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Sammendrag
Avdeling for medisinsk mikrobiologi ved St. Olavs hospital i Trondheim benytter en

universell 16S rRNA-gen PCR-analyse pa pasientprgver for identifisering av bakterier som i
mindre grad lar seg pavise ved dyrkning. Kjente problemer ved denne metoden er
kontaminasjon av bakterier i reagenser og ugnsket amplifisering av humant DNA. Disse
problemene kan pavirke metodens spesifisitet og sensitivitet, og gjare det vanskelig a tolke
resultatene. Primersettet som avdelingen for medisinsk mikrobiologi benytter i dag ved 16S
rRNA-gen PCR viser kryssreaktivitet med humant DNA, og avdelingen gnsker 4 ta i bruk
nye primersett som unngar denne kryssreaktiviteten. Det ble kjgpt to nye primersett (966F og
DPO) som ble sammenliknet med rutineprimerne som i dag benyttes ved avdelingen. Ti
pasientprgver ble analysert ved 16S rRNA-gen PCR med de tre primersettene. Ved kapiller
gelelektroforese ble det undersgkt om primersettene ga kryssreaktivitet med humant DNA,
far pravene ble sekvensert for & bestemme PCR-produktenes baseparsekvens. Resultatene fra
analysering med rutineprimerne viste kryssreaktivitet med humant DNA i seks av ti pragver,
mens bruk av 966F- og DPO-primersett ikke ga kryssreaktivitet i noen av prgvene. 966F-
primersettet detekterte derimot bakterien Cutibacterium acnes i reagenser, noe de andre
primersettene ikke gjorde. Ved bruk av DPO-primersettet var det mulig a pavise bakterien
Streptococcus dysgalactiae i én prgve som de andre primersettene ikke detekterte noen
bakterier i. DPO-primersettet viser en hgy grad av spesifisitet ved a unnga amplifisering av
humant DNA. DPO-primerne viste ogsa en hgyere sensitivitet ssmmenliknet med de to andre
primersettene, da de dette primersettet detekterte lavere konsentrasjoner av S. aureus. Dette
er noe som bgr undersgkes ytterligere med tanke pa mulig fortynningsfeil. En overgang til a
benytte DPO-primere i avdelingens 16S rRNA-gen PCR-analyser ser ut til & minimere
risikoen for kryssreaktivitet med humant DNA i prgven. Primere med hgy spesifisitet vil
forbedre kvaliteten av sekvenseringsresultatene, og derved gke muligheten for & kunne
identifisere bakterier. Bruk av DPO-primere vil ha serlig betydning ved analyse av

pasientprgver med bakterier som er utfordrende a pavise med andre analysemetoder.



Abstract
A broad-range 16S rRNA-gene PCR, used on clinical samples, is an applied method at The

Department of medical microbiology at St. Olavs hospital in Trondheim. Known problems
associated with this method include PCR-contamination from reagents, as well as cross
reactivity from human DNA in samples. These problems may affect the specificity and
sensitivity of the method, making it more complicated to interpret the results. The currently
used primer set at the Department of medical microbiology shows cross reactivity with
human DNA. The department therefore wants to include new primer sets that avoids this
cross reactivity. Two new primer sets (966F and DPO) were bought and compared with the
currently used primer set. Using the three primer sets, a total of ten samples were analysed by
16S rRNA-gene PCR. The PCR products were then checked for cross reactivity with human
DNA by capillary gel electrophoresis before sequencing. The sequencing determined the base
pair sequence of the product. The currently used primer set showed cross reactivity with
human DNA in six out of ten samples, whereas the 966F primer set and DPO showed no
signs of cross reactivity at all. On the other hand, the 966F primer set showed amplification
of the bacteria Cutibacterium acnes due to contamination of the reagents. In addition, DPO
detected Streptococcus dysgalactiae in a sample defined as negative by the other two primer
sets. The DPO primer set showed high specificity by avoiding reactivity with human DNA in
the clinical samples. DPO also showed better sensitivity compared to the two other primer
sets, by detecting lower concentrations of S. aureus. However, this is something that should
be more thoroughly investigated due to possible dilution errors. Transitioning to the DPO
primers will minimize the risk of cross reactivity and thereby improve the quality of the
sequencing results. The use of DPO primers will be of particular importance in the analysis of

clinical samples containing bacteria that are challenging to identify using other methods.
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Forkortelser og begreper

16S rRNA-gen: Gen som koder for lille subenhet av RNA i ribosomer
AMM: Avdeling for medisinsk mikrobiologi

ATCC: American Type Culture Collection

Bp: Basepar

CCUG: Culture Collection University of Gothenburg/Ggteborg

CFU: Colony forming units (= antall bakterier)

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

Ct: Cycle threshold, angir antall sykluser der fluorescenssignalet fra PCR-reaksjonen krysser

terskellinjen (threshold).

DNA: Deoxyribonukleinsyre

dNTP: Deoxyribonukleotid trifosfater, basene A, T, C og G

ddNTP: Dideoxynukloetid, mangler to OH-grupper i ribosen.

DPO: Dual Priming Oligonucleotide

dsDNA: Double-stranded DNA (dobbelttradet DNA)

Konserverte gener: Gener med minimal endring i baserekkefalgen hos ulike bakteriearter
LNA: Locked Nucleic Acid

MGW: Molecular Grade Water

Mismatch: Ikke komplett homologi mellom to sekvenser

MY CO1+: Mycobacterium tuberculosis (intern kvalitetskontroll hos AMM)
NCBI: National Center for Biotechnology Information

PCR: Polymerase Chain Reaction

RFU: Relative Fluorescence Units (Relative fluorescensenheter)

RNA: Ribonukleinsyre

rRNA: Ribosomalt RNA

Sek: Sekunder

ssDNA: Single-stranded DNA (enkelttradet DNA)

V1-V3: Angivelse av variable omrader pa 16S rRNA-genet. Her innebzrer det variabelt
omrade 1 til 3.

Vi



1 Innledning

1.1 En universell metode for a pavise bakterielt DNA

Bruken av Polymerase Chain Reaction (PCR) har blitt en veldig vanlig metode i
mikrobiologiske analyser. Vanligvis benyttes det spesifikke primere til & detektere spesifikke
bakterier. Grunnen til dette er at det finnes konserverte omrader pa DNA som er spesifikke
for den enkelte bakterie. Dersom det ikke er mistanke om en spesifikk bakterieart, kan det
benyttes primere som binder seg til konserverte genomrader som finnes hos alle bakterier. Et
slikt aktuelt genomrade er genet som koder for 16S ribosomalt RNA (rRNA). 16S rRNA-
genet er et gen som koder for den lille subenheten i ribosomer (Rajendhran & Gunasekaran,
2011; Yarza et al., 2014). Pa Avdeling for medisinsk mikrobiologi (AMM) ved St. Olavs
hospital utnyttes 16S rRNA-genet i en universell PCR-metode for & identifisere bakterier i
klinisk prevemateriale. 16S rRNA-genet finnes i genomet til alle bakterier, og dette gjer
genet til et egnet mal i en universell PCR-metode. Benyttelsen av primere rettet mot 16S
rRNA-genet, og derav alle bakteriearter, gir en utvidet pavisning av bakterielle infeksjoner
hvor det pa forhand ikke er noen formening om infeksigst agens eller hvor etiologisk agens

ikke har latt seg pavise ved dyrkning eller andre metoder (Jill E Clarridge 111, 2004).

1.1.1 Oppbygning av 16S rRNA-genet
16S rRNA-genet er et av de mest konserverte bakterielle genene, og genet finnes hos alle

bakteriearter (Woese, 1987). Genet bestar av omtrent 1500 basepar (bp), med vekselsvis
variable og konstante omrader med nukleotidsekvenser (Figur 1) (Brosius et al., 1981). De
konstante omradene er i stor grad konserverte, og her er det minimal variasjon pa
nukleotidsekvensene mellom ulike bakteriearter. | de variable sekvensomradene er det en
starre grad av variasjon mellom bakterieartene. De variable omradene er mer artsspesifikke,
og benyttes for klassifisering og differensiering mellom ulike bakteriearter. 16S rRNA-genets
oppbygning av konserverte omrader med lav grad av artsvariasjon, samt at genet finnes hos
alle bakteriearter, gjar 16S rRNA-genet til et egnet mal for en universell PCR-metode
(Woese, 1987). Ved a benytte primere rettet mot 16S rRNA-genet sine konstante omrader vil
ogsa variable omrader pa genet amplifiseres ved en PCR-analyse. PCR-produktet bestar til
slutt av store mengder amplifiserte gensekvenser som inkluderer bade variable og konstante
omrader av 16S rRNA-genet. Amplifiserte gensekvenser, som da ogsa inkluderer de

artsspesifikke variable genomradene, kan sa sekvenseres og sammenliknes med



databasemateriale for & klassifisere og identifisere spesifikke bakteriearter (Jill E Clarridge
[11, 2004).
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Figur 1: 16S rRNA-genet. Genet bestar av vekselsvis konstante (hvite) og variable (gra) genomrader. (Lawrence M Gillman
etal., 2001)

Antall repeterende sekvenser av 16S rRNA-genet hos en bakterie kan variere fra 1 og opp til
15 kopier, noe som kan pavirke primernes sensitivitet ovenfor ulike bakterier (Klappenbach
et al., 2001). Et stort antall repeterende 16S rRNA-gensekvenser i en bakterie vil gi hgyere
sensitivitet, sammenliknet med en bakterie med et lavere antall repeterende gensekvenser.
National Center for Biotechnology Information (NCBI) kan benyttes for & finne antall

repeterende sekvenser av 16S rRNA-genet i genomet til en bakterie.

1.1.2 Utfordringer med a benytte 16S rRNA-genet til identifikasjon av bakterier
Universell 16S rRNA-gen PCR er en analysemetode som har en rekke kjente fallgruver, og

metoden er sveert sensitiv for forurensing av humant DNA eller tilstedevarelse av bakterier i
reagenser og vann. Siden metoden benytter primere rettet mot konstante omrader av 16S
rRNA-genet vil alt av bakterielt DNA til stede i praven kunne amplifiseres, uavhengig av om
det stammer fra selve pasientmaterialet (Sune et al., 2020). Dette skaper problemer nar det
kommer til forurensning av prgvemateriale eller reagenser, ved at det blir en amplifisering av
gensekvenser fra bakterier som ikke er av klinisk interesse. 16S rRNA-genet finnes ikke kun
hos bakterier, men er ogsa til stede i humant DNA. Dermed er det en risiko for at humant
DNA i pasientpraven ogsa kan amplifiseres under PCR-reaksjonen og gi falsk positive
resultater ved 16S rRNA-gen PCR. Pa grunnlag av at 16S rRNA-gen PCR er en uspesifikk
universell PCR-metode, kan det altsa oppsta problemer i situasjoner med bakteriell PCR-
forurensing, forurensing under prgvetaking eller tilstedevarelse av humant DNA i

prevematerialet (David A Relman, 1999).



1.2 Oppformering av DNA ved bruk av PCR

PCR er en teknikk som benyttes for a amplifisere gensekvenser. Real-time PCR kombinerer
selve PCR-reaksjonen og deteksjonen av produkt. For at PCR-reaksjonen skal fungere er den
avhengig av en reaksjonsmiks bestaende av et primersett (forward og reverse), en DNA
polymerase, deoxynukleotider av hver base (dNTP), en gensekvens det er gnskelig a
amplifisere, probe/fluorofor og et PCR-instrument. En primer er en kort nukleotidsekvens
med 18-25 baser som hybridiserer til templattraden for & danne nye kopier av gensekvensen.
Primerne som benyttes i PCR-reaksjonen er komplementare til gensekvensen som er av
interesse (Alberts et al., 2019; Rifai et al., 2019a). | en universell 16S rRNA-gen PCR

benyttes primere rettet mot de konstante omradene av 16S rRNA-genet.

PCR-reaksjonen foregar i tre trinn som repeteres i et bestemt antall sykluser. Disse tre
trinnene bestar av denaturering, hybridisering og elongering. I det farste trinnet, denaturering,
gkes temperaturen slik at bindingen mellom baseparene pa de komplementzare tradene
denatureres og tradene separeres. | det neste trinnet, hybridisering, senkes temperaturen slik
at primerne kan hybridiseres til sine komplementere sekvenser pa de to DNA-tradene. Etter
at primerne er hybridisert blir trinn tre, elongering, satt i gang. Dette gjares ved at
temperaturen gkes litt igjen slik at DNA polymerase kan syntetisere to nye DNA-trader ved a
forlenge de to primersekvensene. Hele denne prosessen blir sa repetert ved & gjenta syklusen i
flere omganger, slik at store mengder DNA blir amplifisert (Figur 2) (Alberts et al., 2019;
Rifai et al., 2019a).

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle 30th cycle
/V
~
- s
-|_, -
Template DNA ~y
(single copy)
= RS
> 2% = 10° copies
g
/V
S
2' = 2 copies 2% = 4 copies 2° = 8 copies

Figur 2: Amplifisering av DNA under en PCR-reaksjon. Figuren illustrerer prosessen i en PCR-reaksjon, der den farste
syklusen viser de tre trinnene i PCR-reaksjonen (denaturering, hybridisering og elongering). | hver syklus vil hvert templat
gi opphav til to kopier, slik at det blir en eksponentiell gkning av PCR-produkt for hver syklus i PCR-reaksjonen. (PCR Basics
-NO, u.d.)



