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ABSTRACT

The main goal with FBD is to improve multidisciplinary cooperation in order to harmonize methods, education, training
and exercises for diagnostic preparedness applications regarding dangerous pathogens.

Forum for Biopreparedness Diagnostics (FBD) is a collaborative effort between four Swedish governmental institutes,
National Food Administration, National Veterinary Institute, Swedish Institute for Infectious Disease Control and the
Swedish Defence Research Agency. One of the main goals of this collaboration is harmonisation of methods and
equipment between the participating authorities to increase the level of biopreparedness in Sweden.

Crisis management, including medical countermeasures and decontamination procedures upon a deliberate or natural
spread of BSL-3 bacteria often depends on a rapid preliminary laboratory result. Molecular methods, such as PCR,
provide a rapid tool to investigate a set of samples for the presence of a set of suspected bacterial species.

The present study was conducted to evaluate the use of multiplex real-time PCR for detection of Bacillus anthracis,
Yersinia pestis, Francisella tularensis, Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei and Coxiella burnetii. The diagnostic
algorithm is a two-step procedure, where the first step includes multiplex detection of up to three different bacteria on
a genus level in a single reaction. The second step includes multiplex detection of up to three biomarkers in a reaction,
and here positive samples are analyzed using specific assays to confirm the finding at a species level, and to analyze
important virulence markers. The method includes an internal amplification control, constituted by seal herpes virus
type 1 DNA (PhHV-1), to minimize the risk for false negative results due to PCR failure. The performance of the method
was evaluated by investigating its specificity using reference strains and common laboratory findings, limit of detection,
and amplification efficiency. In summary, a two-step multiplex real-time PCR algorithm minimizes the number analyzes
required for a large number of samples with a possible content of a set of highly pathogenic bacteria of potential
bioterrorism risk.
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Forum fér BeredskapsDiagnostik (FBD) ir ett
samarbete mellan fyra svenska myndigheter,
Livsmedelsverket, Statens veterinirmedicinska
anstalt (SVA), Smittskyddsinstitutet (SMI) och
Totalforsvaret forskningsinstitut (FOI). Ett av fo-
rumets huvudmal dr harmonisering av metoder och
utrustning mellan de deltagande myndigheterna
for att 6ka beredskapen i Sverige infér en eventuell
B-hindelse. Vid en avsiktlig eller naturlig spridning
av riskklass 3 bakterier 4r en fungerande krisbered-
skap, med avseende pa medicinska motétgirder och
dekontaminationsforfaranden, beroende av snabba
prelimindra laboratorieresultat. Till skillnad fran
odlingsdiagnostik, som ofta ses som en gyllene
standard, erbjuder molekylir diagnostik metoder
som snabbare kan analysera en storre mangd prover
med riskklass 3 bakteriefragestillning.

I aktuell studie har en multiplex reltids PCR meto-
dik for detektion av Bacillus anthracis, Yersinia pestis,
Francisella tularensis, Burkholderia mallei, Burkhol-
deria pseudomallei och Coxiella burnetii validerats.
Den diagnostiska metoden utnyttjar en hierarkisk
strategi. Som ett forsta steg kan upp till tre olika
bakterier detekteras pa genusniva i en reaktion. I
ett andra steg utnyttjas multiplex detektion for att
konfirmera resultaten pa speciesniva genom detek-
tion av upp till tre species-specifika sekvenser som
kan inkludera viktiga virulensmarkérer. Metoden
innefattar dven en intern amplifieringskontroll, be-
stiende av DNA fran PhHV-1 (silherepsvirus typ
1), for att minska risken for falska negativa resultat
pé grund av inhiberad eller p4 annat sitt misslyckad
PCR. Prestandan hos metoden har validerats med
avseende pa specificitet, kinslighet (LOD) och
amplifieringseffektivitet. Som en 6vning ur bered-
skapssynpunkt har dven ett ringtest med samtliga
myndigheter utférts. Sammanfattningsvis, en tva-
stegs multiplex realtids PCR algoritm som minime-
rar antalet analyser och 4r limplig for en stor miangd
prover med fragestillning avseende hogpatogena
bakterier med mojlig bioterrorrisk.

FE.
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2. BEGREPP OCH FORKORTNINGAR

Utvardering

Validering

PCR
Realtids PCR

Multiplex realtids PCR

C-varde
E

LOD

GE

IAC

PHAhV-1
QA

Systematiskt skilja fungerande system/metod fran icke
fungerande system/metod

Bekraftelse genom undersékning och framldggande av bevis att
de sarskilda kraven for en specifik, avsedd anvdndning har
uppfyllts.

Polymerase chain reaction

Kontinuerlig uppsamling av fluorescensdata fran PCR
Ocksa kallad quantitative PCR, eller gPCR, da nukleinsyra kan
kvantifieras med denna metod.

Principen enligt vilken flera realtids PCR analyser utfors i
samma reaktion

Cycle treshold value

Amplifieringseffektiviet

Limit of detection, eller minsta detekterbara mangd
Genomekvivalenter

Intern amplification control (intern amplifieringskontroll)
Internal control (intern kontroll)

Salherepsvirus typ1

Quality assurance
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Forum for Beredskapsdiagnostik (FBD) har som langsiktigt mal att samordna landets diagnostiska
kapacitet vid B-hindelse dir antalet prover 6verskrider den enskilda myndighetens kapacitet. FBD

kan dock aldrig ha en autonom operativ funktion, utan 4r endast verksamt pa initiativ av en eller flera
myndigheter vid behov. Avlastning kan ske genom att inkomna prover skickas fran en myndighet till en
annan, och dir den andra myndigheten efter analys lamnar ett svar till avsindarmyndigheten som sedan
térmedlar detta svar till remitterande likare eller annan organisation. Men, for att en sadan process

ska fungera i praktiken kréivs ett omfattande utvecklings- och harmoniseringsarbete samt regelbunden
ovning.

