metoden prøvd ut ved analysering av direkteprøve 1-10. Av de 10 prøvene 

hadde 8 oppvekst av S. aureus og 2 av prøvene hadde ikke det. Prøvene ble forbehandlet ved 

bruk av 200 L direktemateriale (ESwab™), 20 L 20 mg/mL QIAGEN® Proteinase K 

(Qiagen, Tyskland) og 10 L 1 mg/mL Lysostaphin L7386-1MG (Sigma-Aldrich, USA). 

Etterfulgt av aktivering av enzymene ved 37 °C i 15 min og 65 °C i 15 min før lysering og 

ekstrahering med Nuclisens® EasyMAG®. Direktemateriale ble i tillegg sådd ut på blodagar. 

Deretter ble eluat fra ekstraheringen analysert i multiplex og PCR-produkt ble analysert i 

gelelektroforese. 

2.2.5.2 Deteksjonsgrense for multiplex 

Deteksjonsgrensen for multiplexmetoden ble bestemt ved å analysere eluat fra 

bakteriesuspensjon av stammen DSM19048. Bakteriesuspensjonen ble laget på 0,5 McFarland 

i 0,9% NaCl, tilsvarende 1,5108 CFU/mL (Colony forming units/mL) (36). 

Bakteriesuspensjonen ble fortynnet i tifold til 1,5101 CFU/mL. 50 L av 

bakteriesuspensjonen med konsentrasjon tilsvarende 1,5103 CFU/mL ble spredt på blodagar 

i tre paralleller og antall CFU ble talt etter en dag inkubasjon. 200 μL av suspensjonene med 

konsentrasjoner tilsvarende mellom 1,5104 og 1,5101 CFU/mL ble eluert til 55 μL DNA. 

Eluatene ble først analysert i tre paralleller for å finne omtrentlig område for 

deteksjonsgrensen, deretter ble nye fortynninger av eluatet rundt deteksjonsgrensen analysert i 

totalt 20 paralleller. Ved beregning ble antall CFU på blodagar brukt til å regne ut reell 
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CFU/mL i hver enkelt fortynning. Utfra dette ble det beregnet antall kopier av genene per 

PCR. Antall paralleller som viste positivt resultat for de ulike fortynningene ble brukt til å 

regne ut deteksjonsgrensen ved hjelp av en statistisk probitanalyse med IBM SPSS Statistics 

versjon 23 med 95% konfidensnivå.  
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3 Resultater 

3.1 Opprinnelig konvensjonell PCR 

Den konvensjonelle PCR-metoden brukt i rutinen på avdelingen ble testet ut i forhold til 

spesifisitet og sensitivitet. Ved bruk av programmet Oligo versjon 7,57 ble optimal 

annealingtemperatur estimert til 48,3 °C for eta og 51,0 °C for etb vist i Tabell 4. Metodens 

spesifisitet ble testet med analyse av vevsprøve på 44 °C, som brukt i rutinen, og 50 °C etter 

estimert optimal annealingtemperatur. Figur 4 viser sammenlikning av uspesifikke bånd ved 

annealingtemperaturene 44 og 50 °C. Positiv kontroll viste bånd på litt under 100 bp for eta 

og litt over 200 bp for etb. Dette stemmer med lengden på sekvensene bestemt av primerne, 

hvor PCR-produktene skal være 93 bp for eta og 226 bp for etb. Resultatet viser ikke veldig 

tydelig forskjell på de to temperaturene. Det kommer imidlertid frem at humant DNA i form 

av vevsprøve gir bånd i samme størrelsesområde som positiv kontroll for etb, dette båndet er 

noe svakere ved annealingtemperatur på 50 °C. 

 

Figur 4: Agarosegel etter analysering av eta og etb med opprinnelig konvensjonell PCR. Test av humant DNA ved ulike 

temperaturer for å undersøke om økning i annealingtemperatur kan gi økt spesifisitet. Oversikt over innhold i de ulike 

brønnene og annealingtemperatur er oppgitt i tabellen til høyre. Ladderen i den første brønnen har ikke blitt separert 

normalt. 

 Sensitiviteten ble testet ut med fortynning av positiv kontroll vist i Figur 5. 

Annealingtemperaturen ble satt til 50 °C på grunnlag av tidligere forsøk. Positiv kontroll har 
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bånd i riktig størrelsesorden for både eta og etb. Resultatet viser at metoden er sensitiv opp til 

fortynning 1:104 for eta og opp til fortynning 1:105 for etb. 

 

Figur 5:Gelelektroforese etter sensitivitetsanalyse for eta og etb med opprinnelig konvensjonell PCR med 

annealingtemperatur på 50 °C. Tabellen til høyre viser oversikt over plassering av ulike fortynninger og hvilket gen som ble 

analysert. 

3.2 Fast PCR 

Ved bruk av Fast PCR ble det utført samme spesifisitet- og sensitivitetstesting som for 

opprinnelig konvensjonell PCR. Resultat fra spesifisitetsforsøket med humant DNA i form av 

vevsprøve vises i Figur 6. Positiv kontroll har bånd i riktig størrelsesorden. Her vises 

tydeligere forskjell på dannelse av uspesifikke bånd sammenliknet med opprinnelig 

konvensjonell metode. Båndene fra vevsprøven blir nesten borte ved 50 °C 

annealingtemperatur. Ved analyse av vevsprøve fremkommer likevel et uønsket produkt i 

samme størrelsesorden som ved etb positiv kontroll i likhet med den opprinnelige 

konvensjonelle metoden. 
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Figur 6: Agarosegel fra spesifisitetsanalyse for fast PCR med humant DNA i form av vevsprøve neagtiv på 16S. Tabell til 

høyre anngir plassering av PCR-produkt.  