1.2.1 Deteksjon av PCR produkt ved bruk av SYBR Green
Gensekvenser som har blitt amplifisert ved real time PCR kan

bli detektert ved at gensekvensene binder fluorescerende g8 g 83 8 Unbouna s8R Greent

8 ﬁ 8 8BDundSYEP Green |
fargestoff, eller ved bruk av fluorescensgenererende prober 8 8 8 g

(James, 2010). 1 16S rRNA-gen PCR benyttes som oftest det L,..1
fluorescerende fargestoffet SYBR Green. Dette fargestoffet =88=U= g ==
binder seg til dobbelttradet DNA (dsDNA). Nar fargestoffet g U700 QWB &
8
befinner seg fritt i reaksjonsmiksen vil det avgi lite 883 RF%? 8
° ) ° 8 =073

fluorescens, mens nar SYBR Green binder seg til dsDNA vil

. . . Figur 3: SYBR Green som fluorofor i PCR. Viser
fluorescensen gke betraktelig (Figur 3). Fluorescenssignalet  virkematen til det DNA-bindende fargestoffet SYBR
. . . Green og hvordan fluorescensen gker nar
fra reaksjonen er proporsjonal med mengden dsDNA til stede  fargestoffet binder seg til dsDNA. (Real-Time PCR -

. . . . Applications Guide, 2006)
i lgsningen, slik at fluorescenssignalet gker under

amplifiseringen av dsDNA i PCR-reaksjonen. (Real-Time PCR - Applications Guide, 2006)

1.2.2 Amplifikasjon av DNA og dannelse av fluorescenssignal under real time PCR
Under real-time PCR kan dannelsen av PCR-produkt fremstilles i en amplifikasjonskurve

(Figur 4). En amplifikasjonskurve har to faser; en eksponentiell fase og en plata-fase (Real-

Time PCR - Applications Guide, 2006). Effektiviteten til en PCR-analyse kan variere, men

dersom effektiviteten for hver syklus er perfekt
(effektivitet pa 100%) sa vil mengden PCR-

produkt omtrent dobles ved hver syklus i den

1 <+ Exponential phase —» [— on- —P

exponential
plateau
phase

o
@
L1l

L

o
M
|

eksponentielle fasen. Effektiviteten av PCR-

Fluorescence

analysen vil variere med tanke pa ulike faktorer, N _ Grvake

slik som primere, temperaturbetingelser og ] —_— l

eventuelle inhibitorer som kan begrense S I R
amplifiseringen av produktet (Rifai et al., 2019a). : ? 53‘ B :
Etter hvert som reaksjonen gér vil Figur 4: Generell amplifikasjonskurve for real time-PCR. Figuren

viser amplifikasjonskurvens (gregnn) to faser; den eksponentielle

reaksjonskomponenter bli Oppbrukt, Og det fgrer til fasen (tV) 0g platéfasen (th) Den Stlplede Imjen indikerer
fluorescensterkselen, som angir signalmengden ngdvendig for &

aten e”er ﬂere av komponentene kan vaere overskride bakgrunnsstzy. (ReaI-Time PCR - Applications Guide,
2006)

begrensende for videre amplifikasjon. Dermed vil

reaksjonen ga saktere, og den gar inn i det som kalles plata-fasen (Real-Time PCR -

Applications Guide, 2006).



| lgpet av de farste syklusene av PCR-reaksjonen vil det veere liten endring i
fluorescenssignalet, men etter hvert som reaksjonen utvikler seg vil fluorescensnivaet gke til
et detekterbart niva. Den stiplede linja i Figur 4 kalles terskellinjen, og denne benyttes for a
tilordne hver PCR-reaksjon en Cycle Threshold (Ct)-verdi, i tillegg til at den skiller ut
bakgrunnsstay. En Ct-verdi angir ved hvilken PCR-syklus fluorescenssignalet krysser
terskellinjen. Videre kan Ct-verdien benyttes til & beregne den opprinnelige mengden av
templat som er til stede i reaksjonen. Dette kan gjgres da Ct-verdien males i den
eksponentielle fasen og sammenliknes med en standardkurve med kjente
templatkonsentrasjoner. Mengden templat som er til stede ved begynnelsen av PCR-
reaksjonen er med pa & bestemme reaksjonens Ct-verdi. Dersom det er mye templat i starten
av reaksjonen vil det ikke vaere ngdvendig med sa mange sykluser far amplifikasjonen gir
nok produkt til at fluorescenssignalet blir sterkt nok til & krysse terskellinjen. Dermed far
produktet en lav Ct-verdi. Dette vil vaere motsatt dersom det er lite templat. Ct-verdien vil bli
hgyere, da det kreves flere sykluser for & fa amplifisert nok produkt til at fluorescenssignalet
krysser terskellinjen (Real-Time PCR - Applications Guide, 2006; Real-time PCR handbook,
2012).

1.2.3 Bruk av smeltepunktsanalyse for & vurdere PCR-produkt
SYBR Green er en uspesifikk deteksjonsmetode ved Real-time PCR, da SYBR Green vil

binde seg til alt av dsDNA og avgi fluorescens. Forskjellige PCR-produkter kan Kjennetegnes
ved deres spesifikke smeltepunkt. Dette utnyttes for & vurdere om gnsket PCR-produkt er
dannet. Smeltepunktet til PCR-produktet sammenliknes med smeltepunktet til en kjent
positiv kontroll. En smeltepunktsanalyse gar ut pa a gke temperaturen slik at dssDNA med
SYBR Green dissosieres til enkelttradet DNA (ssDNA). Nar temperaturen gker til
smeltepunktet, vil det skje en reduksjon i fluorescens. Arsaken til fluorescensreduksjonen er
at DNA-tradene blir splittet slik at SYBR Green frigjares. Fluorescensreduksjonen kan
matematisk omberegnes (reduksjon i fluorescens delt pa endring i temperatur, -A(RFU)/AT))
og plottes mot temperatur i en smeltekurve (Figur 5). Smeltepunktsanalyser kan ogsa
benyttes for & undersgke spesifisiteten til en PCR-reaksjon. Ulike faktorer som antall basepar,
innhold av basene guanin (G) og cytosin (C), og tilstedevarelsen av mismatcher i basene kan
pavirke smeltepunktet (Real-time PCR handbook, 2012).
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Figur 5: Smeltekurve. Figuren viser en smeltekurve fra en PCR-analyse, med temperatur pa x-aksen og reduksjon i
fluorescens delt pa endring i temperatur (-4(RFU)/AT) pa y-aksen. Kurvetoppen i en smeltekurve indikerer PCR-produktets
smeltetemperatur. Smeltekurven er av god kvalitet da den er smal og hgy. (Nicholson et al., 2018)

1.3 Primere; konvensjonelle primere og Dual Priming Oligonucleotide (DPO)
To av primersettene som undersgkes i denne oppgaven er sakalte konvensjonelle primere,
mens det siste primersettet er et sakalt Dual Priming Oligonucleotide (DPO) primersett.
Konvensjonelle primere er primere bestaende av nukleotider med vekselvis basene adenin
(A), tymin (T), cytosin (C) og guanin (G) i en bestemt lengde pa 18-25 bp. Primerne binder
seg til templattraden, slik at DNA polymerase kan sgrge for en elongering av primeren og
amplifisering av aktuell gensekvens. Det fgrste primersettet er rutineprimerne som i dag
benyttes i 16S rRNA-gen PCR ved AMM. Det andre primersettet er et primersett som er tatt
med for & undersgke variable omrader pa 16S rRNA-genet som ikke dekkes med de to andre
primersettene. Det tredje og siste primersettet som undersgkes i oppgaven er DPO, som er
primere designet for & unnga uspesifikke bindinger til alt annet DNA enn malsekvensen. For
DPO-primere laget for 16S rRNA-gen PCR er det spesielt viktig & unnga uspesifikke
bindinger til humant DNA, da dette er et kjent problem ved denne PCR-metoden (Kommedal
et al., 2012). Sekvensering, og derved identifisering, av bakterielt DNA vanskeliggjeres ved
tilstedeveerelse av humant DNA. DPO-primere skiller seg fra konvensjonelle primere bade
strukturelt og funksjonelt. | motsetning til de konvensjonelle primerne, bestar en DPO-primer
av to nukleotidsegmenter forbundet via en polydeoxyinosine-bro (Figur 6). Deoxyinosine (1)
har en lavere smeltetemperatur sammenliknet med basene A, T, C og G i primeren, da
deoxyinosine danner svakere hydrogenbindinger til templattraden (Bergstrom et al., 1997).
De svake hydrogenbindingene farer til at polydeoxyinosine-delen av primeren far en buet
form. Denne polydeoxinosine-broen tar ikke del i selve hybridiseringen med templattraden,

men fungerer som en forbindelse mellom de to primersegmentene i DPO-primeren.



Primersegmentene i DPO-primeren er av ulik lengde. 5°-segmentet bestar av 18-25 bp, og 3°-
segmentet er 6-12 bp langt (Chun et al., 2007).

1.3.1 Fordeler med DPO-primere
Et kjent problem med konvensjonelle primere i 16S rRNA-gen PCR er dannelse av

uspesifikke produkt. Konvensjonelle primere baserer seg pa én hybridisering mellom den
sammenhengende primersekvensen og en gensekvens. Det er erfart at lange, konvensjonelle
PCR-primere av og til binder seg til en gensekvens som ikke er en 100% komplementaer
match. Elongering vil da starte, og det blir en amplifisering av gensekvenser som ikke er av
interesse (Figur 6). DPO er primere har en strukturell oppbygning for a forhindre dette. DPO-
primerne bestar av to segmenter, et relativt langt og et kortere, forbundet med en
polydeoxyinosin-bro (Figur 6). For at elongeringen skal starte ma begge disse
primersegmentene binde seg perfekt til gnsket gensekvens (Chun et al., 2007). Det lengste
segmentet, 5°-segment, binder seg farst til gensekvensen og initierer en stabil hybridisering.
Det korte segmentet, 3’-segment, er sapass kort (6-12 bp) at det selektivt vil binde seg til den
bestemte gensekvensen (Kommedal et al., 2012). 3’-segmentet trenger med andre ord 100%
match for & binde seg, slik at elongering og DNA-amplifisering gjennomfgres. Segmentet vil
alene ha en for lav smeltetemperatur (ca. 30°C) til & kunne binde seg til gensekvensen ved de
mest brukte hybridiseringstemperaturene pa 55-65°C (Chun et al., 2007). DPO-primerne vil
derfor spesifikt gi amplifisering av kun gnsket gensekvens. Med andre ord er DPO-primerne
mer spesifikke enn konvensjonelle primere. En annen fordel med DPO-primerne er at de
viser en starre grad av temperaturstabilitet, som farer til at det kan benyttes et bredere spekter

av hybridiseringstemperaturer uten at det gar ut over spesifisiteten (Chun et al., 2007).
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Figur 6: Konvensjonell primer VS DPO-primer. Figuren viser en skjematisk oversikt over konsekvensene av mismatch ved
bruk av konvensjonelle primere og DPO-primere. (1) Perfekt match bade for konvensjonell primer og for DPO-primer, slik
at elongering og dannelse av PCR-produkt skjer i begge tilfellene. (2) Mismatch i 3 -ende. Konvensjonell primer vil fortsatt
hybridiseres til templattrad og elongering gjennomfores. Mismatch forer til at kort 3’-segment i DPO-primer ikke vil
hybridiseres til templattrad, og elongering vil ikke gjennomfores. (3) Mismatch i 5’-ende. Konvensjonell primer vil fortsatt
hybridiseres til templattrad og elongering gjennomyfares. Mismatch forer til at 5°-segment i DPO-primer ikke vil
hybridiseres til templattrad, og elongering vil ikke gjennomfares da DPO-primer generelt ikke vil bindes til templattrad
(Chun et al., 2007).

1.4 Bruk av kapilleer elektroforese for evaluering av PCR-produkt

Ved a undersgke om PCR-produktet har riktig baseparstarrelse, kan det avgjgres om PCR-
produktet er fra bakterielt DNA eller humant DNA. 16S rRNA-gen PCR-fragmentene har en
kjent konstant lengde. Dette gjer at disse fragmentene kan skilles fra andre uspesifikke PCR-
produkter av ulike lengder, f.eks. humant DNA. For & bestemme lengden og konsentrasjonen
(molariteten) til PCR-produktet benyttes kapillaer gelelektroforese. Elektroforese baserer seg
pa at ulike fragmenter i lgsning vil migrere ved forskjellige hastigheter under pavirkning av et
elektrisk felt. Hvert ion i lgsningen vil bevege seg mot elektroden med motsatt ladning.
Hastigheten hos de ulike fragmentene varierer ut ifra molekylstarrelse, spenning, buffer (pH)
og komponentenes konfigurasjon (Weston, 1997). Kationer vil migrere mot den negativt
ladde katoden, anioner migrerer mot den positivt ladde anoden mens ngytrale fragmenter ikke
vil migrere (Harvey, 2016). Ettersom fosfatgruppene i nukleotider er negativt ladet ved
ngytral pH, vil PCR-produktene vandre mot anoden. Tradisjonelt har elektroforese blitt utfart
pa et stgttemedium, som gel eller papir. Kapiller elektroforese har blitt til som en alternativ
form for vanlig elektroforese. Ved denne typen elektroforese vil den ledende bufferen holdes
inne i et kapillaerrer (Weston, 1997). En fordel med kapilleer elektroforese er at metoden kan
skille pa starrelser helt ned til ett basepar, og det trengs kun sma prgvevolum, noe som igjen
minsker sjansen for at tilstedeveerelsen av andre analytter og forurensning i pregven kan virke

inn pa resultatet (Rifai et al., 2019b). Konsentrasjonen/styrken til bandene dannet ved



elektroforese kan oppgis i molaritet. Ved kapiller gelelektroforese benyttet etter 16S rRNA-

gen PCR, sier molariteten noe om hvor mye DNA som er amplifisert under PCR-reaksjonen.