I stora drag kan en komplett analyskedja for molekylir diagnostik (exkluderat provtransport mellan
myndigheter) delas in i foljande steg:

Provregistrering

Inforsel av prov till P3-laboratorie
Nukleinsyraextraktion

Molekylar analys

Tolkning av data

Svar till avsandarmyndighet

Utover 1-6 krivs ett system for logistik for storksalig provhantering, och att 1-6 kan utforas pa de fyra
myndigheterna utefter en gemensamt utarbetad kvalitetsstandard.

For molekylir analys kan ett antal olika varianter av polymeras chain reaction (PCR) utfdras, for att
snabbt och med god kinslighet detektera en bakteries arvmassa i ett prov. P senare ar har anvindningen
av realtids PCR blivit mer utbredd, vilket 4r en snabbare metod an “klassisk” PCR och med storre
mojlighet att detektera flera olika bakterier eller olika delar av en bakteries arvsmassa i en och samma
reaktion. Metoden kan 4ven anvindas for kvantifiering och kallas da quantitative PCR, qPCR. Principen
enligt vilken flera analyser kan goras i samma reaktion kallas multiplex PCR och har sin frimsta férdel i
att antalet reaktioner som behover utforas for en fullstindig analys minskar, vilket kan ha stor betydelse
for kapacitet och tidsatgang vid analys av en stor provserie.

Utférandet av realtids PCR kan dock variera beroende pé vilken plattform, det vill siga typ av
instrument, som anvinds f6r sjilva analysen, dven om de reagenser som ingér kan vara de samma eller
i vissa fall krdva mindre modifikationer. En ambition i framtagandet av ny PCR-metodik bor darfor
vara att metodiken dr harmoniserad, det vill siga den kan anvindas p4 olika plattformar antingen i ett
multiplext format eller som ett sa kallad singelplex format (endast en analys utfors i en reaktion). Som
exempel kan namnas att vissa plattformar stodjer 96 analyser med goda méjligheter for multiplexa
analyser, medan andra plattformar stodjer 384 analyser men med begrinsade mojligheter f6r multiplex
analys. Det ar darfér mycket viktigt att metodiken ér flexibel for att framtiden kunna anvindas pa fler
laboratorium i Sverige, och p4 alla marknadens plattformar.

FE.
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FBD anvinder i nulidget bakterier i riskklass 3 som modellorganismer for utvecklandet av dessa analyser.
Detta sitter sarskilda krav pa biosakerhet vid transport och provanalys, och innefattar f6ljande agens:

¢ Bacillus anthracis, som orsakar mjiltbrand, och ar dven ett kint som bioterroragens som skickade
som sporer i “antrax-brev” efter 9/11 2001. [1]

o Francisella tularensis, subspecies tularensis (typ A) och subspecies holartica (typ B), orsakar en
harpest, som kan ses som en mildare form av pest. [2]

o Yersinia pestis, orsakar pest och var troligen orsaken till digerddden pa 1600-talet.[3]

* Burkholderia pseudomallei, orsakar melioidos som ofta ses som lunginflammation, men som &ven
kan leda till vivnadssmaltningar, var i lungsickarna och benrota. [4]

o Burkholderia mallei, orsakar rots, vilket kan manifestera som luftvigssymptom och hudinfektioner
och kan anta akut men dven kronisk form [5]

* Coxiella burnetii, orsakar allvarlig lunginflammation och tros dven kunna ge upphov till kroniska
symptom, for nirvarande ett stort problem i Nederlinderna. [6]

For ovanstiende agens har realtids PCR-metodik, sa kallade assays, tagits fram av SMI. Dessa assays
bygger pi TagMan-kemi (se bild 1 fér detaljerad information), och som medger att metoden kan
anvindas for att utfora analyser och generera ett resultat med alla nuvarande realtids PCR-instrument pa

marknaden (se bild 2).

,, Bild 1: Figur 1 visar det s.k. annealingsteget i PCR, da primer
- (till vanster) och Tag-polymeras (oval) har bundit uppstréms
om proben. En TagMan-prob &r en kort oligonukleotid
mdérkt med en fluorescerande reporter-molekyl i 5" och en
s3 kallad quencher-molekyl i 3. Quencher-molekylen har
en avstandsberoende egenskap att sldcka fluorescens fran
. reporten, dvs. inget ljus avges da proben &r intakt.

Figur 2 visar elongeringsfasen. Under amplifiering av en

- genetisk markor klyvs TagMan-proben till féljd av Tag-
polymerasets exonukleasaktivitet, TagMan-proben bryts ner,
varvid reporter-molekyl och quencher-moleky! separeras,
vilket resulterar i en 6kning av métbar fluorescens. Genom
att méarka prober med olika fluoroforer kan man i en
reaktion identifiera amplifiering av flera olika malsekvenser
och det ar sadan co-amplifiering som multiplex realtids PCR
syftar till [7].