 Resultat fra sensitivitetsanalysen for Fast PCR er oppgitt i Figur 7. Begge kontrollene 

har bånd i riktig størrelsesområde. Ved sammenlikning med sensitivitetsanalysene for 

opprinnelig konvensjonell PCR, som oppgitt i Figur 5, har Fast PCR noe dårligere sensitivitet 

enn den opprinnelige metoden. Her er eta positiv til og med fortynning 1:103, hvor 

opprinnelig metode gir positivt resultat frem til fortynning på 1:104. Etb er positivt til og med 

fortynning 1:105 med Fast PCR og frem til og med fortynning 1:106 for opprinnelig 

konvensjonell PCR. Videre optimalisering av denne metoden ble ikke prioritert. 
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Figur 7: Agarosegel etter sensitivitetsanalyse for eta og etb med Fast PCR og annealingtemperatur på 50 °C. Tabellen til 

høyre anngir oversikt over plassering av PCR-produkt med fortynning. Ladderen i den første brønnen og PCR-produktene i 

brønn 8 og 9 har ikke blitt separert normalt. Resultatene for etb benyttes likevel ettersom brønn 10 fortsatt gir et svakt bånd 

3.3 Real-time PCR med SYBR Green 

De opprinnelige og de nye primerne ble sammenliknet i forhold til sensitivitet og spesifisitet 

ved bruk av real-time PCR med SYBR Green som markør. Ved bruk av programmet Oligo 

versjon 7,57 ble den optimale annealingtemperaturen estimert og resultatet er vist i Tabell 4. 

Resultatet viser at optimal annealingtemperatur ligger på litt under 50 °C for begge primerpar. 

Tabell 4: Resultater fra estimering av optimal annealingtemperatur for opprinnelige og nye primerpar til analyse av eta og 

etb ved bruk av programmet Oligo versjon 7,57.  

Primer Optimal annealingtemp. Max annealingtemp. 

Eta opprinnelig 48,3 °C 62,4 °C 

Etb opprinnelig 51,0 °C 66,4 °C 

Eta ny 47,9 °C 66,6 °C 

Etb ny 48,2 °C 64,5 °C 

 

For å teste den optimale annealingtemperaturen for opprinnelige og nye primerpar ble 

det utført en gradientanalyse fra 50 til 65 °C. Den negative kontrollen for etb gav utslag på 

slutten av programmet for både opprinnelige og nye primerpar. Ct-verdien var høyere for de 
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nye primerne enn de opprinnelige. PCR-produktene fra opprinnelige og nye primerpar for etb 

ble analysert i gelelektroforese vist i Figur 8. For de nye primerne skal positiv kontroll gi et 

produkt på 89 bp for etb som stemmer med resultatet. Den negative kontrollen for etb med 

nye primere ikke har dannet nok produkt til at dette er synlig i gelen, i motsetning til de 

opprinnelige primerne som viser et bånd på langt under 100 bp. Mindre produkt for nye 

primere i forhold til de opprinnelige primerne stemmer overens med amplifikasjonskurven. 

 

Figur 8: Resultat fra gelelektroforese fra gradientanalyse av eta og etb real-time med SYBR Green med opprinnelige og nye 

primerpar. Tabellen til høyre viser oversikt over plassering av produktene i gelen. 

Gradientanalysen viste at for begge primerpar ble Ct-verdiene ganske like på alle 

temperaturene, men brattheten på kurven varierer. Brattere kurve vil si at fordoblingen av 

PCR-produkt er mer effektiv. Beste effektivitet vises for temperatur 53,0, 55,9 og 59,5 °C for 

både opprinnelige og nye primerpar. Det ble derfor bestemt å gjennomføre 

sensitivitetsanalyse på 55 og 60 °C for å se om sensitiviteten på de to temperaturene var 

forskjellig. 

Resultat fra sensitivitetsanalysen for eta og etb med opprinnelige primerpar med 

annealingtemperatur på 55 og 60 °C vises i Figur 9. Kurvene for begge temperaturer ser nokså 

like ut for både eta og etb. For eta er det bare er to av fortynningene på 1:106 som har gitt 

utslag ved 55 °C, mens alle tre parallellene har gitt utslag ved 60 °C annealingtemperatur. Etb 

viser ikke forskjell i sensitivitet på 55 og 60 °C ettersom alle fortynningene helt opp til 1:106 

har gitt utslag for begge temperaturene. Det har blitt dannet produkt i negativ kontroll for etb 

med større utslag på 60 °C enn 55 °C. Spesifisitet ble testet med vesprøve hvor eta har gitt 

utslag ved 60 °C, men ikke ved 55 °C. For etb er det motsatt, hvor 55 °C gir utslag for 

vevsprøve, men ikke 60 °C. Under utførelsen av analysen ble det laget for lite mix og det ble 

derfor tilsatt mindre mix i brønnene med vevsprøve. Resultatet fra disse kan derfor variere. 
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Figur 9: Amplifikasjonskurver fra real-time PCR med SYBR Green for analyse av eta og etb med opprinnelige primere ved 

henholdsvis 55 og 60 °C. Fortynningsrekke av positiv kontroll med fortynning 1:102 (lilla), 1:103 (blå), 1:104 (grønn), 1:105 

(gul), 1:106 (oransje) samt negativ kontroll (rød) og vevsprøve (svart). 