1.5 Identifisering av bakterier fra 16S rRNA-gen PCR

16S rRNA-gen PCR vil i teorien kunne amplifisere DNA fra alle bakterier til stede i en
prgve. Derfor er det ngdvendig a sekvensere PCR-produktet for a identifisere den enkelte
bakterien ved hjelp av bakteriens DNA. Sekvensering gar ut pa a bestemme basesekvensen til
PCR-produktet, for sa @ sammenlikne denne sekvensen med andre sekvenser i ulike
databaser. PA AMM benyttes Sangersekvensering, ogsa kalt dideoxy-sekvensering, til dette
formalet. Sangersekvensering benytter i farste steg konvensjonell PCR for & amplifisere det
genomradet som er av interesse (Rifai et al., 2019c). Deretter falger en kjedeterminerende
metode som ble utviklet i 1977 av Frederick Sanger (F Sanger et al., 1977). Metoden benytter
spesifikt fluorescensmerkede dideoxynukleotider (ddNTP), kalt fargeterminatorer, samt
umerkede deoxynukleotider til amplifisering av gensekvenser ved konvensjonell PCR (Jill E
Clarridge 111, 2004). Dideoxynukleotidene skiller seg fra deoxynukleotidene ved at de
mangler 3"-hydroksylgruppe pa pentoseringen (Figur 7). Dette hindrer videre elongering av
DNA-sekvensen, fordi det ikke kan dannes en ny fosfodiesterbinding mellom nukleotidene
(Rifai et al., 2019c). Resultatet av sekvenseringen er en blanding av PCR-produkter med
varierende lengde. Disse PCR-produktene begynner i samme primersete og avsluttes med en
fluorescensmerket ddNTP i ulike posisjoner. Under kapillerelektroforese separeres
fragmentene etter lengde, da de korte og negativt ladde fragmentene beveger seg raskere mot
den positivt ladde elektroden. DNA-fragmentene vil i naerheten av den positive elektroden
bevege seg gjennom en laserstrale. De fire fargeterminatorene er merket med forskijellige
fluorescensmerkede baser, og vil dermed avgi hver sine karakteristiske spektre nar de blir
truffet av laseren. Signalspekteret til de ulike DNA-fragmentene fremstilles i et
elektroferogram, og kan benyttes for & bestemme hele basesekvensen til PCR-produktet (Jill
E Clarridge 111, 2004).
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Figur 7: Forskjellen pa ddNTP og dNTP. Figuren viser hvordan ddNTP skiller seg fra dNTP, ved at ddNTP mangler 3 -
hydroksylgruppen (OH-gruppen) pa pentoseringen. (Rye et al., 2016)

1.6 Hensikt med oppgaven
Hensikten med oppgaven var a undersgke to nye primersett som kan veere av interesse a

benytte i den universelle 16S rRNA-gen PCR-analysen ved Avdeling for medisinsk
mikrobiologi (AMM) pa St. Olavs hospital. Disse to primersettene ble vurdert opp mot
rutineprimerne som har blitt benyttet i avdelingens rutinediagnostikk siden 2007. Resultatet
fra denne oppgaven er av interesse for AMM som benytter 16S rRNA-gen PCR i sin
identifisering av bakterier i pasientprgver hvor bakteriell infeksjon i mindre grad lar seg
pavise ved dyrkning. Laboratoriet gnsker a benytte primere som har en hgy grad av
sensitivitet og spesifisitet. Med spesifisitet menes det at primerne kun binder seg til bakterielt
DNA, og ikke noe annet i prgven. Dette har vert et problem med rutineprimerne pa grunn av
kryssreaktivitet med humant DNA. Humant DNA kan virke interfererende ved elektroforese
og sekvensering slik at det kan bli vanskeligere & identifisere den spesifikke bakterien i
praven. Det er ogsa gnskelig med primere som reagerer minst mulig med bakterielt DNA i
reagenser, da DNA-frie reagenser er vanskelig a garantere. De to andre primersettene som
omtales i oppgaven er primersett som er beskrevet i litteratur, og som i tidligere studier har
vist liten grad av kryssreaksjoner med humant DNA (Bjerkan et al., 2012; Kommedal et al.,
2012). Sensitiviteten til et primersett omhandler i hvor stor grad primersettet kan detektere
lave konsentrasjoner av bakterielt DNA. Laboratoriet stiller krav til at de nye primersettene
skal veere minst like gode som rutineprimerne, men helst bedre enn rutineprimerne de

benytter i dag.
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2 Materiale og metode

2.1 Prgve- og kontrollmateriale

Falgende pasientmateriale ble benyttet i oppgaven: 10 eluat fra tidligere pasientprever
(Tabell 1), 2 leddvaeskepraver og 2 vevsprgver (Tabell 2). Oppgaven er en del av
Sykehuslaboratoriets arbeid med kvalitetssikring. Prosjektet er derfor fritatt fra & sake
regional etisk komité (REK) om godkjenning, og informert samtykke fra pasientene er derfor
ikke ngdvendig a innhente her. Av kvalitetskontroller ble fglgende benyttet: 22 interne
kvalitetskontroller, 26 bakteriestammer og 2 gjeersoppkulturer (AMM, Tabell 3).
Mycobacterium tuberculosis («<MYCO1+», ATCC 25177) ble benyttet som intern positiv
kvalitetskontroll. Som negativ kontroll ble det benyttet PCR-reaksjonsmiks med aktuelt
primersett. Det ble ogsa benyttet enzymkontroller, som besto av alle enzymer og reagenser

som ble benyttet under forbehandlingen og ekstraksjon av prevematerialet.

Tabell 1: Humant prevemateriale. Oversikt over humant prgvemateriale benyttet i oppgaven. Fire av pravene
var ut ifra tidligere analysering definert som negative, mens seks av prgvene var definert som positive med
hensyn til tilstedeveerelse av bakterier. Seks av prgvene (indikert med b) viste i tillegg tilstedeveerelse av humant
DNA. Disse ti prgvene ble analysert ufortynnet og fortynnet 1:10. Dette er rutine ved AMM, da hgy
konsentrasjon av humane komponenter i prgven kan fare til inhibisjon av PCR-reaksjonen.

Prave nr. Prgvemateriale Tidligere funn ved sekvensering®
Progve 1 Abscessinnhold, nyre Ureaplasma parvum
Prgve 2 Beinmarg Negativ

Prgve 3 Abscess, hode Streptococcus pneumoniae
Prove 4 Puss, uterus Mycoplasma hominis
Prove 5° Vev, aorta Borrelia afzelii

Prove 6° Leddvaske, kne Negativ

Prove 7° Aortaklaff (implantat) Enterococcus faecalis
Prove 8 Leddvaske, albue Negativ

Prgve 9° Vev, hjerteklaff Negativ

Prgve 10° | Vev, mitralklaff Corynebacterium species

autfgrt med rutinemetode pa AMM
bfunn av fragmenter rundt 700 bp ved kapiller gelelektroforese (indikerer humant DNA)

Tabell 2: Prgvemateriale for undersgkelse av inhibisjon. Oversikt over prgvemateriale
benyttet ved undersgkelse av humane komponenters inhiberende effekt.

Prave nr. Prgvemateriale

Prove A Veyv, hjerteklaff

Prgve B Vev, bekken

Prove C Leddveeske, ukjent lokalisasjon
Prgve D Leddvaske, hofte
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Tabell 3: Kvalitetskontroller. Oversikt over positive kvalitetskontroller
benyttet for & undersgke primersettenes evne til & detektere bakterier,

samt kontrollenes referanse-stammenummer.

Mikrobe Referanse-
stammenummer
Acinetobacter baumannii CCUG 19096
Aeromonas veronii CCUG 27821T
Bacillus cereus CCUG 36925
Bacteroides fragilis CCUG 4856T
Bartonella henselae MBC 005
Burkholderia cepacia CCUG 12691
Campylobacter jejuni MBC 008
Candida albicans CCUG 19915
Candida albicans CCUG 32723
Enzymkontroll Candida albicans tilhgrer CCUG 32723
Capnocytophaga canimorsus CCUG 53895
Clostridium difficile CCUG 4938
Clostridium perfringens CCUG 1795T
Corynebacterium renale CCUG 27542T
Coxiella burnetti *
Cutibacterium acnes *
Egerthella lenta CCUG 34779
Eikenella corrodens CCUG 2138
Enterobacter cloacae CCUG 6323T
Enterococcus faecalis CCUG 9997
Escherichia coli CCUG 37382
Escherichia coli (EIEC) CCUG 4606
Francisella tularensis CCUG 2112
Fusobacterium necrophorum CCUG 9994T
Granulibacter bethesdensis ATCC BAA-1260
Haemophilus influenzae CCUG 33775
Hafnia alvei ACC A2-60***
Heliobacter pylori ATCC 43504
Kingella kingae CCUG 352T
Klebsiella pneumoniae CCUG 56233
Kluyvera georgiana A2-36***
Legionella pneumophila CCUG 33058
Listeria monocytogenes CCUG 33058
Moraxella catarrhalis CCUG 353
Mycobacterium tuberculosis (+ktr) | ATCC 25177
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226
Neisseria menigitidis gr. B CCUG 23101
Pasteurella multocida CCUG 43504
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Fortsettelse tabell 3: Kvalitetskontroller

Mikrobe Stammenummer
Proteus mirabilis ATCC 35659
Pseudomonas aeruginosa CCUG 17619
Salmonella enteritidis CCUG 27021
Staphylococcus aureus CCUG 15915
Staphylococcus epidermidis CCUG 23118
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13636
Streptococcus agalactica CCUG 4208
Streptococcus anginosus CCUG 223
Streptococcus pneumoniae CCUG 33638
Streptococcus pyogenes CCUG 33061
Vibrio cholerae MBC 118
Yersinia enterocolitica CCUG 25567

*Ekstrahert fra pasientmateriale,

**Kommer fra stammebanken hos AMM, St. Olavs hospital

2.2 PCR-primere

PCR-amplifikasjon av 16S rRNA-genet ble utfgrt ved & benytte tre ulike primersett som

dekket ulike variable og konstante omrader av 16S rRNA-genet. Videre i oppgaven vil disse
tre primersettene refereres til som rutineprimere (341F, 927 R), 966F (966F, 1405R) og DPO
(DPO-F, DPO-R). Rutineprimersettet benyttes per dags dato i rutinediagnostikken ved AMM,

mens 966F- og DPO-primersettene er beskrevet i litteratur (Bjerkan et al., 2012; Kommedal

et al., 2012). Basesekvensene til primersettene er vist i Tabell 4. Genposisjonene som de ulike

primerne er rettet mot, refererer til 16S rRNA-gensekvensen til Escherichia coli (Accession

number AB035926), hentet fra databasen GENBANK (Escherichia Coli 0157, 2016).

Primersettene benyttet i denne oppgaven ble kjgpt fra TIB MOLBIOL (Tyskland).

Tabell 4: Primersekvenser. Tabellen gir en oversikt over primersekvensene til de tre primerparene som her
benyttes i 16S rRNA-gen PCR: Rutineprimere, 966F og DPO. Hvert primersett bestar av en forward og revers
sekvens, og de dekker ulike variable omrader av 16S rRNA-genet. DPO-primerne inneholder Locked Nucleic
Acid; modifiserte RNA-nukleotider som blant annet gir gkte hybridiseringsegenskaper.

Primer navn  |Forward primer sekvens Revers primer sekvens Produkty Varlaobe It
lengde | omrade
Rutineprimer |5 — CCTACGGGAGGCAGCAG -3’ 5> — CCCGTCAATTCATTTGAGTTT -3’ 580 bp | V3-V5
966F 5> — GCAACGCGAAGAACCTTAC -3’ 5" — CGGGCGGTGTGTACAAG -3’ 440bp | V5-V8
DPO 5" — AGAEGTTTgATCMTGGCTCAIIMAACGCT — 3’ |5 — CGCGGCTGCTGGCAIIAITTRGC —3" | 520bp | V1-V3

g indikerer en «Locked Nucleic Acid», | er deoxyinosine, R er Aeller G, Mer Aeller C.
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2.3 Reagenser

Tabell 5 gir en oversikt over reagenser (produsent, land) som ble benyttet i forbindelse med
valideringen av primere til 16S rRNA-gen PCR. Tilhgrende lot nr. kan finnes i Vedlegg 3.

Tabell 5: Reagenser. Tabellen viser en oversikt over reagenser (produsent, land) benyttet i oppgaven.

Analyse

Reagenser

Produsent (firma, land)

Reaksjonsmiks ved 16S
rRNA-gen PCR

Quanta PerfeCTa® SYBR Green
FastMix

Quantabio, USA

PCR Grade H.0

Roche diagnostics, Sveits

Enzymbehandling

Tris EDTA(TE)-buffer (pH 7,5)

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Laget av substratenhet,
AMM St. Olavs Hospital

Proteinase K

Qiagen, Tyskland

Lysozyme

Mutanolysin

Lysostaphin

Sigma Aldrich, Tyskland

NS-buffer/Nuclisens Lysis buffer

Biomérieux, USA

Ekstraksjon ved
Nuclisens easyMAG

Nuclisens Extraction buffer 1-3

Nuclisens Lysis buffer

Nuclisens Magnetic silica

Biomérieux, USA

DNA 7500 Chip

i GelDye Mix
Kapilleer y Agilent, USA
gelelektroforese DNA 7500 Markgr
DNA Ladder
Rensetrinn 1 Illustra ExoProStar 1-step Cytiva, USA

Reaksjonsmiks ved
sekvensreaksjon

BigDye Terminator

BigDye Terminator
Sequencing Buffer

Rensetrinn 2

BigDye Xterminator
Solution Buffer

SAM Solution

Thermo Fisher Scientific,
USA

Benyttet ved flere
anledninger

Molecular Grade Water (MGW)

G-biosciences, USA

2.4 Krav til positiv prgve ved 16S rRNA-gen PCR og sekvensering

For & avgjere om en prgve er positiv eller negativ for bakteriefunn ble det tatt utgangspunkt i

baseparstarrelsen til PCR-produktet. Tabell 4 viser hvilke baseparlengder det forventes at

PCR-produktene har. Vurderingen ble gjort ved a studere elektroforeseresultater.