For diagnostiskt syfte stills dock hdga krav pa en realtids PCR. En sadan assay ska vara specifik (dvs.
inte ge ett positivt utfall om eftersokt agens inte finns i det material som undersoks), ha en god limit
of detection (LOD) for att uppticka extremt laga méngder av genetiskt material, samt ha relevanta
kontrollsystem. Traditionellt anvinds i PCR en positiv kontroll for att sikerstilla att analysen fungerar,
och en negativ kontroll for att sikerstilla att inga kontaminationer har skett som kan ge upphov till
falska positiva resultat. Falska positiva resultat kan dven férekomma om en undermaligt validerad
metod anvinds, och som korsreagerar (ger positivt resultat) for nirbesliktat men ej eftersokt agens.
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Metoden har d4 undermalig specificitet. Dock kan 4ven falska negativa resultat erhéllas om PCR:en

av nagon anledning inte skulle fungera. En icke-fungerande PCR kan bero pa en mingd faktorer, t.ex.

att det av nagon anledning fattas reagens i en analys, eller att provet som analyseras innehaller imnen

som inhiberar PCR:en. D4 en mingd olika provmaterial och/eller olika mingder av provinnehall

analyseras dr det speciellt viktigt att PCR funktionen i varje analys kontrolleras. Detta gors vanligen
med en s kallad intern amplifieringskontroll (IAC), se bild 2 [8]. For att en IAC ska kunna spegla
potentiell inhibition av den diagnostiska PCR:en ér det viktigt att dessa bida PCR:er fungerar

med jimférbar amplifieringseffektivitet. Amplifieringseffektivitet (E) &r ett métt som kan anges i %,

olika assays bor ligga inom intervallet 90-100% for att kunna anses jamf6rbara. I viss man 4r dven

amplifieringseffektiviteten kopplad till LOD da en PCR bér fungera med sa hog effektivitet som mojligt

for att detektera sma mingder arvsmassa. Detta kan dock mer ses som en indikation pa god LOD och

det dterstar darfor alltid att faststilla LOD experimentellt genom att analysera minsta tinkbara méingd

material i ett prov [9].

Metodiken har utvirderats pa SMI, varvid man redan innan projektets start kunnat konstatera att

processen fungerar och fyller sitt syfte. Ingdende bakterier detekteras enligt en "hierarkisk” algoritm,

se bild 3. En multiplex PCR-metodik har som frimsta syfte att minska antalet reaktioner som behéver

analyseras da agens ar okint, da det ar mojligt att utfora tre analyser med en PCR. Men som nimnt ovan

kan analyserna dven utforas duplext, vilket kan vara mer optimalt f6r vissa instrument, men da krévs det

tre separata PCR:er for att erhalla samma resultat.
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Bild 2: Figur 1 visar resultat frén analys av Bacillus anthracis i tre olika prover; + visar ett positiv resultat i form av ékande
fluorescens vilket indikerar férekomst av eftersokt agens. = och * visar negativa analysresultat da ingen ékning av fluorescens
registrerats. Realtids PCR: ens funktion kontrollers med en IAC, figur 2, dar * och + visar positivt resultat for IAC, dvs att PCR:en
fungerar. IAC i « &r negativ, vilket visar att PCR:en fér detta prov inte har fungerat. Provet maste darfér analyseras om da
Bacillus anthracis inte kan uteslutas. Om analysen enligt figur 1 hade utférts utan IAC hade « tolkats som negativt och ddrmed

gett ett falskt negativt resultat.

For att minimera antalet analyser som behéver utforas for en stor provserie kan en hierarkisk PCR

utforas. En sddan analys kan liknas vid en tvastegsraket, varvid en forsta analys fokuseras pa detektion av

upp till tre olika genus, "familjer”, av bakterier. Om denna forsta sa kallade screening ger positivt utfall tas

provet vidare f6r en specifik analys, varvid resultat i den férsta analysen konfirmeras samt att ytterligare

faktorer sisom virulensmarkérer, kan pavisas. Det ar ofta nodvandigt att pavisa virulensmarkérer for att

med sikerhet kunna skilja hogpatogena bakterier fran en mindre farlig slikting, se bild 3.

Den framsta anledningen till att utféra en screening ar att en specifik analys kan inkludera upp till

tre PCR analyser, som for t.ex. B. anthracis, vilket for stora provserier skulle mangdubbla antalet

FE.
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PCR analyser som behover utforas for prover dir innehéllet dr okdnt, och kan inkludera nagon av

ovanstiende bakterier. Men om en stor provserie misstinkt innehalla ett specifikt agens sa finns

naturligtvis mojligheten att storskaligt utfora enbart en specifik analys, varvid screening och 6vriga

specifika analyser exkluderas.

N

Miljo/kliniskt/
livsmedel prov

- —————

Bild 3: Hierarkisk realtids PCR. | en férsta analys, 1, finns
majlighet att séka (utféra s.k. screening) efter Bacillus
anthracis, Francisella tularensis och Yersinia pestis. Om
denna screening dr negativ kan ett negativt svar [dmnas
foér samtliga tre bakterier baserat pa en analys. Om provet
ar positivt for t.ex. B. anthracis utférs en specifik analys,

2, dar ndrvaro av B. anthracis faststalls genom att i en
realtids PCR analysera en genetisk markér som &r specifik
fér B. anthracis i kombination med pavisandet av tva

olika virulensfaktorer[10]. B. anthracis har dock ndra men
betydligt mindre farliga sldktingar, sésom Bacillus cereus,
vilka bada ingér i genuset Bacillus och kan vara férvirrande
lika varandra vid en odlingsanalys. Screeningsteget
detekterar hela genuset Bacillus, och i det efterféljande
specifika analyssteget diskrimineras B. anthracis fran B.
cereus. Metoden kan saledes dven anvéndas for att snabbt
faststalla att ett odlingsfynd &r en Bacillus species, men inte
B. anthracis.

PCR for diagnostiskt syfte ar dock, likt diagnostik i allménhet, en avvigning mellan kostnad och

erhallet resultat. En multiplex realtids PCR kriver TagMan prober som kan avge olika vaglingder vid

fluorescens, speciella reagens (mastermix) som motsvarar de krav som stills pa ett multiplext system,

samt instrument som kan ldsa de aktuella vaglingderna. Ur ett beredskapsperspektiv dr det ocksa viktigt

att beakta parametrar som lagerhéllning av reagens med avseende pa volymer och hallbarhetstider.