Resultat fra sensitivitetsanalysen med nye primerpar med annealingtemperatur på 55 

og 60 °C vises i Figur 10. Kurvene for de ulike temperaturene for eta og etb fremstår ganske 

like. For eta ble en av fortynningene 1:106 negativ ved 55 °C, mens alle tre ble positive ved 

60 °C i likhet med de opprinnelige primerne. For etb er sensitiviteten lik for begge 

temperaturer da alle fortynningene har gitt utslag. Negativ kontroll for eta er ok ved 55 °C, 

men gir utslag ved 60 °C. Negativ kontroll for etb har amplifikasjonsøkning mot slutten på 

programmet ved 55 °C. Det har ikke blitt noen positive resultat for vevsprøven for noen av de 

nye primerparene ved verken 55 eller 60 °C. I likhet med de opprinnelige primerparene ble 

  

Fortynning fra 1:10 til 1:10 000 000 60 grader SYBRgreen med ETA gammel 
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det ikke tilsatt like mye mix i brønnene med vevsprøve, og resultatene kan derfor være 

upålitelige. 

 

Figur 10: Amplifikasjonskurve fra real-time PCR med SYBR Green fra analyse av eta og etb med nye primere ved 

henholdsvis 55 og 60 °C. Fortynningsrekke av positiv kontroll med fortynning 1:102 (lilla), 1:103 (blå), 1:104 (grønn), 1:105 

(gul), 1:106 (oransje) samt negativ kontroll (rød) og vevsprøve (svart).  

Tabell 5 viser resultater fra standardkurven som ble laget på grunnlag av 

amplifikasjonskurvene. På avdelingen vurderes resultatene av effektivitet som godkjent 

mellom 90-110%. Resultatene viser at for opprinnelige primere for eta og nye primere for eta 

og etb opprinnelig øker effektiviteten ved å øke temperaturen. For etb opprinnelige primere 

reduseres effektiviteten ved temperaturøkning fra 55 til 60 °C. 
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Tabell 5: Resultater fra standardkurve ved analyse at eta og etb med opprinnelige og nye primerpar ved bruk av SYBR Green 

i tifolds fortynning fra 1:10 til 1:107 av positiv kontroll på henholdsvis 55 og 60 °C.  

Primer Annealingtemperatur Effektivitet 

Eta opprinnelig 
55 °C 95,1% 

60 °C 100,3% 

Etb opprinnelig 
55 °C 93,3% 

60 °C 87,9% 

Eta ny 
55 °C 89,2% 

60 °C 92,7% 

Etb ny 

 

55 °C 90,2% 

60 °C 92,5% 

 

3.4 Real-time PCR med TaqMan™-probe 

For testing av real-time PCR med TaqMan™-probe ble det utført gradientanalyse for å finne 

optimal annealingtemperatur, samt spesifisitets- og sensitivitetsanalyser. Smeltepunkt for 

primere og prober ble beregnet av produsenten som vist i Tabell 6. Som beskrevet i kapittel 

2.2.3 ble probene modifisert med LNA, ettersom de hadde veldig lavt smeltepunkt. Probene 

hadde opprinnelig en smeltepunktstemperatur lavere enn primerne og det ble derfor besluttet å 

bestille prober med LNA-modifikasjon. Probene med LNA-modifikasjon har 4-5 °C høyere 

smeltepunkt enn primerne. 

Tabell 6: Oversikt over beregnede smeltepunktstemperaturer fra produsent TIB MOLBIOL for de nye primerne og probene 

for både eta og etb. 

Primer/probe Smeltepunkt (°C) 

ETA-F1 57,2 

ETA-R1 57,5 

ETA-P 42,9 

ETA-P LNA 62 

ETB-F1 57,7 

ETB-R1 58,6 

ETB-P 51,3 

ETB-P LNA 62 
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Resultatene fra gradientanalysen viste at annealingtemperaturer mellom 50,0 og  

56,3 °C generelt gir amplifikasjonskurver med bra effektivitet for både eta og etb. 

Temperaturer opp mot 60,0 °C viste dårligere effektivitet. Det ble derfor besluttet å teste 

spesifisitet og sensitivitet ved 50 og 55 °C. 

Spesifisitetsanalyse ble utført ved å analysere humant DNA prøve 1-5 ved 50 og  

55 °C. Alle prøvene ble negative. PCR-produkt fra humant DNA prøve 2-5 ble analysert i 

gelelektroforese for å undersøke dannelsen av uspesifikke produkter med ulik 

annealingtemperatur. Resultatene i Figur 11 viser at annealingtemperatur på 55 °C eliminerer 

mesteparten av de uspesifikke produktene som vises ved annealingtemperatur på 50 °C.

 

Figur 11: Gelelektroforese av PCR-produkt fra real-time PCR med probe. Spesifisitetsanalyse med annealingtemperatur på 

50 °C (venstre) og 55 °C (høyre). Plassering til PCR-produkt er fremstilt i tabell der H-DNA står for humant DNA.  

 Videre ble sensitiviteten til analysen undersøkt gjennom en tifolds fortynning med 

annealingtemperatur på 50 og 55 °C. Figur 12 viser at annealingtemperatur på 55 °C gir best 

sensitivitet for både eta og etb. For eta er alle parallellene positive til fortynning 1:106 og 

1:105 ved henholdsvis 55 og 50 °C. For etb er alle parallellene positive til fortynning 1:107 og 

1:106 ved henholdsvis 55 og 50 °C. 
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Figur 12: Amplifikasjonskurver fra real-time PCR fra sensitivitetsanalyse av eta og etb med nye primere og TaqMan™-

probe ved henholdsvis 50 og 55 °C. Fortynningsrekke av positiv kontroll med fortynninger fra 1:102 til 1:107 samt negativ 

kontroll. 