Enzymkontroll og negativ kontroll skal normalt ikke ha dannelse av PCR-produkt og derav
heller ikke ha band etter kapillaer gelelektroforese (=negativ). Dersom enzymkontroll eller

negativ kontroll derimot hadde band under elektroforesen, matte dette bli tatt i betraktning
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ved vurderingen av prgven. Hvis prgven hadde band av samme starrelse (bp) og molaritet
(nmol/L) som enzymkontroll og negativ kontroll ble praven vurdert som negativ, da utslaget i
prgven ble tolket som bakteriell forurensning i reagenser. Dersom enzymkontroll og negativ
kontroll var negative ved elektroforese og PCR-produktet til praven hadde band av forventet
baseparstarrelse, ble prgven vurdert som positiv og sekvensert for & identifisere
tilstedeveerende bakterieart. Sekvenser funnet i praven ble sammenliknet med sekvenser
funnet i GenBank-databasen National Center for Biotechnology Information (NCBI) BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi). | denne oppgaven ble kriteriet >99% lik ID benyttet

for bakteriespecies, og >97% ID for bakteriegenus. Et annet kriterium for
speciesidentifikasjon er at det skal veere 0,5% avstand i ID til neste foreslatte bakteriespecies
i BLAST (Ref. AMM, St. Olavs hospital).

2.5 Prgveopparbeidelse

2.5.1 Enzymbehandling og ekstraksjon av bakteriekulturer
Ut ifra gram-egenskap og morfologi ble det gjennomfart ulik forbehandling av

bakteriekulturene fgr ekstraksjon, som vist i flytskjema i Vedlegg 1 og Vedlegg 2.
Enzymbehandlingen gikk ut pa a riste en bakteriekoloni av gram positive bakterier i en
enzymblanding (Tabell 6). Bakterielgsningen ble inkubert pa Eppendorf Thermomixer
comfort (Eppendorf AG, Tyskland) ved 37°C i 15 min, deretter ved 65°C i 15 min far
ekstraksjon. Gram-negative bakterier til PCR av 16S rRNA-gen trengte ingen
enzymbehandling. 1 bakteriekoloni ble ristet i 100 uL PBS (pH 7,2, laget av substratenhet St.
Olavs hospital), og inkubert pa Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Tyskland)
ved 95°C. Etter enzymbehandling ble bakteriesuspensjon i enzymlgsning ekstrahert pa
instrumentet NucliSens easyMAG (bioMérieux, USA). Dette er et instrument som ekstraherer
nukleinsyrer ved & benytte magnetiske silicakuler for rensing av nukleinsyrene i

prevematerialet. Se Tabell 5 for reagenser benyttet under ekstraksjon.
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Tabell 6: Innhold i enzymblanding. Oversikt over
innhold i enzymblanding benyttet til forbehandling
av gram positive bakterier til 16S rRNA-gen PCR.

Reagenser/Enzymer Volum (uL)
Tris EDTA-buffer (pH 7,5) 267
Lysozyme 15
Proteinase K 6
Mutanolysin 6
Lysostaphin 6

2.5.2 Enzymbehandling og ekstraksjon av humant prgvemateriale tilsatt bakterier
To vevspraver og to leddveaskepraver ble benyttet for & undersgke hvordan tilstedeveerelse av

humant prevemateriale pavirket deteksjonen av bakteriearter. Prgvene matte enzymbehandles
far ekstraksjon, for a frigjgre DNA gjennom destruksjon av celleveggen til potensielle
bakterier. Enzymbehandlingen ble utfgrt ved a tilsette reagenser og enzymer, samt
bakteriesuspensjon av S. aureus (CCUG 15915) og E. coli (CCUG 17620) til prevematerialet
(Tabell 7). Ved vev som prgvemateriale ble enzymblandingen inkubert ved 37°C i 15
minutter, etterfulgt av 55°C over natt pa Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf AG,
Tyskland). Leddveesker ble inkubert ved 37°C i 15 minutter, etterfulgt av 65°C i 15 minutter
pa Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Tyskland). Pravene ble etter
enzymbehandling ekstrahert pa NucliSens easyMAG (bioMérieux, USA).

Tabell 7: Forbehandling av pasientprgver. Innhold i enzymblanding til forbehandling av klinisk prgvemateriale
tilsatt en bestemt mengde bakterier.

Reagenser/Enzymer Volum (uL)
Vev: NS-buffer 180
+ 25 mg prgvemateriale

Leddveske: Prgvemateriale 180
Proteinase K 20
Lysozyme 15
Lysostaphin 6
Bakteriesuspensjon m/ 150 000 bakterier 10

2.6 PCR-program benyttet ved 16S rRNA-gen PCR
16S rRNA-gen PCR-programmet som ble benyttet er beskrevet i Tabell 8. Dette programmet

ble optimalisert ved a undersgke primersettene ved ulik hybridiseringstemperatur (55-65°C),
elongeringstid (10, 20 og 30 sek) og antall sykluser (35 og 45 sykluser). Instrumentet som ble
benyttet ved alle PCR-analysene var CFX96 Real-Time system C1000 Touch Thermal Cycler
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(BioRad, USA). Se Tabell 5 for beskrivelse av reaksjonsmiks benyttet ved 16S rRNA-gen

PCR. Det ble for hvert av primersettene benyttet en konsentrasjon pa 3 pM.

Tabell 8: PCR program. Tabellen gir en oversikt over de metodiske betingelsene som ble benyttet ved 16S
rRNA-gen PCR.

Trinn Temperatur (°C) Tid

Initiell polymeraseaktivering 95 3 min
Denaturering 95 10 sek
Hybridisering 35 PCR-sykluser 58 15 sek
Elongering 72 20 sek

2.7 Kapilleer elektroforese og sekvensering av PCR-produkt
PCR-produktene ble analysert pa Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA) med Agilent

DNA 7500 kit (Agilent, USA), som har et maleomrade fra 100 til 7500 basepar. Dette er et
instrument som ved bruk av kapiller elektroforese kan analysere nukleinsyrer, proteiner og
celler. Prevematerialet ble tilsatt en 12-brgnns DNA 7500 Chip, tilsatt GelDye Mix og DNA
7500 Marker (Tabell 5). En egen brgnn i DNA 7500 Chip ble tilsatt DNA Ladder, som

fungerte som en stgrrelsesmarkar under elektroforesen.

2.7.1 Rensing av PCR-produkt og sekvenseringsreaksjonen
Etter analysering med Agilent 2100 Bioanalyzer ble PCR-produktet renset med

Illustra ExoProStar 1-step (Cytiva, USA) pa Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler
(Applied Biosystems, USA). Denne rensingen ble utfgrt for & bryte ned overflgdige primere
og nukleotider uten tap av selve PCR-produktet. Etter rensing av PCR-produktene ble det
utfart en sekvenseringsreaksjon i form av konvensjonell PCR pa CFX96 C1000 Touch
Thermal Cycler (BioRad, USA), se Tabell 9 for PCR-program og Tabell 5 for beskrivelse av

reaksjonsmiks. Det ble for hvert av primersettene benyttet en konsentrasjon pa 3,2 uM.

Tabell 9: PCR-program sekvenseringsreaksjon. Tabellen gir en oversikt over de metodiske betingelsene som
ble benyttet ved sekvenseringsreaksjonen.

Trinn Temperatur (°C) Tid
Initiell polymeraseaktivering 96 1 min
Denaturering 96 10 sek
Hybridisering 25 PCR-sykluser 50 5 sek
Elongering 60 4 sek
Hold 4 0
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2.7.2 Rensing av sekvenseringsprodukt
Etter sekvensreaksjonen ble det utfert et nytt rensetrinn for a fjerne overflgdige

fargeterminatorer og frie salter i sekvenseringsproduktet. Dette ble utfgrt for a hindre
pavirkning av kvaliteten pa avlesningen av sekvensene. Det ble benyttet BigDye
XTerminator ® Purification kit (ThermoFisher Scientific, USA), som bestar av de to
reagensene BigDye XTerminator Solution Buffer og SAM Solution. Big Dye XTerminator
fjerner overflgdige fargeterminatorer og frie salter fra sekvenseringsreaksjonen, mens SAM

Solution forbedrer virkningen av XTerminator Solution og stabiliserer rensereaksjonen.

2.7.3 Sekvensering av PCR-produkt
Etter rensingen ble prgvene analysert pa sekvensatoren ABI 3500xL Genetic Analyzer

(Thermo Fisher Scientific, USA), som er et automatisert kapillaerelektroforeseinstrument som
separerer fluorescensmerket DNA i et elektroferogram. Elektroferogrammet ble videre
behandlet i dataprogrammet BioNumerics versjon 7.6.1 (Applied Maths - a bioMeérieux
company, USA). Kvaliteten til PCR-produktenes elektroferogram ble vurdert, og
nukleotidsekvensene til produktene ble fremstilt i BioNumerics-programmet. PCR-
produktenes sekvenser ble videre sammenlignet med DNA-sekvenser i GenBank-databasen

ved hjelp av dataprogrammet NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Resultatet herfra kunne identifisere hvilken bakterie PCR-produktet stammet fra.

2.8 Evaluering av primersettenes sensitivitet

Sensitiviteten til primerne ble evaluert ut ifra en tifolds fortynningsrekke med utgangspunkt i
0,5 McFarland av Staphylococcus aureus (CCUG 15915) og Escherichia coli (CCUG
17620). 0,5 McFarland tilsvarer 1,5-108 Colony forming units (CFU)/mL. Ved & kjenne den
ngyaktige bakteriekonsentrasjonen i hver av prgvene som ble analysert pa 16S rRNA-gen
PCR, kunne resultatet benyttes til & si noe om primenes evne til a detektere bakterier ved lave
konsentrasjoner. Det var gnskelig at primerne hadde hgy sensitivitet for & minimere
sannsynligheten for falsk negative resultater. NCBI ble benyttet for a finne antall repeterende
sekvenser av 16S rRNA-genet i genomet til Staphylococcus aureus og Escherichia coli
benyttet i sensitivitetsforsgket. S. aureus har fem repeterende sekvenser (Accession number:
NZ_CP014383.1), mens E. coli har syv repeterende sekvenser (Accession number
NZ_CP054414.1).
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3 Resultater

3.1 Optimalisering av PCR-program

Optimaliseringen av PCR-programmet ble utfgrt for a undersgke hvilke PCR-betingelser som
ga de mest optimale resultatene for hvert av primersettene ved 16S rRNA-gen PCR. | tillegg
ble det undersgkt om det var mulig a benytte samme PCR-program for de tre primersettene.
Optimaliseringen ble utfert ved a undersake pavirkningen forskjellige
hybridiseringstemperaturer (55-65°C), elongeringstider (10 sek, 20 sek og 30 sek) og antall
sykluser (35 og 45) hadde pa dannelsen av PCR-produkt. Resultatene viste at alle
primersettene kunne analyseres pa samme PCR-program (Tabell 8). Ved optimaliseringen av
hybridiseringstemperaturen viste resultatene at 966F-primersettet og DPO var
temperaturstabile i hele det undersgkte temperaturomradet. Rutineprimersettet var derimot
kun temperaturstabil i omradet 55-61°C. 58°C ble valgt som hybridiseringstemperatur.
Undersgkelsen av elongeringstid viste at 20 sekunder var tilstrekkelig elongeringstid for
amplifisering av PCR-produkt ved bruk av alle de tre primersettene. Resultatet ved bruk av
45 sykluser bar preg av mye bakgrunnsstay for alle primersettene. Denne bakgrunnsstgyen
ble derimot unngatt ved a redusere antall sykluser til 35. Se Vedlegg 4 resultatene fra

optimaliseringen.

3.2 Primersettenes evne til a detektere 16S rRNA-genet i et bredt spekter av
bakteriearter
Primersettenes evne til & binde seg til og detektere 16S rRNA-genet i et bredt spekter av

bakterier ble undersgkt. Dette ble utfart ved a analysere et bakteriepanel bestaende av 26
bakteriestammer, 2 gjeersoppkulturer og 22 interne kvalitetskontroller fra AMM (Tabell 3).
Pravene i bakteriepanelet ble analysert pa 16S rRNA-gen PCR med de tre primersettene.
Resultatet fra spesifisitetstestingen viser at alle de tre primersettene detekterer alle
bakterieartene i panelet (Tabell 10). Gjarsoppen Candida albicans (CCUG 19915 og CCUG
32723) har ikke 16S rRNA-genet og kan derfor betraktes som en negativ kontroll. Derfor kan
Ct-verdiene trolig skyldes bakteriell forurensing av reagenser og ikke kryssreaktivitet med
gjeersoppen, da enzymkontrollen har sapass like Ct-verdier som C. albicans. 1 tillegg viste
smeltekurven til C. albicans dannelsen av produkter med annet smeltepunkt enn den positive
kontrollen, samt en avvikende form med en sekundeer (bred og uspesifikk) smeltetopp (Figur
8).

19



Tabell 10: Bakteriepanel. Oversikt over PCR-resultat fra analysering av bakteriepanelet pa 16S rRNA-gen PCR

med de tre primersettene.