FORUM FOR FB"’-,
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK oo

4. SYFTE

Projektet syftar till att inom ramarna fér FBDs verksamhet validera metodik for multiplex realtids PCR
diagnostik av ovan nimnda riskgrupp 3 bakterier, enligt foljande delprojekt:

DELPROJEKT 1:
Metoden valideras med avseende pa

* specificitet genom exklusivitetstest (falska positiva resultat pga. korsreaktion) och inklusivitetstest
(metoden ska detektera eftersokt agens)

o LOD (formagan att detektera sma mingder av eftersokt agens)
o Amplifieringseftektivitet

¢ Bruk avIAC som kontroll pd PCR:ens funktion

DELPROJEKT 2:

Metoden ringtestas genom att en kodad panel med okant innehall skickas till de fyra myndigheterna
varvid innehéllet analyseras med validerad metodik. Delprojektet inkluderar Burkholderia sp. och
Coxiella.

DELPROJEKT 3:

Utvirdera stabilitet 6ver tid for frysforvaring av TagMan-prober
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5. MATERIAL OCH METODER

Realtids PCR utférdes i en reaktionsvolym om 25pl och med reagenser listade i tabell 1. Som IAC
anvindes DNA frin silherepsvirus typl (PhHV-1) detekterad med en realtids PCR publicerad av van
Doornum et al [11]. Quanta Perfecta™ Multiplex gPCR SuperMix, referensfirgen ROX, primrar och
prober for aktuella genetiska markorer, primrar och prob fér IAC, PhHV-1 DNA samt vatten blandades
enligt proportioner givna i tabell 1 till en slutlig volym motsvarande 20 pl x antalet planerad reaktioner.
Till varje brunn pa en PCR-platta med 96-hals format tillsattes 20 pl av realtids PCR reagensmixen

foljt av S pl templat. Temperaturprofilen var standard for TagMan-prob; 1 cykel med 95°C (3-Smin),
45 cykler med 95°C (15s) och 60°C (45-60 s). Se bilaga 1 for detaljerad information om genetiska
markérer och oligonukleotidsekvenser.

Tabell 1. Reagensforhallanden

Reagens Volym fér 25pl-reaktion Slutkoncentration
Quanta PerfeCta TM Multiplex gPCR 12,5 X
SuperMix (2X)
Quanta Low ROX (50X) 0,5pl 1X
primer, prob (IAC) varierande 500nM, 100nM
primer, prob (Malsekvens) varierande 500nM, 100nM
Destillerat H20 varierande
IAC (DNA fran PhHV-1) Tul Koncentration motsvarande Ct=30
Templat 5pl varierande
Slutvolym 25pl
SPECIFICITET

Enligt ISO-rekommendationer [12] for validering av inklusivitet och exklusivitet aven PCR

metod bor DNA fran 50 stammar av det agens som ska detekteras analyseras i ett inklusivitetstest,

och pa motsvarande sitt bér DNA fran 30 stammar av agens som inte ska detekteras analyseras

i ett exklusivitetstest, bilaga 2. DNA koncentrationen pa extraherat material faststilldes med en
Nanodrop spektrofotometer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA). En Magnatrix
pipetetteringsrobot (Nordiag, Oslo, Norge) anvindes for att pipettera PCR reagenser till 96-hals
realtids PCR plattor (Applied Biosystems, modell Fast optical 96-well reaction plate), och vidare for att
tillsitta templat i en koncentration av 10ng/reaktion. Realtids PCR utfordes med ABI7500 (Applied
Biosystems, modell 7500Fast). Data analyserades manuellt i linjir skala och redovisades som erhallet
Cycle treshold virde (C-virde), bilaga 2.

Som mitt pa specificiteten beraknades tva procentsatser, dels en s.k. inklusivitetsprocent och dels en
s.k. exklusivitetsprocent. For inklusivitetsprocenten giller foljande; den del av testade stammar, tinkta
att detekteras av analysen, som detekterades. P4 samma sitt giller for exklusivitetsprocenten; den del av
testade stammar, tinkta att inte detekteras av analysen, som inte detekterades. For fortydligande féljer
ett exempel; 35 stammar av genuset Francisella analyserades med analys ”Francisella spp”, 94 % av dessa
detekterades. Vidare analyserades 129 icke-Francisella stammar varav 90 % ej detekterades (se tabell 2).
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LOD OCH AMPLIFIERINGSEFFEKTIVITET (E)

For bestimning av LOD och amplifieringseffektivitet analyserades 10 gangers spadningsserier
motsvarande 107 till 1 genom ekvivalent (GE)/ reaktion. Varje spadningssteg analyserades i triplikat och
C -virde plottades mot den logaritmiska GE koncentrationen. Efter linjir regression av kurvan anvindes
lutningens virde for att berdkna amplifieringseffektiviteten enligt

Effektivitet (%) = (10A/utningl-1)*700

LOD definierades som den lagsta detekterbara koncentration av DNA i spadningsserien, och dar minst
ett triplikat 4r positiv.

RINGTEST

Fran extraherat DNA fran Coxiella och Burkholderia sp. sattes fyra identiska testpaneler samman,
bestaende av 10 eppendorfror med ett innehall av Coxiella eller Burkholderia sp. DNA. Roéren kodades
med siffror 1-10 for att innehéllet skulle forbli okdnt for mottagaren, och f6r att omojliggéra jamforelse
mellan myndigheter annat 4n for avsindaren fick varje myndighet innehéllet numrerat med olika
ordningsfoljder. Utskicket gjordes fran SMI till 6vriga myndigheter, och analyserades pa SMI av en
person som inte varit delaktig i arbete med att sammanstilla testpanelen. Medféljande instruktioner
samt svarsformular finns bifogade i bilaga 3 respektive 4.