 I Tabell 7 vises effektiviteten til standardkurven laget på grunnlag av 

amplifikasjonskurvene fra fortynningsrekken. Effektiviteten for 50 og 55 °C er nesten den 

samme. Ettersom det ble færre uspesifikke PCR-produkt for humant DNA ved 55 °C, og 

økning i temperatur ikke gir dårligere sensitivitet ble annealingtemperaturen for metoden 

valgt til 55 °C. 

Tabell 7: Resultater fra standardkurve ved analyse at eta og etb med probe. Analysert i tifolds fortynning fra 1:10 til 1:107 av 

positiv kontroll på henholdsvis 50 og 55 °C. 

Analyse Annealingtemperatur Effektivitet 

Eta 
50 °C 103,5% 

55 °C 105,1% 

Etb 
50 °C 97,6% 

55 °C 97,5% 
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3.4.1 Multiplex 

Mulitplexanalyse for eta og etb ble utprøvd for å redusere reagens- og tidsbruk per PCR-

oppsett. Sensitivitet ble testet med tifolds fortynningsrekke av positiv kontroll fra 1:10 til 

1:107 i tre paralleller vist i Figur 13. Eta PCR var positiv på to av tre paralleller ved 

fortynning 1:106, og ingen utslag ved fortynning 1:107. Etb PCR var positiv på alle paralleller 

i alle fortynningene. Dette betyr at multiplex PCR har lik sensitivitet for etb og litt lavere 

sensitivitet for eta sammenliknet med singleplex. Den negative kontrollen gav ikke utslag. På 

grunn av at sensitiviteten ikke har blitt redusert betraktelig ble det besluttet å benytte 

multiplex analysemetode ettersom metoden foreløpig blir utført på kultur. 

 

Figur 13: Amplifikasjonskurve fra fortynningsrekke for eta (blå) og etb (rød) analysert i multiplex. Den negative kontrollen 

har ikke krysset terskellinjen. 

Resultatene fra fortynningsrekka ble brukt til å lage en standardkurve i likhet med 

tidligere forsøk. Tabell 8 viser oversikt over effektiviteten i multiplex sammenliknet med 

singleplex. Utfra resultatene er det ikke grunnlag for å si at singleplex har bedre effektivitet 

sammenliknet med multiplex ettersom begge er innenfor kravet. 
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Tabell 8: Resultater fra standardkurve ved analyse at eta og etb med probe i både singleplex og multiplex. Analysert i tifolds 

fortynning fra 1:10 til 1:107av positiv kontroll på henholdsvis 50 og 55 °C. 

Analyse Annealingtemperatur Effektivitet 

Singleplex eta 55 °C 105,1% 

Singleplex etb 55 °C 97,5% 

Multiplex eta 55 °C 96,1% 

Multiplex etb 55 °C 101,0% 

 

Spesifisiteten til metoden ble testet ut ved å analysere prøver med stafylokokker samt 

andre bakteriestammer som spesifisert i kapittel 2.2.5.1. Ingen av prøvene fra bakteriepanelet 

eller TSST-1 positive prøver gav utslag for verken eta eller etb. EXFO prøve 1-10 var 

tidligere positive pasientprøver for eta og/eller etb analysert med opprinnelig konvensjonell 

PCR og resultatene ble sammenliknet med multiplexmetode vist i Tabell 9. Ved analyse av 

MSSA og MRSA ble eta påvist i to prøver for MSSA og en prøve for MRSA. De positive 

prøvene for MSSA og MRSA ble analysert i gelelektroforese for å bekrefte at størrelsen på 

PCR-produktene var riktig. PCR-produktene for de eta positive MRSA- og MSSA-prøvene 

viste produkt på litt under 100 bp i samsvar med positiv kontroll. Negativ kontroll viste ingen 

bånd i området for eta eller etb. Ingen av prøvene fra stafylokokkpanelet gav utslag på verken 

eta eller etb. Det ble også analysert 10 prøver fra direktemateriale. Analyse av direkteprøve 1-

10 gav ingen utslag på verken eta eller etb. 
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Tabell 9: Resultater på EXFO prøve 1-10 for opprinnelig konvensjonell metode og real-time PCR med probe utført i 

multiplex. 

Prøve 
Konvensjonell metode Real-time PCR (Ct-verdi) 

eta etb eta etb 

EXFO 1 + - 15,75 - 

EXFO 2 + + 14,62 13,12 

EXFO 3 + - 17,54 - 

EXFO 4 + - 16,61 - 

EXFO 5 - + - 14,84 

EXFO 6 + + 15,11 13,24 

EXFO 7 - + - 13,79 

EXFO 8 + - 15,56 - 

EXFO 9 + - 16,18 - 

EXFO 10 + - 17,01 - 

 

3.4.2 Deteksjonsgrense i multiplex 

Deteksjonsgrensen for metoden ble funnet ved bruk av probit regresjonsanalyse for resultater 

fra fortynninger av bakteriesuspensjon av DSM19048. Tabell 10 viser telling av antall 

kolonier på blodagar for beregning av antall CFU/mL i bakteriesuspensjonen. 

Analyseresultatene fra fortynningene er presentert i Tabell 11. Både eta og etb gav positivt 

resultat for alle paralleller ned til 860 CFU/mL, noe som tilsvarer 16 kopier per PCR. De 

laveste verdiene som fortsatt gav utslag på PCR var 86 CFU/mL, eller 1,6 kopier per PCR. 