. Ct-verdi
Mikrobe Rutine | 966F DPO
Acinetobacter baumannii (CCUG 19096) 16,19 16,27 18,38
Aeromonas veronii (CCUG 27821T) 17,70 18,03 19,18
Bacillus cereus (CCUG 36925) 14,16 14,44 15,46
Bacteroides fragilis (CCUG 4856T) 17,63 20,63 19,10
Bartonella henselae (MBC 005) 21,47 22,00 23,63
Burkholderia cepacia (CCUG 12691) 16,03 15,78 17,23
Campylobacter jejuni (MBC 008) 28,95 26,24 28,39
Candida albicans (CCUG 19915) 29,07 29,91 31,71
Candida albicans (CCUG 32723) 29,33 29,38 32,37
Enzymkontroll (C. albicans CCUG 32723) 31,22 30,21 32,12
Capnocytophaga canimorsus (CCUG 53895) 20,42 24,36 22,20
Clostridium difficile (CCUG 4938) 25,06 24,30 26,46
Clostridium perfringens (CCUG 1795T) 11,88 11,71 13,04
Corynebacterium renale (CCUG 27542T) 15,50 15,69 17,11
Coxiella burnetti (ekstrahert fra pasientmateriale) 29,48 24,33 26,31
Cutibacterium acnes (ekstrahert fra pasientmateriale) 17,90 17,78 19,67
Egerthella lenta (CCUG 34779) 19,10 19,39 21,03
Eikenella corrodens (CCUG 2138) 15,17 15,38 17,04
Enterobacter cloacae (CCUG 6323T) 13,25 13,65 14,62
Enterococcus faecalis (CCUG 9997) 11,93 12,55 13,16
Escherichia coli (CCUG 37382) 12,19 12,70 13,76
Escherichia coli, enteroinvasiv (EIEC) (CCUG 4606) 17,16 17,41 19,12
Francisella tularensis (CCUG 2112) 18,58 18,59 20,54
Fusobacterium necrophorum (CCUG 9994T) 15,04 15,25 16,45
Granulibacter bethesdensis (ATCC BAA-1260) 12,80 12,96 14,40
Haemophilus influenzae (CCUG 33775) 11,34 11,76 12,67
Hafnia alvei (ACC A2-60) * 13,04 13,21 14,21
Heliobacter pylori (ATCC 43504) 29,35 27,15 28,64
Kingella kingae (CCUG 352T) 28,43 28,25 30,91
Klebsiella pneumoniae (CCUG 56233) 17,70 17,03 18,92
Kluyvera georgiana (A2-36) * 13,51 13,50 14,88
Legionella pneumophila (CCUG 33058) 22,41 22,69 24,19
Listeria monocytogenes (CCUG 33058) 24,64 24,90 26,38
Moraxella catarrhalis (CCUG 353) 16,45 16,34 18,06
Mycobacterium tuberculosis +ktr (ATCC 25177) 24,01 23,31 25,13
Neisseria gonorrhoeae (ATCC 49226) 24,51 24,35 26,68
Neisseria menigitidis gr. B (CCUG 23101) 17,32 17,10 20,06
Pasteurella multocida (CCUG 43504) 14,52 14,75 16,16
Proteus mirabilis (ATCC 35659) 12,82 12,85 14,28
Pseudomonas aeruginosa (CCUG 17619) 13,03 13,70 14,56
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Fortsettelse Tabell 10: Bakteriepanel

. Ct-verdi
Mikobe Rutine | 966F | DPO
Salmonella Enteritidis (CCUG 27021) 25,64 25,65 27,32
Staphylococcus aureus (CCUG 15915) 20,96 20,59 22,65
Staphylococcus epidermidis (CCUG 23118) 25,04 24,33 26,45
Stenotrophomonas maltophilia (ATCC 13636) 15,82 15,91 17,33
Streptococcus agalactiae (CCUG 4208) 24,47 24,44 26,03
Streptococcus anginosus (CCUG 223) 12,39 12,81 13,60
Streptococcus pneumoniae (CCUG 33638) 23,86 24,18 25,44
Streptococcus pyogenes (CCUG 33061) 13,48 13,83 14,47
Vibrio cholerae (MBC 118) 27,15 28,21 29,81
Yersinia enterocolitica (CCUG 25567) 27,40 27,61 29,51

*kommer fra stammebanken hos AMM, St. Olavs hospital
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Figur 8: Smeltekurve Candida albicans (CCUG 19915). Figuren viser smeltekurven til den ene Candida

albicans-prgven i bakteriepanelet. De rgde kurvene («kMYCO1+») er av god kvalitet (smal og hgy). Den grgnne
(rutine), bla (966F) og gule (DPO) kurven har en lavere kvalitet. Disse kurvene har bredere og lavere topper, i
tillegg til at kurven til rutineprimerne to topper. Dette indikerer dannelsen av uspesifikke produkter.
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3.3 Primersettenes sensitivitet
Sensitivitetstesting ble utfart for & undersgke primernes evne til & detektere lave

konsentrasjoner av bakterier i en prgve. Sensitiviteten til de tre primersettene ble undersgkt ut
ifra en tifolds fortynningsrekke av referansestammene S. aureus (CCUG 15915) og E. coli
(CCUG 17620) med utgangspunkt i 0,5 McFarland (tilsvarer 1,5-102 CFU/mL). For &
definere om en prgve var positiv eller negativ, ble den sammenliknet med enzymkontrollen,
og det ble vurdert om det var en logaritmisk gkning av Ct-verdi til neste fortynning (i
prinsippet ca. 3,3 Ct-verdier). Ved bruk av rutineprimer og primersettet 966F, ble S. aureus
pavist i praven ved konsentrasjoner ned til og med 1,5-10* CFU/mL. Teoretisk tilsvarer dette
273 CFU per PCR-reaksjon. Ved bruk av DPO ble bakterien S. aureus identifisert i pragven
ved konsentrasjoner ned til 1,5-10° CFU/mL. Teoretisk tilsvarer dette 27 CFU per PCR-
reaksjon. Bruk av DPO-primersettet gir dermed en hgyere sensitivitet enn de to andre
primersettene. Ved 16S rRNA-gen PCR kunne hver av de tre primersettene pavise bakterien
E. coli i preven ved konsentrasjoner ned til 1,5-10° CFU/mL. Teoretisk tilsvarer dette 2727
CFU per PCR-reaksjon. For E. coli kan det ha oppstatt en fortynningsfeil, da det er en
avvikende stor differanse mellom Ct-verdiene til konsentrasjonene 1,5-10° CFU/mL og
1,5-10* CFU/mL. Grunnet tidsmangel ble det ikke mulighet til & repetere forsgket. Se

Vedlegg 5 for oversikt over alle Ct-verdier fra sensitivitetsforsgket.

3.4 Kan tilstedeveaerelse av pasientmateriale pavirke primersettenes deteksjon
av bakterier?
Det ble undersgkt om tilstedevarelsen av pasientmateriale kunne interferere med

primersettene og pavirke bakteriemengden som detekteres ved 16S rRNA-gen PCR. Fire
bakterie-negative pasientpragver ble hver tilsatt 150 000 CFU av S. aureus eller E. coli far
enzymbehandling og ekstraksjon (Viota= 200pL). I tillegg ble det analysert kontroller med S.
aureus og E. coli som inneholdt det samme bakterieantallet som pasientprgvene. Tre av
prgvene (A-C) som ble tilsatt S. aureus, oppnadde ved 16S rRNA-gen PCR Ct-verdier som
var i neerheten av Ct-verdiene oppnadd for bakteriekontrollen (Tabell 11). Det samme gjaldt
for prave A-C tilsatt E. coli (Tabell 12). Den minimale forskjellen i Ct-verdier oppnadd
mellom de tre prgvene og bakteriekontrollen indikerer at innhold av humant prgvemateriale

ikke pavirker primersettenes evne til a kunne detektere bakterier i disse prgvene.
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Prave D viste en mer avvikende Ct-verdi i forhold til bakteriekontrollene. Prgve D viste ogsa

en avvikende kurve ved 16S rRNA-gen PCR med tilngrmet identisk Ct-verdi for 966F- og

DPO-primersett og hgyere Ct-verdi for rutineoppsett, og inhibisjon av PCR-reaksjonen ble

mistenkt & veere medvirkende. Dette skjedde for alle primersettene. Problemet ble undersgkt

ved a lage tifolds fortynninger av prgvematerialet far PCR-analyse pa 16S rRNA-gen (Vist
for S. aureus i (Figur 9). Resultatet viser at fortynning 1:10 gir lavere Ct-verdi og en mer
karakteristisk amplifikasjonskurve enn den ufortynnede prgven, noe som sannsynliggjar
teorien om en inhiberende effekt av ett eller annet i prevematerialet i PCR-amplifikasjonen.

Tabell 11: Ct-verdier for humant prgvemateriale tilsatt

S. aureus
. Ct-verdi
Prgvemateriale :
Rutine | 966F DPO
Prave A
(vev, hjerteklaff) 21,62 | 22,61 25,14
Prove B
(vev, bekken) 22,83 | 23,06 28,08
Prgve C
(leddveeske) 22,21 | 22,73 24,97
Prave D
(leddveeske, hofte) 25,80 | 25,23 28,18
S. aureus kontroll 23,49 | 23,18 26,09
Enzymkontroll 31,66 | 33,06 34,02

Tabell 12: Ct-verdier for humant prgvemateriale tilsatt E. coli

. Ct-verdi

Prgvemateriale :

Rutine | 966F DPO
Prove A
(vev, hjerteklaff) 19,13 19,29 21,42
Prove B
(vev, bekken) 19,73 20,33 | 23,03
Prgve C
(leddveaeske) 19,24 18,94 | 21,06
Prave D
(leddveeske, hofte) 21,32 | 22,07 | 24,43
E. coli kontroll 19,50 19,69 | 22,13
Enzymkontroll 31,66 33,06 | 34,02
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Figur 9: Amplifikasjonskurve prgve D. Figuren viser amplifikasjonskurvene for prgve D tilsatt Staphylococcus

aureus (STAU) og analysert med rutineprimere (1), 966F (2) og DPO (3). Ufortynnet (UF) prave far en
ukarakteristisk kurve som fglge av inhibisjon. Ved a fortynne prgven 1:10 vil inhibitorene i prgven ha mindre

pavirkning, og kurven far en mer normal form og stigning.
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3.5 Primersettenes spesifisitet

Et primersett sin spesifisitet vurderes som 100% god dersom primerne hybridiseres til gnsket
gensekvens, samtidig som primerne unngar a hybridiseres til annet DNA i prgven. For denne
oppgaven betyr det at primersettene kun skal hybridiseres til bakteriens 16S rRNA-gen. For &
vurdere primersettenes spesifisitet og finne ut hvilke av primersettene som har minst
kryssreaktivitet med humant DNA, ble det benyttet ti pasientprgver som inneholdt bade
bakterielt og humant DNA. Disse ti pasientprgvene hadde tidligere blitt analysert med
rutineprimerne som en del av rutineanalysene pa AMM. Seks av prgvene var funnet positive
og fire av prevene var funnet negative for bakterielle funn, som vist i Tabell 1. De ti
pasientprgvene ble analysert med hver av de tre primersettene med 16S rRNA-gen PCR. Etter
16S rRNA-gen PCR ble pravene analysert med kapilleer gelelektroforese for & vurdere
lengden pa dannede fragmenter under PCR-analysen. Prgvene ble deretter sekvensert for &
bestemme hvilken bakterieart som eventuelt var til stede i prgven. De tre primersettene
rutine, 966F og DPO ble vurdert etter i hvilken grad de spesifikt amplifiserte bakterielt DNA,
uten & amplifisere humant DNA i preven. Ved bruk av DPO-primersettet ble det detektert én
bakterieart (Streptococcus dysgalactiae) i en av fire prgver (25%) som de to andre
primersettene (rutine og 966F) ikke klarte & pavise (Prave 6, Tabell 13). I tillegg kunne
bakteriefunn i PCR-produkt dannet av DPO-primersettet identifiseres med en hgy grad av
sikkerhet (ca. 99% ID). Til sammenlikning kunne PCR-produktene fra de andre primersettene
identifisere bakteriearter med mellom 89-99% ID sikkerhet. Videre kan det bemerkes av
DPO-primersettet i stor grad dannet PCR-produkter med en basestarrelse som la nert
forventet starrelse (520 bp). De to andre primersettene ga PCR-fragmenter som ved
sekvensering i starre grad avvek fra forventet baseparsterrelse. Tabell 13 gir en oversikt over
resultatet fra elektroforesen og sekvenseringen av de ti pasientprgvene (bakterieart, %I1D

score og baseparstarrelse), i tillegg til opprinnelige funn ved rutineanalysen pa AMM.
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Tabell 13: Resultat ved analysering av ti pasientprgver. Tabellen viser resultater fra vurdering av

rutineprimerne, 966F- og DPO-primersett ved analysering av humant prgvemateriale pa 16S rRNA-gen PCR.
Disse resultatene inkluderer elektroforeseresultat (Pos: positiv, Neg: negativ) og funn ved sekvensering av

PCR-produkt. Prave 2 ble ikke sekvensert, da elektroforesen viste at det ikke var dannet noen PCR-fragmenter
under 16S rRNA- gen.PCR.