STABILITET AV TAQMAN PROB

Fluoroforers héllbarhet 6ver tid studerades; dels forvaring i -20°C med endast en upptining

till rumstemperartur, och dels férvaring i -20°C med sex cykler av frys-tining fran -20°C till
rumstemperatur. Vid varje upptining utfordes PCR analys pa en spidningsserie av DNA. Innan tolkning
av data justerades treshold till ett fluoroforspecifikt virde. Vid varje analys anvindes samma virde for

att kunna jimféra C -virden mellan analystillfillena. Som modell anvindes PCR-metoden B. anthracis
inklusive IAC for att analysera stabilitet av TagMan prober med f6ljande fluoroforer:

e CyS

e Tamra

* FAM

« VIC och Hex (IAC)

DNA {6r B. anthracis och silherpes, f6r samtliga analystillfallen frystes in som alikvoter i -70°C

vid forsta testtillfallet. B. anthracis DNA erh6lls fran SVA och dr DNA preparerat fran prover fran
myjéltbrandsutbrottet bland boskap i Veddige i december 2008. P4 samma sitt frystes alikvoter av prober,
primrar och 6vriga reagenser in i -20°C sa att det, med undantag for prob- alikvoten som frys-tinas,
anvindes nytt ej frys-tinat reagens vid varje analys. Vid varje testtillfille spiddes DNA fran en ny alikvot
till fyra olika koncentrationer (motsvarande 10° - 100 GE) och varje spidning testades i triplikat.

Stabilitetstest gors for f6ljande tidpunkter:

¢ Ej frys-tinad prob: maj, juli, september och november 2009 samt januari, april, juli och oktober 2010

o Frys-tinad prob: maj, juli, september och november 2009 samt januari och april 2010
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6. RESULTAT

SPECIFICITET, AMPLIFIERINGSEFFEKTIVITET OCH LOD

I tabell 2 redovisas resultat fran validering med avseende pa specificitet, amplifieringseffektivitet och
kanslighet (LOD).

Tabell 2. Resultat fér validering av multiplex realtids PCR metodik

PCR Analys Specificitet Specificitet E LOD
inklusivitet (n) 2 exklusivitet (n) 2 (Pos. replikat)
Screen A Francisella spp 94 % (n=35) 90 % (n=129) 94 % 1(3/3)
Bacillus spp 93 % (n=42) 86 % (n=122) 95 % 100 (3/3)
Yersinia sp 83 % (n=18) 91 % (n=128) 92 % 100 (3/3)
Screen B Burkholderia sp 100 % (n=19) 100 % (n=61) 110 % 10 (3/3)
Coxiella 100 % (n=6) 100 % (n=74) 72 % 10 (3/3)
Specifik 1 B. anthracis - BA 100 % (n=11) 99 % (n=133) 102 % 100 (3/3)
B. anthracis — pX01 100 % (n=7)° 96 % (n=133) 99 % 100 (1/3)
B. anthracis — pX02 100 % (n=7)° 99 % (n=133) 100 % 100 (3/3)
Specifik 2 Y. pestis - YOP 100 % (n=11) 95 % (n=133) 91 % 100 (3/3)
Y. pestis — plal 100 % (n=11) 96 % (n=133) 90 % 10 (3/3)
Y. pestis — caf1 100 % (n=11) 96 % (n=133) 94 % 100 (3/3)
Specifik 3 F.tularensis sp 100 % (n=25) 87 % (n=144) 101 % 10(3/3)
F. tularensis typA° 100 % (n=5) 88 % (n=139) 95 % 1(2/3)
F. tularensis typB 100 % (n=19) 88 % (n=127) 94 % 10(3/3)
Specifik 4 B. mallei 100 % (n=8) 100 % (n=71) 104 % 100 (1/3)
B. pseudomallei 100 % (n=9) 99 % (n=70) 114 % 10 (2/3)

2 n=antal stammar inkluderade i testet.

b Attenuerade stammar av B.anthracis saknar endera av plasmiderna. Plasmidférekomst i analyserade
stammar har bestdmts med pyrosekvensering av Wahab el at [13].

< korsreaktion med F. philomiragia, F. novicida samt F. mediasiatica har kunnat faststallas

12



FORUM FOR
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

RINGTEST

Fran ringtestet har resultat samlats in fran alla deltagande myndigheter och sammanstillts i tabell 3.

Tabell 3. Resultat fran ringtest. Svarstiden mattes fran att proverna ankom till mottagaren till dess att svar inkom till SMI.
K = korrekt detektion, EK = Ej korrekt detektion.

Myndighet SVA FOI SMI SLV

0

3 h, 50 min

(e
=y

Svarstid 1 23 dygn®

=~

Prov 1 - Coxiella

m
~
o

Prov 2 - B. pseudomallei

Prov 3 - B. pseudomallei

Prov 4 - Coxiella

Prov 5 - B. mallei

Prov 6 — negativ

Prov 7 — negativ

Prov 8 — Coxiella

Prov 9 — negativ

AlIRIRIA|IARIAR|IR|A| AR ~R|®
R AR R ARIRAR|AR|RA|R| =R
RIRIAR|IAR| AR AR R| x|~
AR AR R|IRA|RA|~R|~X

Prov 10 - Coxiella

9 P4 grund av miss i kommunikationen deltog inte Livsmedelsverket i den delen av ringtestet
b detektion av bade B. mallei och B. pseudomallei

13
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STABILITET AV TAQMAN PROB

Hittills (januari 2010) erhallna stabilitets-resultat frin TagMan prob férvarade i -20°C och
TagMan prob utsatt for frys-tining redovisas i bild 3 respektive bild 4.