Regresjonsanalysen resulterte i en deteksjonsgrense på 6,564 kopier per PCR for eta og 3,219 

kopier per PCR for etb med 95% konfidensnivå. Rådata fra probitanalysene er oppgitt i 

vedlegg 11-12. Dette tilsvarer 361,0 kopier per mL prøvemateriale for eta og 177,0 kopier per 

mL prøvemateriale for etb. 

Tabell 10: Resultat av CFU på blodagar etter 24 timer inkubasjon. 

Estimert 

CFU/mL 

Volum avsatt på 

skål (μL) 

Koloni-

telling 

Gjennomsnitt 

kolonitelling 

CFU/mL etter 

telling 

1,5103 50 

88 

86 1720 86 

84 
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Tabell 11: Resultater fra analyse av eluat fra bakteriesuspensjoner. Kopier/mL prøvemateriale er beregnet ut fra CFU på 

blodagar etter 24 timer inkubasjon fra bakteriesuspensjonen med estimert konsentrasjon 1,5×103 CFU/mL. 

Estimert 

CFU/mL 

Kopier/mL 

prøvemateriale 

Kopier per 

PCR 

Antall replika 

testet i PCR 

Antall positive 

i PCR 

eta etb 

15000 17200 313 3 3 3 

1500 1720 31 20 20 20 

750 860 16 20 20 20 

150 172 3,1 20 13 18 

75 86 1,6 20 6 15 

15 17 0,3 20 0 0 
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4 Diskusjon 

4.1 Konvensjonell PCR 

Den opprinnelige konvensjonelle metoden brukt i rutinen hadde en lav annealingtemperatur 

på 44 °C, og var vesentlig lavere enn estimert optimal annealingtemperatur på litt under  

50 °C. Ved å øke annealingtemperaturen fra 44 °C til 50 °C ble det litt færre uspesifikke bånd 

ved analyse av humant DNA, men det er vanskelig å konkludere ut ifra den ene vevsprøven 

som ble analysert. Det ble analysert vevsprøve med humant DNA for å se på muligheten for å 

utføre metoden på direktemateriale. I prøver der humant DNA er tilstede, som ved 

direktemateriale, er det viktig at metoden ikke gir mye uspesifikke PCR-produkt. Analyse av 

vevsprøve viste at humant DNA dannet et uspesifikt PCR-produkt med samme størrelse som 

etb positiv kontroll vist i Figur 4. Dette betyr at opprinnelig konvensjonell PCR ikke er egnet 

for direktemateriale ettersom humant DNA kan gi falskt positivt resultat for etb. Båndet på 

samme størrelse som etb positiv kontroll ble litt svakere med annealingtemperatur på 50 °C 

enn på 44 °C. Det ble besluttet å øke temperaturen under sensitivitetsforsøket for å redusere 

uspesifikke PCR-produkt. Sensitivitetsanalysen av positiv kontroll viste at metoden var 

sensitiv for eta opptil fortynning 1:104 og etb opptil fortynning 1:105. At metoden ikke er like 

sensitiv for begge genene utgjør ikke et stort problem ettersom metoden utføres på eluat fra 

koloni der S. aureus DNA-konsentrasjonen er høy.  

Utprøving av Fast PCR ble utført for å se om det var mulig å redusere analysetiden på 

den opprinnelige konvensjonelle metoden, som ikke hadde blitt modifisert i takt med nye og 

bedre PCR-instrumenter og enzymer på avdelingen. Utprøving var vellykket, men viste 

dårligere sensitivitet enn den opprinnelige konvensjonelle metoden. Ved analyse av vevsprøve 

ble dannelsen av uspesifikke bånd nesten eliminert ved 50 °C sammenliknet med 44 °C. Det 

viste fortsatt et produkt i samme størrelsesorden som etb positiv kontroll ved analyse av 

humant DNA. Dette tyder på at metoden ikke er egnet for analyse av direktemateriale, i likhet 

med den opprinnelige konvensjonelle metoden. En overgang til Fast PCR vil redusere 

analysetiden betraktelig og kan være et godt alternativ. Den nedsatte sensitiviteten gjør at 

metoden detekterer små konsentrasjoner dårligere enn den opprinnelige konvensjonelle 

metoden. Dette er imidlertid uten betydning ettersom metoden ikke er egnet for analyse fra 

direktemateriale, men kun skal benyttes på eluat fra koloni. Dersom man skulle gått videre 

med denne metoden anbefales det å forsøke justeringer i PCR-program for ytterligere 

optimalisering av metoden. 
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4.2 Sammenlikning av opprinnelige og nye primere med SYBR Green 

For å utvikle en real-time PCR-metode ved bruk av TaqMan™-probe ble det tatt 

utgangspunkt i primere fra en tidligere studie (31). For å kunne sammenlikne primerne til den 

opprinnelige og den nye metoden ble det utført tester med real-time PCR ved bruk av SYBR 

Green. Gradientanalysen for begge primerpar resulterte i best annealingtemperatur med 

høyest effektivitet på 55 og 60 °C, mens estimert optimal temperatur var på litt under 50 °C. 

Programmet Oligo versjon 7,57 bruker nearest-neighbor (N-N) algoritme til estimering av 

optimal annealingtemperatur (33). N-N baserer seg på at liknende sekvenser har liknende 

verdier og sammenlikner sekvenser med hverandre. Algoritmen er designet for å ta høyde for 

ulike variabler i et PCR-oppsett, men er likevel bare en tilnærming til virkeligheten (28). 