Resultat elektroforese

Sekvenseringsresultat

Pr.nr. Prgvemateriale Opprinnelig funn i rutine Rutine 966E DPO Rutine 966F DPO
Ureaplasma parvum Cutibacterium acnes Ureaplasma parvum
1 Abscessinnhold, nyre  Ureaplasma parvum Pos Neg  Pos (99,15% D) (100% 1D) (98,99% ID)
586 bp 286 bp 507 bp
2 Beinmarg Neg Neg Neg  Neg Ikke sekvensert Ikke sekvensert Ikke sekvensert
Streptococeus Streptococcus pneumoniaea S. mitis/orealis/pneumoniae/sp  Streptococcus pneumoniaea
3 Abscess, hode nelﬁ’moniaea Pos  Pos  Pos (99,15% ID) (100% ID) (99,03% ID)
p 591 bp 434 bp 514 bp
Mycoplasma hominis c Mycoplasma hominis
4 Puss, uterus Mycoplasma hominis Pos Pos  Pos (95,19%) girbkgrt sekvens (98,8% ID)
375 bp¢ P 500 bp
Borrelia afzeii Borrelia afzeii Borrelia afzeii/burgdorferi
5 Vev, aorta Borrelia afzeii Pos® Pos Pos (96,17% ID) (97,04% ID) (99,19% ID)
324 hp?, 339 bp® 445 bp 502 bp
Streptococcus dysgalactiae
6 Leddvzeske, kne Neg Pos*® 2 Pos Neg® Neg® (99,03% ID)
516 bp
Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis Enterococcus faecalis
7 Aortaklaff (implantat) Enterococcus faecalis Pos” Pos  Pos (88,92% 1D) (100% 1D) (100% ID)
380 bp¢, 92 bp® 429 bp 473 bp
Humant DNA
8 Leddveeske, albue Neg Neg® Neg Neg (99,33% ID) Neg® Neg®
594 bp
Humant DNA
9 Vev, hjerteklaff Neg Neg? Pos  Neg? (100% ID) Neg® Neg®
466 bp
fe?’:))gi]se/??:r::;lillj;; Corynebacterium freneyi /sp Corynebacterium freneyi
10 Vev, mitralklaff Corynebacterium sp. Pos® Pos  Pos (96,75% ID) (100% ID) (99,37% ID)
' 428 bp 484 bp

461 bp?, 336 bp®

2 Svakt band (ca 500 bp) ved elektroforese
b Kryssreaktivitet med humant DNA

©Ingen lesbar sekvens

4 Kun forward sekvens

€ Kun revers sekvens

2 Vanskelig & vurdere pa grunn av DNA-fragment i enzymkontroll og negativ kontroll

3.5.1 Elektroforeseresultat
For & bestemme lengden og molariteten til PCR-produkt ble kapiller gelelektroforese

benyttet. Ved a se pa lengden av fragmentene til PCR-produktene kunne det avgjgres om
aktuelle PCR-produkt var av en baseparstgrrelse forenelig med bakterielt DNA, eller om
PCR-produktene skyldes DNA fra andre kilder (oftest ved amplifikasjon pa grunn av
kryssreaksjon med humant DNA). Molariteten til pravens PCR-produkt ble vurdert opp mot
molariteten til eventuelle band hos enzymkontroll og negativ kontroll, ettersom molariteten
sier noe om hvor mye DNA som er amplifisert ved PCR-reaksjonen. Hver prave ble analysert
ufortynnet og fortynnet 1:10 pa instrumentet Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA).
Rutineprimerne viser tendenser til kryssreaktivitet med humant DNA, da primersettet danner
DNA-fragmenter med lengder av bade ca. 540 bp (bakterielt DNA) og ca. 700 bp (tolket som
humant DNA) (Figur 10, brgnn 1 og 2). 966F- og DPO-primersettet viser ingen tendenser til
kryssreaktivitet med humant DNA, da de kun danner fragmenter av en bestemt starrelse for
hvert primersett (966F; ca. 440 bp, DPO; ca. 520 bp). Dette indikerer en hgyere spesifisitet
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for disse to primersettene. 966F-primersettet har i tillegg dannelse av fragmenter i den
negative kontrollen og i enzymkontrollen, noe som kan indikere at primersettet detekterer
bakterielt DNA i reagenser. De interne kvalitetskontrollene ved bruk av DPO-primersett og
rutineprimere ble som forventet (er ikke vist i Figur 10). DPO detekterer hverken humant

DNA eller bakterier i reagenser.

L Pr.5 Pr5 Enzym. Pr.5 Pr.5 Enzym +Ktr -Kir Pr.5 Pr.5 Enzym
UF 1:1 kontroll UF  1:10 kontroll ] 1:10 kontroll

(b /8
| —— | b bt Y L‘
43 3 62 30
. e 50 35 ¢t
" fa
L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figur 10: Elektroforeseresultat Prgve 5 (vev, aorta). Figuren viser stgrrelsen til DNA-fragmentene dannet
under PCR-reaksjonen. L=stgrrelsesmarkgr, Brgnn 1-3 (Rutine), brgnn 4-8 (966F), brgnn 9-11 (DPO). Den
rgde skriften angir molaritet til fragmentene (nmol/L). UF=ufortynnet prave.

3.5.2 Sekvenseringsresultat
Ved 16S rRNA-gen PCR er det ngdvendig a sekvensere PCR-produktet for & identifisere den

enkelte bakteriearten ved hjelp av bakteriens DNA. Dette ma gjgres fordi 16S rRNA-gen
PCR i teorien vil kunne amplifisere DNA fra alle bakteriearter til stede i en prave. Ved
sekvensering bestemmes basesekvensen til PCR-produktet, og denne sammenliknes deretter
med andre sekvenser i ulike databaser. Prgver som viser tilstedevarelse av bakterielt DNA
ved elektroforese ble sekvensert som beskrevet i kapittel 2.7.1-2.7.3. Figur 8 viser
sekvenseringsresultatet av preve 5. Bruk av rutineprimerne gir mye bakgrunnsstgy ved
sekvensering av PCR-produkt (Figur 11.1). Elektroferogrammet bestar her av overlappende

signaler med tilstedeveerelse av sma underliggende topper (bakgrunnsstgy), som trolig kan
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skyldes tilstedeveerelse av humant DNA (Figur 10, brgnn 1 og 2). Sammenliknet med
rutineprimerne gir bruk av 966F-primersettet et renere elektroferogram, men ogsa her er det
noe interfererende bakgrunnsstay (Figur 11.2). Bruk av DPO-primere gir det reneste
elektroferogrammet av de tre primersettene (Figur 11.3). Dette elektroferogrammet har jevne
og smale signaltopper, med en tydelig separasjon mellom toppene. Det er liten grad av

overlapp mellom signaltoppene, i tillegg til at det er fraveer av bakgrunnsstay.

1) Rutine
Bakgrunnsstgy

s.lm& A Mﬂb i ,Ul O

((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((((

AS GTCTCARTCCGGATTGAAGTCTGAAACTCSACTTCMTGAAGTTGGA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

i

,,,,,,,,,,,
ccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc

Figur 11: Elektroferogram. Figuren viser elektroferogrammet fra sekvenseringen av preve 5 (vev, aorta), ved
benyttelse av rutineprimere (1), 966F (2) og DPO (3). Hver farget kurve indikerer en bestemt base: svart kurve
indikerer basen guanin (G), rad indikerer tymin (T), bla indikerer cytosin (C) og grann indikerer adenin (A). En
topp i elektoferogrammet indikerer et signal ved avlesning i sekvenseringsreaksjonen, som falge av
fluorescensmerkede terminale baser. Elektroferogrammet viser kun sekvensutsnitt fra forward primer. Den sorte
pila viser til bakgrunnsstay som kan oppsta ved uspesifikk amplifisering av blant annet humant DNA.
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4 Diskusjon

4.1 Optimalisering av PCR-program
Det ble utfgrt en optimalisering av PCR-programmet til 16S rRNA-gen PCR av

ressursmessige arsaker. Det var hensiktsmessig for AMM dersom analysen med hvert av de
tre primersettene kunne utfgres med samme PCR-program, og dermed samme PCR-
instrument. Det at primersettene kan analyseres pa samme PCR-program gjar arbeidsflyten
ved 16S rRNA-gen PCR lettere, i tillegg til a redusere svartiden. Optimaliseringen ble utfart
ved a undersgke hvor stor pavirkning valg av hybridiseringstemperatur, elongeringstid og
antall sykluser hadde & si for resultatet. Resultatene fra disse undersgkelsene viste at det

kunne benyttes samme PCR-program ved bruk av alle de tre primersettene.

Ved optimalisering av hybridiseringstemperaturen var DPO-primersettet mest
temperaturstabilt, det vil si at det var minimal differanse i Ct-verdi for de ulike
hybridiseringstemperaturene. Dette kan ha en sammenheng med DPO-primerens strukturelle
oppbygning (Chun et al., 2007). 966F viste ogsa en stabilitet i hele temperaturomradet.
Rutineprimerne viste seg & vaere det minst temperaturstabile av de tre primersettene. Det ble
derfor bestemt at hybridiseringstemperaturen pa PCR-programmet skulle vere 58°C, da det
er denne hybridiseringstemperaturen som benyttes i 16S rRNA-gen PCR-programmet til
AMM i dag. Elongeringstiden ble bestemt til & vaere 20 sek. 10 sek var trolig litt for kort tid
til at DNA polymerasen fikk dannet PCR-produkter av riktig baseparlengde. Ved
sammenlikning av elongeringstid pa 20 og 30 sek ble det ikke observert store forskjeller. Det
er viktig at analysetiden og PCR-programmet er sa kort som mulig uten at det gar utover
kvaliteten pa analysen, og dette farte til at elongeringstiden ble satt til 20 sek. Antall sykluser
ble satt til 35 for & forhindre store mengder bakgrunnsstay. 45 sykluser ga mye
bakgrunnsstey, da elektroforesen av disse PCR-produktene viste at enzymkontrollene til
prgvene og de negative kontrollene fikk sterke band. Det at alle enzymkontrollene og
negative kontrollene dannet PCR-produkter tyder pa at det ved 45 sykluser vil kunne
amplifiseres mer av DNA i reagensene, noe som gjar det vanskelig a vurdere hva som er
positivt eller ikke. Dette vil trolig ogsa gjere det problematisk ved sekvensering, da det
amplifiseres mye annet DNA som kan forstyrre avlesningen av basesekvensen til PCR-
produktene. For & bekrefte de ulike resultatene oppnadd under optimalisering av PCR-
programmet burde det blitt utfart elektroforese og sekvensering pa alle PCR-produkt, men pa

grunn av kostnader og tidsmangel ble ikke dette utfart.

29



4.2 Primersettenes evne til & detektere et bredt spekter av bakteriearter
Primersettenes evne til & detektere et bredt spekter av bakteriearter ble undersgkt ved a

analysere et bakteriepanel (Tabell 3) pd 16S rRNA-gen PCR med hver av de tre primersettene
som er beskrevet i Tabell 4. Resultatet viste at alle tre primersettene kunne detektere alle
bakteriene i bakteriepanelet (Tabell 10). Det er gnskelig at primersettene detekterer flest
mulig bakterier (helst alle), og at de nye primersettene ikke detekterer faerre enn det

rutineprimerne gjer.

Bakteriepanelet inkluderte ogsa to prgver av gjersoppen Candida albicans, en med
tilhgrende enzymkontroll og en uten. Gjarsoppen har ikke 16S rRNA-genet og betraktes
derfor som en negativ kontroll. C. albicans-pravene ser tilsynelatende positive ut pa grunn av
dannelse av PCR-produkt med Ct-verdi rundt 29-32 sykluser (Tabell 10). Det ble derfor i
tillegg analysert en enzymkontroll tilhgrende C. albicans (CCUG 32723). Denne
enzymkontrollen har for alle de tre primersettene omtrent like Ct-verdier som C. albicans-
proven (<2 sykluser i differanse). | tillegg viste smeltekurven til C. albicans dannelsen av
produkter med annet smeltepunkt enn den positive kontrollen, samt en avvikende form med
en sekundeer (bred og uspesifikk) smeltetopp (Figur 8). Vurderingene ut ifra enzymkontrollen
og smeltekurven indikerer at Ct-verdi hos C. albicans-prgven trolig skyldes bakteriell
forurensing fra reagenser, og ikke amplifisering av gjersoppens DNA (kryssreaktivitet). Som
tidligere nevnt sa er det ikke gnskelig at primersettene gir kryssreaktivitet med humant DNA,

men det er heller ikke gnskelig med kryssreaktivitet med andre mikrober slik som gjarsopp.

Alle resultatene fra bakteriepanelet burde ha blitt bekreftet ved sekvensering. Dette hadde
gjort at primersettenes evne til & hybridiseres til 16S rRNA-genet kunne kommet tydeligere
fram. Det ville ogsa kommet tydeligere fram om primersettene faktisk detekterer den aktuelle
bakteriearten, og hvor god identifikasjon (%ID) de ulike primersettene ga. Sekvensering ble
ikke utfart pa grunn av kostnader og for kort tidsrom til utfgrelse. Som erstatning ble det
derfor valgt & kun vurdere primersettenes evne til & identifisere bakterieartene ut ifra Ct-
verdiene til prgvene, samt & undersgke om smeltekurven viste dannelse av uspesifikke
produkter (Figur 8). I tillegg til sekvensering sa vil det vere aktuelt a utfare flere forsgk for a

kontrollere resultatene.
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4.3 Primersettenes sensitivitet

Sensitiviteten til primersettene handler om i hvor stor grad primersettene detekterer lave
konsentrasjoner av bakterielt DNA. Sensitivitetsforsgket ble utfgrt pa en tifolds
fortynningsrekke av S. aureus og E. coli, med utgangspunkt i 0,5 McFarland. Det var ikke
satt noen spesifikke krav til primersettenes sensitivitet, annet enn at sensitiviteten matte veere

minst like god eller bedre enn rutineprimernes sensitivitet.

Pa grunn av ressursmangel og store kostnader ble det ikke utfart elektroforese av PCR-
produktene fra sensitivitetsforsgket. Dette hadde veert nyttig for a fa et tydeligere bilde av
sensitiviteten til primerne. | samrad med faglige veiledere ble det i stedet bestemt at Ct-
verdiene ga et tilstrekkelig sammenlikningsgrunnlag for & vurdere om aktuell fortynning var
positiv eller negativ pa PCR (Vedlegg 5). Praven ble vurdert opp mot tilhgrende
enzymkontroll, der prgven ble definert som positiv dersom den hadde en Ct-verdi som var
omtrent to Ct-verdier lavere enn enzymkontrollen. Det ble ogsa vurdert nar den logaritmiske
gkningen av Ct-verdier til neste fortynning (ca. 3,3 Ct-verdier) opphgrte. Bruk av DPO-
primersettet viste for S. aureus en hgyere sensitivitet (27 bakterier per PCR-reaksjon) enn
rutineprimerne og 966F-primersettet (273 bakterier per PCR-reaksjon). For E. coli viste alle
tre primersettene like god sensitivitet (2727 bakterier per PCR-reaksjon). Disse resultatene
indikerer at DPO-primersettet generelt har en hgyere sensitivitet enn de to andre

primersettene testet i oppgaven.