Analys: S_anth_BA5345
Ctvirde Fluorofor: FAM
45
40
35
30 “jun
25 Hjul
20 Hsep
15 nov
10 jan
05
00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE
Analys: S_anth_pX01
Ct-virde Fluorofor: Tamra
45
40
35
30 “jun
25 ujul
20 Wsep
15 nov
10 jan
05
00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE
Analys: S_anth_pX02
Ct-virde Fluorofor: Cy5
45
40
35
3 “jun
5 ujul
0 Hsep
15 nov
10 jan
05
00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE

Analys: IPC
Ct-viirde Fluorofor: VIC

45

40

35

30 Hjun
5 mju
20 Hsep
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10 jan
05

00

100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE
Antal genomekvivalenter DNA
Analys: IPC
Fluorofor: HEX
Ct-virde

45

40

35

30 “jun
% jul
20 Hsep
15 nov
10 jan
05

00

100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE

Bild 4: Resulterande Ct-vdrden efter att prob férvarats i -20°C féljt av en upptining till rumstemperatur.

9 data saknas pa grund av tillfélligt analysproblem
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Analys: S_anth_BA5345 Analys: IPC
Ctvirde Fluorofor: FAM (frys-tinad) Ctvérde Fluorofor: VIC (frys-tinad)
45 45
40 40
35 35
30 30
25 : jul 5 wjul
20 sep 20 Hsep
15 F;v 15 nov
10 10 jan
05 05
00 00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE 100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE
Analys: S_anth_pX01 Analys: IPC
Ctvirde Fluorofor: Tamra (frys-tinad) Ctvirde Fluorofor: HEX (frys-tinad)
45 45
40 40
35 35
30 30
25 Wjul 25 Bjul
20 Hsep 20 Hsep
15 nov 15 nov
10 Jan 10 jan
05 05
00 00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE 100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE
Analys: S_anth_pX02
Ctvirde Fluorofor: Cy5 (frys-tinad)
45
40
35
30
2 =jul
2 Hsep
15 nov
10 jan
05
00
100000 GE 10000 GE 1000 GE 100 GE

Bild 5: Resulterande Ct-vérden efter att prob férvarats i -20°C foljt en frys-tinings cykel vid varje testtillfille.
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Den algoritm for multiplex realtids PCR som applicerats i detta projekt bygger pé att minimera antalet
provanalyser med en initial screening (screening A och B) pa genusniva (Bacillus sp., Francisella sp,,
Yersinia sp. och Burkholderia sp.) eller for direkt detektion av en species dar tillricklig data om genus och
species saknas (Coxiella). Vid en eventuell positiv screening konfirmeras resultatet med speciesspecifika
markorer (se bild 3). Syftet har dock varit att validera de ingdende oligonukleotidernas prestanda i
kombination med en IAC, vilket gor att metoden som ska kunna anvindas bade duplext (en specifik
PCR samt en intern amplifieringskontroll) eller mutliplext beroende pa det enskilda laboratoriets
forutsittningar, s som plattform och provkvantitet.

En validering med avseende pa specificitet, effektivitet och kinslighet utfordes. Resultaten for
inklusivitetstester pa samtliga analyser visar god inklusivitet. De analyser som ej uppnér 100 % &r
framfor allt analyserna som ingar i screen A.

Innan ndgra slutsatser dras fran detta resultat bor det dock faststillas vad en inklusivitetsprocent for

en screeninganalys innebir. Utférandet av en s.k. screening pa genusniva har som framsta syfte att i en
och samma reaktion initialt detektera narvaror av upp till tre stycken riskklass 3 agens. Ett krav som da
stalls pa screeninganalysen ar att den med all sikerhet detekterar det, inom sitt genus, riskklass 3 agens
som sedan konfirmeras specifikt. Till exempel méste en analys som screenar efter Bacillus sp utan tvivel
detektera samtliga stammar av B. anthracis. Ur detta perspektiv uppfyller samtliga screeninganalyser
100 % inklusivitet. Vidare dr det 6nskvirt att en screeninganalys har ett s stort detektionsspektrum
som mojligt, framst for att kunna stilla differentialdiagnoser dar det exempelvis kan faststillas att ett
okint prov innehaller en Bacillus sp men att B. anthracis dr uteslutet. Differentialdiagnoser av denna art
ar speciellt hjdlpsamma i fall dér en riskklass 3 bakterie, t.ex. B. anthracis, har en nira slikting som dr
betydligt mindre farlig men efter odling ar forvirrande lika, t. ex B. cereus.

Frin resultaten kan fastslas att; 1) Bacillus sp — analysen till 100 % detekterar B. anthracis, B. cereus samt
B. thuringiensis men ej 6vriga testade Bacillus sp, 2) Francisella spp — analysen detekterar till 100 % F.
tularensis sp, F. philomiragia och F. novicida men ej F. noatunensis, 3) Yersinia sp — analysen detekterar till
100 % Y. pestis, Y.pseudotuberculosis samt Y. entorecolitica men ej 6vriga testade Yersinia sp. For att uppna
en mer omfattande screening bor eventuellt dessa analyser breddas i sitt detektionsspektrum. En strategi
kan vara att basera PCR: er pa den bakteriella 16S-genen som ofta ar relativt konserverad inom ett
genus.

De analyser som vid exklusivitetstest nar 100 % éar Burkholderia sp, Coxiella burnetii och B. mallei. Det
ir dock anmiarkningsvirt att Ct-virden som bidrar till lagre exklusivitet i de andra analyserna indikerar
endast ett fital GE. Detta kan tolkas som kontamination i material som skickats ut, kontamination
mellan prover vid analys, en korsreaktion, méjligen en problematisk datatolkning vilket kan leda till
en subjektiv beddmning, eller i vissa fall en kombination av olika faktorer. Resultaten dr dock mycket
viktiga for efterfoljande projekt, och det ér av yttersta vikt att material for validering har produceras
och/eller kvalitetskontrollerats med referensmetodik. Det ses dven som en hog prioritering att minska
graden av manuellt arbete genom att ersitta detta med automatiserade l6sningar och med kvalificerad
utrustning, vid t.ex. DNA extraktion eller férberedelse fér PCR, for att minska graden av inverkan fran
den manskliga faktorn vid hantering av ett stort antal prover pa kort tid.