Dette kan være noe av grunnen til at estimert verdi ikke har blitt den samme som den reelle 

optimale annealingtemperaturen. Negativ kontroll av etb viste utslag i gradientanalysen og ble 

analysert i gelelektroforese (Figur 8). Det ble ikke utført smeltepunktanalyse av PCR-produkt, 

men gelelektroforesen tilsier at produktet som har blitt dannet er så lite at primerdimerer er en 

mulig forklaring. 

Ved sensitivitetsanalyse for real-time PCR med SYBR Green med 

annealingtemperaturene 55 og 60 °C viste resultatene at både de opprinnelige og de nye 

primerne hadde best sensitivitet med 60 °C. Resultatene viste også at økning av temperaturen 

til 60 °C øker effektiviteten. Sensitiviteten ble testet opp til fortynning 1:106 og viste positivt 

resultat på alle parallellene for både eta og etb ved 60 °C annealingtemperatur. Dette viser at 

ved bruk av real-time PCR med SYBR Green som markør viser de opprinnelige primerne 

høyere sensitivitet sammenliknet med opprinnelig konvensjonell metode. Ettersom det ikke 

ble testet ytterligere fortynninger er det ikke grunnlag for å si at de nye primerne har ulik 

sensitivitet sammenliknet med de opprinnelige primerne. Ideelt sett burde det gjøres videre 

fortynninger helt til negativt resultat for å ha grunnlag for å sammenlikne sensitiviteten på de 

ulike primerparene. 

I tillegg til fortynningsrekken ble det også tatt med analyse av vevsprøve for å se på 

forskjellen i spesifisitet på 55 og 60 °C. Det ble imidlertid ikke laget tilstrekkelig med 

mastermix og prøvesvarene er derfor ikke pålitelige. Utfra resultater for opprinnelig 

konvensjonell og Fast PCR metode for de opprinnelige primerne kan det ventes positivt utslag 

for vevsprøve for etb. Med opprinnelige primere for etb gir vevsprøven positivt resultat med 

annealingtemperatur på 55 °C, men ikke noe utslag med annealingtemperatur på 60 °C. Dette 

kan skyldes at økning i temperaturen hindrer uspesifikk binding av primere, men det kan også 
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være tilfeldig ettersom volum av reagenser ikke var optimalt. For de nye primerne viste 

vevsprøve negativt resultat for eta og etb for begge temperaturer. Dette kan bety at de nye 

primerne ikke danner uspesifikke PCR-produkter ved analyse av humant DNA, men dette kan 

også være tilfeldig. Ettersom det bare er testet en vevsprøve med humant DNA og volum av 

reagenser ikke var optimalt anbefales det videre testing for å si noe om hvorvidt de nye 

primerne er bedre ved analyse av humant DNA med SYBR Green. Fordi SYBR Green er en 

markør som detekterer alt dobbelttrådet DNA er metoden derfor mindre spesifikk enn en real-

time metode med probe. 

4.3 Real-time med probe 

Primere og prober ble bestilt og proben ble modifisert med LNA for å øke 

smeltepunkttemperaturen. LNA-modifisering av proben førte til økning av Tm med omtrent 

20 °C for eta og 10 °C for etb. Dette gjorde at smeltepunkttemperaturen ble 4-5 °C høyere 

enn smeltepunkttemperaturen til primerne. Utfra teorien bør probens Tm være 5-10 °C høyere 

enn Tm til primere (28). Dette gjorde det usikkert om proben kom til å fungere optimalt ved 

etablering av metoden. Utprøving av real-time PCR-metode ved bruk av TaqMan™-prober 

var vellykket og viste at selv om Tm for probene er litt lav bindes de fortsatt til DNA før 

polymerisering. 

Ved utprøving av annealingtemperatur for de nye primerne i real-time PCR med 

TaqMan™-probe viste estimering av optimal annealingtemperatur litt under 50 °C, mens 

utført gradientanalyse viste best resultat mellom 50,0 og 56,3 °C. I likhet med forsøk med  

SYBR Green kan avviket mellom estimert og reell optimal annealingtemperatur ha en 

sammenheng med begrensningene til formelen Oligo bruker ved beregning. 

På grunnlag av resultatene fra gradientanalysen ble spesifisiteten testet med 

annealingtemperatur på 50 og 55 °C. I forhold til mulig analysering av direktemateriale var 

det viktig at metoden ikke gav falskt positivt resultat for humant DNA. Spesifisitetsanalysen 

ble utført ved å analysere 5 prøver med humant DNA. Resultatene viste ikke noe utslag for 

humant DNA i real-time PCR, men ved å analysere PCR-produktet i gelelektroforese viste det 

mange uspesifikke bånd. Her var det betraktelig færre bånd ved bruk av 55 °C (Figur 11). At 

real-time PCR med probe ikke gir utslag for humant DNA gjør det mulig å analysere 

direktemateriale dersom metoden er sensitiv nok. Selv om real-time PCR ikke gir utslag 

fremkommer uspesifikke produkt ved analyse i gelelektroforese. Dette betyr at det brukes 

unødvendig reagens ved dannelse av uspesifikke PCR-produkt. Det er ønskelig å ha så lite av 
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dette som mulig slik at det ikke går ut over sensitiviteten hvis det skal utføres analyse på 

direktemateriale. 