En viktig faktor som pavirker primersettenes sensitivitet er at bakterier har et varierende
antall repeterende gensekvenser av 16S rRNA-genet, og dette kan variere fra 1 kopi og opp til
15 kopier hos ulike bakteriearter (Klappenbach et al., 2001). Denne variasjonen kan gjare det
vanskelig a tolke resultater fra 16S rRNA-gen PCR, da primersettene vil ha ulik sensitivitet
ovenfor ulike bakterier. Bakterier med flere repeterende sekvenser av 16S rRNA-genet vil
kunne detekteres ved lavere konsentrasjoner, da det oppformeres flere gensekvenser per
PCR-syklus, sammenliknet med en bakterie med et mindre antall repeterende 16S rRNA-
gensekvenser. Dette forutsetter at det er et likt antall bakterier som utgangspunkt i PCR-
reaksjonen. Som beskrevet i 2.8 har S. aureus fem repeterende 16S rRNA-gensekvenser,
mens E. coli har syv repeterende gensekvenser (NCBI). Dette vil i teorien bety at dersom to

prgver inneholder en bestemt konsentrasjon av enten S. aureus eller E. coli, vil praven som
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inneholder E. coli fa en lavere Ct-verdi enn praven som inneholder S. aureus. Ved
sensitivitetsforsgket ble det analysert praver med like store mengder av bakteriene E. coli og
S. aureus (utgangspunkt i 0,5 McFarland). Resultatene fra sensitivitetsforsgket viser at S.
aureus detekteres ved en lavere konsentrasjon enn det E. coli gjer (Vedlegg 5) For E. coli kan
det ha oppstatt en fortynningsfeil som gjer at resultatene ikke er helt representative for
teorien. Det er en avvikende stor differanse mellom Ct-verdiene til konsentrasjonene 1,5*10°
og 1,5-10* CFU/mL (Vedlegg 5) og dette burde blitt undersgkt neermere ved & analysere flere

paralleller av pravene.

Ved sensitivitetsforsgket ble kun konsentrasjonen pé 0,5 McFarland (tilsvarer 1,5-108
CFU/mL) ekstrahert, og deretter ble det utfart en tifolds fortynning av eluatene ned til 1,5-10*
CFU/mL. Ved fortynningen ble sveert lave volum benyttet (pa grunn av begrenset tilgang pa
PCR Grade H20), og sjansen for at det skjer en fortynningsfeil er dermed stor. Det hadde
vaert mer riktig a ekstrahere hele fortynningsrekken for a fa et mer realistisk bilde av
ekstraksjonens evne til a trekke ut DNA fra prgvematerialet ved ulike konsentrasjoner. Dette
ble ikke gjort pa grunn av store kostnader. Eventuelle fortynningsfeil kunne pa denne maten
ogsa ha blitt unngatt.

For & undersgke sensitiviteten naermere burde deteksjonsgrensen blitt beregnet.
Deteksjonsgrensen kunne blitt benyttet for & si ngyaktig hvor lave konsentrasjoner av
bakterien primersettene detekterer. | mer spesifikke analyser er det mer realistisk med en lav
deteksjonsgrense, men ettersom 16S rRNA-gen PCR er en universell metode er det for denne
metoden noe mer urealistisk. Ettersom antall repeterende sekvenser av 16S rRNA-genet
varierer hos ulike bakteriearter er det vanskelig & beregne en bestemt deteksjonsgrense ved
16S rRNA-gen PCR, da ulike bakteriearter vil kunne ha ulike deteksjonsgrenser. Ideelt sett
burde ogsa forsgket gjentas ved at det benyttes flere konsentrasjoner i omradet rundt der
tenkelig deteksjonsgrense ligger.
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4.4 Inhibisjon ved tilstedeveerelse av humant prgvemateriale
Det ble ogsa undersgkt hvordan primersettenes evne til & detektere en bestemt mengde

bakterier ble pavirket ved tilstedevarelse av humant prgvemateriale (3.4). Dette ble gjort ved
a analysere fire humane praver som tidligere var funnet negative ved 16S rRNA-gen PCR. En
bestemt mengde av bakteriene S. aureus og E. coli (150 000 CFU) ble tilsatt i alle pravene. |
tillegg ble det analysert bakteriekontroller som var tilsatt samme antall bakterier. Ved
tilstedevarelse av humant prevemateriale ble ikke PCR-reaksjonen pavirket i tre av fire
tilfeller (75%). Ct-verdiene til disse tre prgvene indikerte at primerne paviser bakteriene i
prgven uten & bli pavirket av det humane prgvematerialet, da Ct-verdiene er ganske lik Ct-
verdien til bakteriekontrollen. For at denne undersgkelsen skulle vert mer ngyaktig burde
DNA-konsentrasjonen i PCR-produktene blitt malt slik at det kunne blitt beregnet hvor mye
bakterier som faktisk var til stede. Pa denne maten ville primersettenes evne til & detektere
bakterier blitt grundigere undersgkt, men pa grunn av tidsmangel og kostnader ble det i

samrad med faglige veiledere vurdert at dette ikke skulle utfgres for denne oppgaven.

En av prgvene viste tegn til at noe i pasientpraven inhiberte (hemmet) PCR-reaksjonen. Det
kan vere flere ulike arsaker til en slik inhibisjon, men fellestrekket er at det er en bestanddel i
prevematerialet som inhiberer amplifiseringen av gensekvenser under PCR-reaksjonen.
Denne inhiberende virkningen ble redusert da prgven ble fortynnet, og PCR-resultatet viste
en normal amplifisering av gensekvenser (Figur 9). Dette indikerer viktigheten av at
pasientprgver ogsa analyseres i en fortynning pa 1:10, noe som ogsa er en del av rutinen ved
16S rRNA-gen PCR ved AMM. Det kan fortsatt veere en viss risiko for at noen praver har sa
stor grad av inhibering at det ikke vil skje en amplifikasjon av gensekvenser under PCR-
reaksjonen. P& AMM gjelder dette spesielt blodkulturer med massiv bakterievekst. Ved en
annen anledning kunne det dermed veert interessant a videre undersgke den inhiberende
effekten pa slike blodkulturprgver ved bruk av primersettene 966F og DPO. Ingen av

primersettene viste seg a veare noe bedre enn de andre med tanke pa inhibisjon i praven.
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4.5 Primersettenes spesifisitet
Ved undersgkelse av primersettenes spesifisitet var det vanskelig a sette bestemte krav til

hvor spesifikk de aktuelle primersettene skulle veere ved 16S rRNA-gen PCR. Det mest
gnskelige hadde veert 100% spesifisitet. Det finnes derimot ingen gullstandard for en slik
spesifisitetsundersgkelse, ettersom 16S rRNA-gen PCR er en universell metode hvor alt 16S
rRNA-gen i praven kan amplifiseres. Dette gjer at det lettere oppstar problemer med for
eksempel reagenser, da det er vanskelig a garantere at disse er frie for bakterier. Det eneste
kravet som det ble tatt hensyn til for & kunne validere de nye primersettenes spesifisitet var at
de skulle veere minst like spesifikke som rutineprimerne benyttet ved AMM i dag. Med
spesifisitet menes det i denne oppgaven at primerne kun binder seg til bakterielt DNA, og

ikke noe annet i praven (for eksempel humant DNA).

Ettersom 16S rRNA-gen PCR-metoden utfgres pa direktemateriale, altsa humane
pasientprgver, er det viktig at primerne som benyttes pavirkes i minst mulig grad av humant
DNA i prgven, da humant DNA kan pavirke resultatet. Dette har i lengre tid veert et problem
med rutineprimerne som benyttes i PCR-analysen av 16S rRNA-genet ved AMM. Det er
sveert viktig for AMM a fa kvalitetssikre resultater ved bruk av 16S rRNA-gen PCR, ettersom
det er en metode som benyttes pa klinisk viktige prgver der andre identifikasjonsmetoder ikke
er tilstrekkelige. Kvaliteten pa resultatene er ogsa viktig for pasienten da dette kan bidra til en

raskere og mer spesifikk diagnose og behandling.

Universell 16S rRNA-gen PCR utnytter de konserverte genene i bakterienes 16S rRNA-gen
til & amplifisere gensekvenser. Den aktuelle bakterien kan deretter identifiseres ved a
sekvensere de variable og artsspesifikke genomradene som blir amplifisert (Woese, 1987).
For & undersgke om spesifisiteten til de nye primersettene ble pavirket av tilstedeverelse av
humant DNA, ble det analysert ti humane pasientpraver der det ved bruk av rutineprimerne
tidligere har blitt detektert humant DNA i seks av prgvene. Resultatene fra kapilleer
gelelektroforese viste ikke utslag for humant DNA i noen av prgvene ved bruk av de to nye
primersettene 966F og DPO (Tabell 13). Det ble heller ikke funnet band av annen starrelse
enn det som var gnskelig, noe som vil si at det kun var bakterielt DNA som ble detektert.
DPO-primerne rettet mot 16S rRNA-genet er kjent for at de i stgrre grad skal hindre
kryssreaksjon med humant DNA (Chun et al., 2007; Kommedal et al., 2012), noe som
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stemmer godt overens med resultatene. Resultatet i oppgaven viser at primersettene 966F og
DPO har bedre spesifisitet enn rutineprimerne benyttet ved AMM. Dermed blir det mindre
problematisk a benytte disse primersettene pa direktemateriale i 16S rRNA-gen PCR-

metoden, sammenliknet med rutineprimerne som benyttes i dag.

4.5.1 Konsekvenser ved kryssreaktivitet med humant DNA og bakteriell forurensning
av reagenser
Konsekvensene av at rutineprimersettet har kryssreaktivitet med humant DNA, er at bruk av

dette primersettet kan fare til at bakterier som er til stede i pasientprgven ikke detekteres.
Dette kan oppsta fordi humant DNA kan overskygge bakterielt DNA i prgven.
Sannsynligheten for slike falske negative resultater kan reduseres ved a benytte primersett
som ikke har denne kryssreaktiviteten med humant DNA. Som vist i resultatene i Tabell 13 er
DPO og 966F to kandidater til dette, da ingen av primersettene viser kryssreaktivitet med
humant DNA. Elektroforeseresultatet av prgve 6 indikerer at prgven ved bruk av
rutineprimere er positiv (svakt bakterielt band), men at det ogsa er tilstedevarelse av humant
DNA. Dette humane DNA-et kan virke interfererende i sekvenseringsreaksjonen, slik at det
blir vanskelig a identifisere bakterien i prgven. Ved bruk av DPO-primere ble det ved
sekvensering av prgve 6 detektert funn av Streptococcus dysgalactiae, mens bruk av
rutineprimerne ikke ga en leshar sekvens. Elektroforeseresultatet av prgve 6 analysert med
DPO viste kun gensekvenser som var av bakteriell baseparstarrelse. DPO har altsa ingen
kryssreaktivitet med humant DNA. Dette er en klar indikasjon pa at DPO-primerne var mer
spesifikke enn de andre primerne benyttet i oppgaven. DPO-primernes hgye spesifisitet kan
ha en sammenheng med DPO-primernes oppbygning (1.3), da 3"-segmentet er av en kortere
lengde og gir en gkt spesifisitet. Dette segmentet ma veere fullstendig komplementzrt til
aktuell gensekvens for at primeren skal hybridisere og initiere elongering (Bergstrom et al.,
1997; Chun et al., 2007; Kommedal et al., 2012).

966F-primersettet viser ingen tendenser til kryssreaktivitet med humant DNA. Resultatet fra
analysering med dette primersettet viser derimot elektroforeseband i den negative kontrollen
og enzymkontrollen, noe som indikerer funn av bakterier i reagensene. | slike tilfeller ma
prgvens molaritet vurderes opp mot enzymkontrollen og den negative kontrollen for a
vurdere om det kan veere andre bakterier til stede enn det som tilsynelatende kommer fra

reagensene. For prgve 6 (Tabell 13) ble det ved elektroforese vanskelig a tolke om prgven var
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positiv eller negativ, da molariteten til preven hadde et lite avvik fra molariteten til
enzymkontrollen (men ikke stort nok til & sikkert kunne defineres som positiv). Det antas at
siden 966F detekterer bakterier i reagenser vil dette gjare det vanskeligere a avlese
elektroferogrammet og nukleotidsekvensen til praven. Arsaken til dette er at det etter PCR-
reaksjonen vil veere amplifiserte gensekvenser fra bade bakterier i praven og i reagenser.
Sekvenseringen av PCR-produkt fra preve 6 analysert med 966F-primersettet gir ingen lesbar
sekvens (Tabell 13), noe som kan indikere at PCR-produkt fra bakterier i reagenser virker
forstyrrende under sekvensering. Ved sekvensering av enzymkontroll og negativ kontroll
analysert med 966F-primersettet ble bakterien Cutibacterium acnes identifisert med 99,7%
sikkerhet. Det ble ikke dannet PCR-produkter i enzymkontrollen og den negative kontrollen
analysert med rutineprimerne og DPO, noe som kan tyde pa at 966F-primersettet i starre grad
er sensitivt ovenfor bakterier i reagenser enn det de andre benyttede primersettene er. | en
16S rRNA-gen PCR er det gnskelig med minst mulig deteksjon av bakterier i reagenser, da

bakteriefrie reagenser er tilnsermet umulig a oppna.

En annen ting som er verdt a nevne er at de tre primersettene dekker ulike variable omrader
pa 16S rRNA-genet. Som beskrevet i Tabell 4 sa dekker DPO-primersettet V1-V3,
rutineprimersettet dekker VV3-V5, mens 966F dekker VV5-V8. Det at primersettene dekker
ulike variable omrader av 16S rRNA-genet er en variabel som kan vaere viktig & tenke pa nar
det er snakk om kryssreaktiviteten med humant DNA. Resultatene kunne muligens sett
annerledes ut dersom primersettene hadde dekket samme variable omrader i 16S rRNA-
genet. Dette er en variabel som ikke er testet i denne oppgaven, men kan veere en interessant
faktor & undersgke ved andre anledninger. Pa en annen side kan primersettene utfylle
hverandre ved a til sammen gi en lengre DNA-sekvens som kan gi en sikrere identifisering av
bakterier. Ogsa funn av Cutibacterium acnes ved bruk av 966F i ett tilfelle kan demonstrere
at & dekke enhver bakterie kan veere problematisk med 16S rRNA-gen PCR.