I ett fall, specifik analys {or F. tularensis typ A, har en korsreaktion kunnat pavisas bioinformatiskt.
Analysen baseras pa en sa kallad deletion i genen pdpD, specifik for typ A, 6ver vilken proben var
designad att binda. Korsreaktionen beror pa en 8 bp lang sekvens, komplementir till probens 3" dnde,
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som repeteras i icke-typA species insert vilket leder till att proben binder specifikt dven till dessa. En ny
metod for att skilja F tularensis typ A och typ B behover dirfor designas och valideras. Den nya metoden
bor baseras pa en for F. tularensis typ A unik DNA sekvens som kan anvindas som malsekvens for
PCR:en.

For att anses jamforbara bor samtliga assays ha en amplifieringseffektivitet inom intervallet 90-100 %.
Som tidigare nimnts kan amplifieringseffektiviteten ses som en indikation pa analysens kinslighet men
LOD har 4ven experimentellt faststills. For att uppna en standardisering av analyser inom FBD ses det
som prioriterat att faststilla QA-rekommendationer for en assays prestanda och dven for optimering da
en assay ej uppfyller dessa rekommendationer.

Ett ringtest genomférdes som en 6vning i FBDs avlastningsfunktion da en myndighet vid en B-hidndelse
kan 6verskrida sin provkapacitet. Ringtestet inkluderade skickande och mottagande av extraherat
material, provregistrering, molekyldr analys, tolkning av data samt utsvarning till avsindarmyndighet.
Resultatet foll gott ut dd samtliga myndigheter erholl ett oskadat paket innehéllandes 10 prover som
korrekt kunde analyseras och svar avges till SMI. Syftet med en avlastningsaktion ir att prover skickas
fran avsindarmyndigheten och svar erhalls utefter kvalitetssakrade och standardiserade metoder. Detta
speglar FBDs langsiktiga mal med en samordnad diagnostisk kapacitet mellan myndigheter och for att
nd malet ses regelbundna 6vningar samt upprittande av standardiseringar for storskalig provhantering
vara av yttersta vikt. Ovningar med stdrre provkvantitet samt inkluderat sikerhetsklass 3-arbete och
nukleinsyraextraktion ar féremal f6r framtida projekt. Men for att dessa mer storskaliga 6vningar ska
kunna genomféras bér standardisering for ringtest upprittas och material for ringtest QA-certifieras.

En annan parameter for en lyckad avlastningsfunktion inom FBD ir tillgdngen till reagenser for samtliga
myndigheter. Lagerhallning och kostnad for detta maste da givetvis tas i beaktande. I validerad metodik
anvinds TagMan-prober vars stabilitet i frysforvaring ar okind. Stabiliteten av en prob kan bero av
flera faktorer sa som fluoroforinmirkning, oligonukleotidsekvens och eventuellt syntesprocess, eller

en kombination av dessa faktorer. I studien har ett bibehallet C -virde for ett visst antal analyserade

GE tolkats som probstabilitet. Hittills erhalla resultat indikerat ej nigon signifikant 6kning i C -virde,
varken for fryst eller frys-tinad prob, vilket antyder att prob och 6vriga reagenser behallits intakt och att
lagerhallning kan ses som ett fungerande koncept. Om senare matningar skulle ge ett forindrat resultat
bor det klargoras vilken eller vilka faktorer som paverkar stabiliteten. Till exempel om analyser med
CyS-inmirkt prob skulle ge 6kande C -virden maste det utredas om problematiken ar kopplad till just
fargen CyS eller om andra faktorer spelar in.

FE.
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8. SLUTSATS

Multiplex realtids PCR i 96-halsformat mojliggor identifikation av upp till 3 genetiska markorer samt en
internkontroll i samma reaktion. Detta medger att exempelvis 96 st. antrax-analyser kan utféras med en
korning och p4 ett instrument som stodjer 96-halsformat.

9. REKOMMENDATIONER FOR
NASTKOMMANDE PROJEKT

OVERGRIPANDE:

¢ Graden av manuellt arbete (hands-on) bor minskas genom att introducera automatiserade 1sningar

(hands-off) for att 6ka uthallighet och dka kvalité
¢ Tolkning av data bor automatiseras
o Kapacitet per tidsenhet bor mitas och stillas i relation till FBDs krav pa kapacitet
¢ Nukleinsyraextraktion bor inkluderas i processen i nastkommande projekt

« Ett system for logistik kring provhantering och utsvarning bor inkluderas for att sikerstilla kvalité vid
stora provméingder

¢ QA-rekommendationer for standardisering och SOP for utférande av analys inom FBD méste
utarbetas

o QA-rekommendationer for ringtest bor faststillas och utskick av material f6r ringtest maste QA-
certifieras enligt sidana rekommendationer

« For att fullfolja validering enligt ISO-rekommendationer for inklusivitetsdata bor ytterligare stammar
analyseras

DETALJERADE:
o Utveckling av ny E tularensis typA — specifik analys.

o Analys av data bor kunna utféras med en mjukvarustodd presence/absence funktion, och det bor
faststallas hur data tolkas och var gransvirden for positivt och negativt utfall dras, dvs. subjektiva
tolkningar bor i storsta méjliga man undvikas.