Sensitiviteten til analysen ble testet og resulterte i at 55 °C annealingtemperatur gav 

best resultat. Generelt sett kan økning i annealingtemperatur føre til nedsatt sensitivitet. I dette 

forsøket sees forskjellene i sensitivitet ved høy fortynningsfaktor og med få paralleller. Dette 

gjør at forskjellen i sensitivitet kan være tilfeldig. For å fastslå en eventuell forskjell i 

sensitivitet kan man gjenta forsøket og benytte seg av flere paralleller. Eta var positiv på alle 

paralleller opp til fortynning 1:106 og etb opp til fortynning 1:107. Ved analyse av 

effektiviteten utfra standardkurvene for 50 og 55 °C viste resultatene lite forskjell på 50 og 55 

°C. Begge verdiene er godt innenfor kravet på 90-110%.  

På grunnlag av resultatene fra analyse av temperaturgradient, spesifisitet og sensitivitet 

ble annealingtemperaturen for metoden valgt til 55 °C. Dette fordi det ble færre uspesifikke 

PCR-produkt for humant DNA ved høyere annealingtemperatur og fordi sensitiviteten og 

effektiviten ikke ble dårligere sammenliknet med 50 °C. Det er også flere analyser på 

avdelingen som bruker samme program med 55 °C annealing og flere analyser kan derfor bli 

satt opp samtidig.  

4.3.1 Multiplex 

Real-time PCR for eta og etb med TaqMan™-probe ble også prøvd ut i multiplex. Dette er 

fordelaktig med tanke på besparing av reagens og prøvemateriale samt gir færre 

analyseoperasjoner. Sensitivitetsanalysen viste at sensitiviteten for eta ble litt dårligere ved 

overgang fra singleplex til multiplex. For etb ble det ikke observert noen endring i sensitivitet. 

Effektiviteten til metoden er innenfor kravet for både single- og multiplex, men det ser ut til at 

effektiviteten har blitt noe bedre i multiplex. Som forventet har sensitiviteten blitt litt dårligere 

ved bruk av multiplex, men opprettholder høy sensitivitet sammenliknet med opprinnelig 

konvensjonell metode. Det ble derfor besluttet å gå over til multiplex ettersom dette er enklere 

og gir besparing av tid, utstyr og reagens. At sensitiviteten er lavere med multiplex kan 

utgjøre en forskjell dersom metoden skal benyttes på direktemateriale ettersom det er lavere 

konsentrasjon av bakterielt DNA i prøven. Dette er imidlertid ikke noe problem ved analyse 

på DNA ekstrahert fra koloni. Ettersom det bare ble utført analyse av 3 paralleller kan det 

være ønskelig å repetere sensitivitetsforsøket med flere paralleller for å avklare om forskjellen 

i sensitivitet er reell.  
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Spesifisiteten for multiplexmetoden ble testet ved å analysere ulike bakteriearter og 

stammer av S. aureus. Resultatet gav negativt utslag for bakteriepanel, dette antyder at 

tilstedeværelse av andre bakterier i sårprøven ikke vil gi falskt positivt resultat. Kjente 

positive pasientprøver på eta og/eller etb ble analysert og resultatet stemte overens med 

tidligere resultat fra den konvensjonelle metoden vist i Tabell 9. Det var bare 10 prøver som 

ble testet ettersom SSSS er en sjelden sykdom og avdelingen får inn få prøver. Det anbefales 

derfor å teste flere prøver for å kunne konstatere at den opprinnelige konvensjonelle metoden 

og den nye metoden gir samme resultat. Resultat fra prøvene som har blitt testet med den nye 

metoden virker likevel lovende.  

MSSA- og MRSA-prøver ble testet som en slags negativ kontroll ettersom det er kjent 

at bare 5% av S. aureus produserer eksfoliative toksiner (10). Det er da forventet at bare en 

liten andel av disse prøvene vil gi positive resultat. Av totalt 94 prøver viste 3 prøver positivt 

resultat på eta. Hvis mange prøver hadde blitt positive for eta og/eller etb hadde dette vært 

noe som burde undersøkes nærmere. Siden det var så få prøver som testet positivt og 

amplifikasjonskurvene var normale virker det sannsynlig at dette er et reelt svar ettersom det 

stemmer med prevalensen i teorien. Det kan likevel være ønskelig å analysere de samme 

prøvene med den opprinnelige konvensjonelle metoden for å bekrefte at resultatene er 

sammenfallende. 

Ved analyse av direkteprøve 1-10 viste alle prøvene negativt resultat for eta og etb. 

Resultatene ble ikke bekreftet med opprinnelig metode fra koloni på blodagar, og det er derfor 

ikke grunnlag for å si at resultatene ikke var falske negative. Denne analysen ble i hovedsak 

utført for å undersøke om det er noe i direkteprøver som kan interferere og gi falskt positivt 

resultat ved real-time PCR. Analyseresultatene til de 10 prøvene antyder mulighet for å 

benytte metoden på direktemateriale dersom sensitiviteten er tilstrekkelig god. Det anbefales å 

analysere flere prøver av direktemateriale for å bekrefte funnene.  

For å teste sensitiviteten i direktemateriale ble det laget fortynning av stamme positiv 

for eta og etb (DSM19048) i en 0,9% NaCl-løsning. Ideelt sett burde fortynningene blitt utført 

ved bruk av sårprøve positiv for eta og etb. Dette var ikke mulig ettersom det ikke var 

tilgjengelig i prosjektperioden. Alternativt kan tilføring eta og etb positiv stamme i negativt 

prøvemateriale (ESwab™) benyttes. NaCl-løsning ble benyttet fordi dette gjorde analysen 

enklere å utføre. Ettersom det allerede er testet negative direkteprøver kan en anta at de ikke 

inneholder noe som interfererer med analysen. Regresjonsanalysen resulterte i en 

deteksjonsgrense på 6,564 kopier per PCR for eta og 3,219 kopier per PCR for etb, som vist i 
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vedlegg 11-12. Dette tyder på at analysen er meget sensitiv og at den kan brukes på 

direktemateriale. For å bekrefte muligheten for å analysere på direktemateriale bør det gjøres 

videre testing på kliniske prøver. 