45.2 Problematikk tilknyttet krav til identifikasjon av bakteriearter
Gensekvenser funnet i prevene ble sasmmenliknet med sekvenser funnet i GenBank-databasen

NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). %ID benyttes som et uttrykk for

hvor godt sekvensen i prgvene stemte overens med sekvenser i GenBank-databasen. Det er

gnskelig med hgyest mulig %ID, og kriteriet som ble benyttet i denne oppgaven var >99%.
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DPO innfrir dette kravet for alle praver med en positiv bakterieidentifikasjon. Rutineprimerne
innfrir ikke dette kravet ved fire av de seks prgvene som hadde funn av bakterielt DNA, mens
966F-primersettet innfrir ikke dette kravet ved en av pragvene som opprinnelig inneholdt
bakterielt DNA. Igjen kan dette ha sammenheng med problematikken tilknyttet 966F-
primersettet sin tendens til & detektere bakterier i reagenser. 966F-primersettet detekterer ikke
positive funn hos preve 1 og 4, muligens pa grunn av forurensing fra reagenser. I tillegg
hadde PCR-produktene ved to av prgvene kortere sekvens enn forventet (Tabell 13). Dette
kan veere en indikasjon pa at det kun var en liten andel av elektroferogrammet som var av god
nok kvalitet til & si noe om baserekkefglgen til gensekvensen. Den korte baseparlengden vil

ogsa gi et svakt sammenlikningsgrunnlag mot sekvenser funnet i NCBI BLAST.

Det er viktig a papeke at nar det kommer til kriterium for %ID, sa er ikke kravet pa >99% for
bakteriespecies entydig og universelt akseptert. Det er noen uenigheter om dette kravet er
strengt nok, og av den grunn er det ogsa noen som benytter seg av et krav pd >99,5% ID. |
denne oppgaven ble det i samrad med faglige veiledere ved AMM bestemt at kravet pa >99%
ID var tilstrekkelig for vurdering pa speciesniva, da det er dette kravet laboratoriet benytter i
sin rutinediagnostikk. Et annet problem er at enkelte gensekvenser i offentlige databaser (slik
som GenBank) ikke er kvalitetssikret (Jill E Clarridge 111, 2004). Elektroferogrammene til
sekvensene i GenBank er ikke tilgjengelige, og det gjer at det er vanskelig & undersgke
kvaliteten til disse sekvensene. Det er derfor ikke mulig a se pa separasjonen av
signaltoppene, og heller ikke hvor mye bakgrunnsstgy sekvensene inneholder. Dette er to
viktige faktorer & ta hensyn til nar et elektroferogram vurderes. En annen mate & vurdere
kvaliteten til sekvensen pa dersom elektroferogrammet ikke er tilgjengelig, er ved & se om
sekvensene inneholder nukleotider det ikke er mulig & bestemme, benevnt som N (enhver
base). Det er derfor viktig a til en viss grad vaere noe kritisk til sekvensene det sammenliknes
med i Genbank (Jill E Clarridge 111, 2004).

4.6 Konklusjon og videre arbeid
Det opprinnelige primersettet som benyttes ved 16S rRNA-gen PCR hos AMM viser

kryssreaktivitet med humant DNA, noe som kan gjgre sekvenseringsavlesningen vanskelig.
Samtidig kan det gke risikoen for falsk negative resultater, da humant DNA i noen tilfeller
kan dominere over bakterielt DNA. Bruk av DPO-primersettet kan gke analysens mulighet

for & pavise og identifisere bakterier i klinisk viktige pasientprgver, der andre
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identifikasjonsmetoder ikke er tilstrekkelige. DPO viser mindre tendenser til kryssreaktivitet
og gir bedre %ID score for bakteriefunnene, og har dermed bedre spesifisitet enn
rutineprimerne. Kvalitativt detekterte DPO-primersettet ogsa én bakterieart mer i
prgvematerialet enn det rutineprimerne og 966F gjorde. Sensitiviteten er tilsynelatende ogsa
bedre for DPO-primersettet, ettersom primersettet gir positivt resultat i en fortynning mer av
S. aureus. Dette er derimot et forsgk som burde repeteres grunnet mulig fortynningsfeil.
966F-primersettet viste ogsa mindre kryssreaktivitet med humant DNA, men primersettet
detekterer i stgrre grad bakterier i reagenser. Dette er ugunstig da det pavirker kvaliteten av
elektroferogrammet fra sekvenseringsreaksjonen og %ID score. Ut ifra utfort
sensitivitetsforsgk var det ikke stor forskjell pa sensitiviteten til rutineprimerne og 966F-

primersettet for hverken S. aureus eller E. coli.

Det anbefales & forkaste 966F-primersettet, da dette primersettet tilsynelatende paviser
bakterier i reagenser. Eventuelt kan det utfares flere forssk med 966F-primersettet, for &
undersgke dette neermere. DPO-primersettet har derimot sveert lovende resultater med hensyn
til kryssreaktivitet med humant DNA. Det anbefales a teste ut DPO-primersettet pa et starre
antall prever, for a fa et enda stgrre sammenlikningsgrunnlag. Dette kan gjeres ved at DPO
tas inn som en del av rutinen til AMM og at avdelingen analyserer DPO og rutineprimerne
parallelt gjennom en lgpende validering. | tillegg anbefales det ytterligere undersgkelser av
primernes sensitivitet og beregning av deteksjonsgrense ved bade CFU-telling og maling av
nukleinsyrekonsentrasjon. Fortynninger ber da gjares ved starre volum for & forhindre

fortynningsfeil, og det bar analyseres flere paralleller for et mer kvalitetssikret resultat.
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6 Vedlegg

Vedlegg 1 — Enzymbehandling av Gram positive bakterier fgr ekstraksjon

o ST.OLAVS HOSPITAL

UNIVERSITETSSYKEMUSET | TRONDHEIM

Gram-positive bakterier

oppvekst

Gram-positive kokker Gram-positive staver ukjent
inkl. Listeria Gram-positiv bakterie
ovrige
Gram-positive kokker
inkl. pneumokokker /
enterokokker | 16S rDNA |
stafylokokker gruppe B-
ptokokker (GBS)
1 koloni ristes i: 1 koloni ristes i: 1 koloni ristes i: 1 koloni ristes i:
200p! TE buffer 200yi TE buffer 200yl TE buffer 267yl TE buffer
20yl Proteinase K 20yl Proteinase K 20yl Proteinase K 15ul Lysozyme
(ferdig fordelt) (ferdig fordelt) (ferdig fordelt) 6l Proteinase K
6l Mutanolysin
10! Lysostaphin 15ul Lysozyme 20pl Lysozyme 6pl Lysostaphin
Spl Mutanolysin
Inkuberes Inkuberes Inkuberes Inkuberes
v/37 °C i 15min, v/37 °C i 15min, v/37 °C i 15min, v/37 °C i 15min,
og deretter og deretter og deretter og deretter
v/65 °C i 15min v/65 °C i 15min v/65 °C i 15min v/65 °C i 15min
Enzymbehandling pa eppendorf Th i fort
Ekstraheres pa NucliSens easyMAG
Vediegg il dokument 15289 " av klinisk g far PCR" versjon 2.5

42



Vedlegg 2 — Enzymbehandling av Gram negative bakterier fgr ekstraksjon

ST.OLAVS HOSPITAL

UNIVERSITETSSYREHUSET | TRONDHEM

oppvekst Gram-negative

bakterier
| Gram-negative kokker Gram-negative staver
" B.pertussis / F tul / E
Meningokokker / Pasteurella / Haemophilus | tarmbakterier, eks.
andre Neisseria-arter Legionella | 165 rDNA EHEC, EIEC, EPEC, ETEC
Varmelysering: Varmelysering:
1 koloni ristes i 100l PBS. Renkultur (nunc-rer):
(bruk rer med skrukork) Enkeltkolonier slemmet opp i 1000p! NaCl.
Inkuberes pa varmeblokk v/95 °C i 15min. (bruk rar med skrukork)
(eppendorf Thermomixer c) Inkuberes pa varmeblokk w35 °C i 15 min.
Lysatet er klart for PCR (eppendorf Thermomixer c)
Lysatet er klart for PCR.
Vedlegg t dokument 15289 ‘2w kinisk og flar PCR” Vargjon 2.5
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Vedlegg 3 — Tabell med oversikt over reagenser og tilhgrende lot nummer

Reagens Lot.nr:
1405R 2084131
341F 2057570
927R 2057571
966F 2084130
BigDye Terminator 00975167
BigDye Terminator Sequencing Buffer 2012307
BigDye Xterminator Solution Buffer 2012110
DNA 7500 Chip ZC10BK10
DNA 7500 Markar 2041
DNA Ladder 2041
DPO-F 2083344
DPO-R 2083345
GelDye Mix 2041
Illustra ExoProStar 1-step 17203165
Lysostaphin 0000085570
Lysozyme SLBL 7146V
Molecular Grade Water (MGW) 203103
Mutanolysin 069M4035V
NS-buffer/Nuclisens Lysisbuffer Z012EN1LB
Nuclisens Extraction buffer 1 Z012GF1EB
Nuclisens Extraction buffer 2 Z012BK2EB
Nuclisens Extraction buffer 3 Z011L.C3EB
Nuclisens Lysis buffer Z012GCI1LB
Nuclisens Magnetic silica Z011FD1MS
Phosphate-Buffered Saline (PBS) Laget av subrs],tratgnhet, St. Olavs
ospital
PCR Grade H,O 32393600
Proteinase K V02006893
Quanta PerfeCTa® SYBR Green FastMix 66141593
SAM Solution 2012103
Tris EDTA(TE)-buffer (pH 7,5) Laget av S“bﬁgsa‘;?tr;?et’ St. Olavs

44



Vedlegg 4 — Resultater fra optimalisering av PCR-program

Undersgkelse av hybridiseringstemperatur. Tabellen angir Ct-verdier ved ulike
temperaturer. Analyse er utfart pa «MYCOZ1+»- kontrolimateriale.

Rutine 966F DPO

Hybridiseringstemperatur

1:10 1:1000 1:10 1:1000 1:10 1:1000
65,0° 32,93 39,06 27,29 31,15 29,09 34,17
64,5° 31,98 36,89 26,61 31,11 28,43 31,98
63,3° 29,51 34,71 26,72 31,22 28,57 33,36
61,4° 28,41 33,46 26,78 31,29 28,37 33,21
59,0° 27,85 33,70 26,90 31,35 28,73 33,83
57,0° 28,05 33,55 26,89 31,42 29,21 33,84
55,7° 28,18 33,84 27,03 30,26 29,61 34,19
55,0° 27,64 33,37 27,06 30,35 29,49 35,37

Undersgkelse av elongeringstid. Tabellen angir Ct-verdier ved ulike elongeringstider.
Analysen er utfgrt pa kontrollmaterialet <MY CO1+».

Rutine 966F DPO
Prave
10sek | 20sek | 30sek | 10sek | 20sek | 30sek | 10sek | 20sek | 30 sek
1:10 27,75 | 26,95 28,27 26,66 26,99 27,35 28,71 | 28,97 | 29,84
1:100 30,90 | 31,16 31,74 30,45 30,69 31,80 33,01 | 33,14 | 33,28
1:1000 0,00 30,30 0,00 29,37 31,11 33,82 0,00 33,97 | 28,91
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Amplifikasjonskurver og elektroforeseresultat for negativ prgve analysert med 45 sykluser
(brenn 1-4; rutineprimer, brgnn 5-8; 966F, brgnn 9-12; DPO):

L Prgve Enzktr +ktr  -ktr Prgve Enzktr +ktr  -ktr Prove Enzktr +ktr -ktr

Amplification

100 —
7000 — w—
000 — w—
3000 — w—
2000~ e—

1500 — w—

1500 ~
0 -

RFU

Amplifikasjonskurver og elektroforeseresultat for negativ prgve analysert med 35 sykluser
(brenn 1-4; rutineprimer, brgnn 5-8; 966F, brgnn 9-12; DPO):

L Prgve Enzktr +ktr  -ktr  Prgve. Enzktr +ktr  -ktr Prgve Enzktr +ktr -ktr

2500

RFU

1000
300 = e
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Vedlegg 5 — Resultat fra sensitivitetsanalyse utfgrt pa S. aureus og E.coli

Ct-verdier fra sensitivitetsanalyse (PCR) pa Staphylococcus aureus og Escherichia coli. Rad
skrift angir om fortynning er positiv ved vurdering opp mot enzymkontroll. Gra felt angir

siste positive fortynning nar logaritmisk vurdering ogsa er tatt i betraktning.

Teoretisk Ct-verdi
; konsentrasjon :
Mikrobe (CFU/mL)J Rutine Rutlknter enz 966F 966kFtrenZ DPO DPﬁfnz
1,5*108 9,38 (+) 25,39 9,63 (+) 25,03 11,89 (+) 27,39
1,5*10’ 14,41 (+) 28,80 14,29 (+) 29,63 16,18 (+) 31,33
1,5*10° 18,50 (+) 32,00 18,43 (+) 31,32 20,37 (+) 0,00
S aureus 1,5*10° 22,28 (+) 31,30 22,09 (+) 31,23 24,89 (+) 33,05
1,5*10* 26,39 (+) 31,35 25,92 (+) 31,52 28,70 (+) 34,29
1,5*10° 31,07 () 31,23 30,31 (+) 32,16 33,18 (+) 34,44
1,5*10? 31,09 (-) 32,22 32,10 (-) 32,13 34,80 (-) 32,03
1,5*10! 31,15 (-) 31,91 31,37 (-) 32,14 33,86 (-) 32,76
1,5*108 10,67 (+) 31,89 11,03 (+) 30,69 12,02 (+) 34,41
1,5*10’ 14,77 (+) 33,73 14,51 (+) 0,00 15,98 (+) 0,00
1,5*10° 17,63 (+) 31,89 18,12 (+) 0,00 20,02 (+) 0,00
E coli 1,5*10° 21,69 (+) 33,53 22,35 (+) 32,22 24,32 (+) 0,00
1,5*10* 27,07 (+) 32,40 28,83 (+) 32,03 32,24 (+) 0,00
1,5*10° 29,57 (+) 32,42 29,63 (+) 33,49 33,38 (+) 34,91
1,5*10° 31,72 (-) 32,19 31,65 (-) 32,10 34,45 (-) 34,96
1,5*10! 30,95 (+) 33,38 32,51 (-) 32,39 32,47 (+) 0,00
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