4.4 Konklusjon og videre arbeid 

Den opprinnelige konvensjonelle metoden er veldig tidkrevende og Fast PCR kan gjøre 

analysetiden litt kortere. Disse metodene kan ikke benyttes på direktemateriale ettersom 

humant DNA gir falskt positivt resultat for etb. Ved hjelp av real-time PCR ved bruk av 

SYBR Green ble opprinnelige og nye primere sammenliknet og viste liten forskjell i 

sensitivitet. Real-time PCR med TaqMan-probe gav gode resultater og ingen falske positive 

resultater for eta eller etb, hvilket gjorde det mulig å analysere direktemateriale. Metoden ble 

prøvd ut i multiplex da dette er mye enklere og analysene alltid utføres sammen. 

Multiplexmetoden viste lav deteksjonsgrense i 0,9% NaCl-løsning og antyder at analyse av 

direktemateriale kan være mulig. Overgang fra konvensjonell PCR på oppvekstkultur til 

multiplex real-time med probe på direktemateriale forkorter analysetiden betraktelig. Fordi 

dyrkningstrinnet utgår, PCR-programmet er kortere og antall PCR-prøver per oppsett halveres 

vil metoden være tidsbesparende i rutinearbeidet og medfører at rekvirenten får svar raskere. 

Ved bruk av probe blir spesifisiteten høyere ettersom dannelse av signal ikke bare krever at 

primeren fester seg, men også at proben finner sin komplementære sekvens i PCR-produktet. 

Dette gjør at bare en prøve som inneholder et gen med denne sekvensen vil gi signal. Alle 

undersøkelser utført tyder på at den nye metoden er god nok til å tas i bruk i rutinen på 

oppvekstkulturer og trolig også på direktemateriale.  

 Det anbefales imidlertid en ytterligere testing av sensitivitet for multiplexmetode 

dersom metoden skal utføres på direktemateriale. Dette kan inkludere analyse av 

deteksjonsgrense i prøvemateriale. Alternativt kan det vurderes å benytte singleplexmetode 

for å øke sensitiviteten. Det bør også analyseres flere eta og/eller etb positive prøver. 

Ettersom analyse av direktemateriale ikke utelukker muligheten for falske negative resultater 

kan avdelingen ha en overgangsperiode hvor negativt resultat på direktemateriale bekreftes 

med analyse av koloni fra oppvekstkultur neste dag.  
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Vedlegg 1 – Reagensvedlegg opprinnelige primere for eta 
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Vedlegg 2 – Reagensvedlegg opprinnelige primere for etb 
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Vedlegg 3 – Reagensvedlegg nye primere for eta
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Vedlegg 4 – Reagensvedlegg nye primere for etb

  

  



43 

Vedlegg 5 – Reagensvedlegg prober
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Vedlegg 6 – Forbehandling av biopsi til 16S 
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Vedlegg 7 – Generelt bakteriepanel 
 

Art Stammenummer 

S. aureus CCUG 15915 

S. pyogenes CCUG 33061 

S. agalactica CCUG 4208 

H. influenzae CCUG 33775 

S. pneumoniae CCUG 33638 

E. coli CCUG 37382 

K. pneumoniae CCUG 56233 

E. cloacae CCUG 6323T 

P. aeruginosa CCUG 17619 

E. faecalis CCUG 9997 

S. anginosus CCUG 223 

S. epidermidis CCUG 23113 

N. meningitidis (gr. B) CCUG 23101 

M. tuberculosis CCUG 25177 

L. pneumophila CCUG 33058 

Bacillus cereus CCUG 36925 

Clostridium perfringens CCUG 1795T 

Fusobacterium necrophorum CCUG 9994T 
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Vedlegg 8 – Stafylokokkpanel  
 

Prøve Stamme Bakterie 

1 CCUG 35600 S. aureus (MRSA) 

2 Pasientprøve S. epidermis 

3 Pasientprøve mecC pos 

4 Pasientprøve S. aureus (MSSA) 

5 KS462 S. epidermis 

6 CCUG 21989 S. epidermis 

7 CCUG 7323T S. haemolyticus  

8 Pasientprøve mecC pos 

9 ATCC 700698 S. aureus (MU3) 

10 ATCC BAA-44 S. aureus (MRSA) 

11 Pasientprøve S. aureus (MSSA) 

12 Pasientprøve S. epidermis 

13 A5-22 S. epidermis 

14 I-1478 S. epidermis 

15 CCUG 7326 S. capitis 

16 CCUG 33638 S. pneumoniae 

17 Pasientprøve S. aureus (MSSA) 

18 Pasientprøve S. epidermis 

19 Pasientprøve S. lugdunesis (mecA-pos) 

20 Pasientprøve S. lugdunensis (mecA-pos) 
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Vedlegg 9 – Reagensvedlegg til AmpliTaq Gold Fast PCR MasterMix 
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Vedlegg 10 – Reagensvedlegg til PerfectaSYBRGreen SuperMix 
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Vedlegg 11 – Probitanalyse eta 
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Vedlegg 12 – Probitanalyse etb 
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