o Data bor kunna exporteras

o Silherpes som IAC behdover kvalitetssikras med avseende pd att sikerstilla produktion,
beredskapslager, hillbarhetstider, stabilitet och renhetsgrad (eliminera cell-linjerester och extravirlat
DNA)

* Probstablilitet, kostnad for lagerhéllning av reagens bor utredas vidare

¢ Pre-PCR metodiken bor vidareutvecklas for att minimera hands-on. T.ex. kan reagens frystorkas i
plattan for att minimera variation och arbetsinsats pre-PCR, men detta maste valideras enligt QA-
rekommendationer

18
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Vissa prover maste analyseras om da det i nuldget inte gér att fastsla om det ror sig om kontamination
eller korsreaktivitet. Det gar heller inte att faststilla om en eventuell kontamination skett innan
utskick, eller under analysens ging. Optimeringsprocedurer och standardisering, inklusive ringtest,
maste utféras med en kvalitetsniva som strivar efter att en parameter utvirderas i varje steg.

Fragestillningen om andelen falska positiva och falska negativa resultat bor inkluderas i
nidstkommande projekt som ett led i QA-arbetet

Kunskapshojning inom det bioinformatiska omradet for att hitta nya biomarkoérer.
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BILAGA 1

FB.

Specificitet Genetisk Oligonu- Sekvens Fluorofor
markor kleotid
Screen A
Bacillus spp rpoB A_bac_rpoBF ACCTCTTCTTATCAGTGG
Bacillus spp rpoB A_bac_rpoBR CCCGTAAAGTCTTCAATC
Bacillus spp rpoB A_bac_rpoBCy5 CATTTCTCGCAAACCCTCATCAAG Cy5
Francisella spp ISFtu2 A_fra_AISFtu2F CCCTGATTTACAAGAAGTC
Francisella spp ISFtu2 A_fra_ISFtu2R CTTGGTTATCATCTTTATCATATC
Francisella spp ISFtu2 A_fra_ISFtu2Tamra TGATTCAACAATAGCAAGAGCACAT Tamra
Yersinia sp Inv A_yer_AiQYp1F TTGACACAACCTTAGGCAATATGG
Yersinia sp Inv A_yer_AiQYp1R ACTGGTCAATGGTGCGCTATAA
Yersinia sp inv A_yer_invFam CGTTATCACGGATCACAATGACGGCA Fam
Screen B
Burkholderia sp FliC B_burk_FliCF GCAGATCTCGGAAGTG
Burkholderia sp FliC B_burk_FliCR CGTCCAGGATGTTCTTG
Burkholderia sp FliC B_burk_FliCFam TATCGCTTCGCAGACGAACTAC Fam
Coxiella IST1171 B_cox_IS1111aF CACGAGACGGGTTAAG
Coxiella IST111 B_cox_IS1111aR CACACGCTTCCATCAC
Coxiella IST111 B_cox_IST111aTamra TCAGTATGTATCCACCGTAGCCA Tamra
Specifik 1
B. anthracis BA-5345 S_anth_5345F TTCCCAATAAATGTCTGTATC
B. anthracis BA-5345 S_anth_5345R CATGGTACTACTCAAACAAG
B. anthracis BA-5345 S_anth_BA5345Fam TCCTTCTATGTATGTACGAGTCTCTGA Fam
B. anthracis pagA-pX01 S_anth_pX01pagAF GAGTGATGAATATACATTTGC
B. anthracis pagA-pX01 S_anth_pX01pagAR GAAGCTTTATTAATCACTTCTTG
B. anthracis pagA-pX01 S_anth_pX01pagACy5 TTCCGCTGATAATCATGTAACAATGTG Cy5
B. anthracis capD-pX02 S_anth_pX02capDF CTGTCTGGATAAGTGTTTC
B. anthracis capD-pX02 S_anth_pX02capDR AAGCCACGTATTTATTCTG
B. anthracis capD-pX02 S_anth_ AGTATCTTCTATCCGAATGGTGAACCT Tamra
pX02capDTamra
Specifik 2
Y. pestis YPO1091 S_pest_YPO1091F GTAGGATCGGTAATTTCG
Y. pestis YPO1091 S_pest_YPO1091R CTCACGATTGAAGAAATTG
Y. pestis YPOT1091 S_pest_YPO1091Fam TTGCCAATACCAGTGCGTG Fam
Y. pestis PPCP1-pla S_pest_PlaF TCCTGCTACAAATGTTAATC
Y. pestis PPCP1-pla S_pest_PlaR ACCTGCTTTATAATTCTCATC
Y. pestis PPCP1-pla S_pest_plaCy5 TGCCAATGAATATGACCTCAATGTG Cy5
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Specificitet Genetisk Oligonu- Sekvens Fluorofor
markor kleotid
Y. pestis pMT1-caf1 S_pest_caf1F AGTGGTTCCTGTTTTATAG
Y. pestis pMT1-cafl S_pest_caf1R GCTCCAATTACAATTATGG
Y. pestis pMT1-caf1 S_pest_caf1RTamra CAAGAGTAAGCGTACCAACAAGTAATT Tamra
Specifik 3
F.tularensis sp Tul4 S_tul_Tul4F CTTGGGCAACTGTAACAG
F.tularensis sp Tul4 S_tul_Tul4R GCGATTACTTCTTTGTCATAAAC
F.tularensis sp Tul4 S_tul_TuldFam CCGCTACAGAAGTTATTACCTTGCTT Fam
F. tularensis typA pdpD S_tultul_pdpDF GGTTGGTTTAACCAAATC
F. tularensis typA pdpdD S_tultul_pdpDR CTCAGAGACATCAATTAAAAG
F. tularensis typA pdpdD S_tulhol_pdpDCy5 CTGAGCAGAATTTTCTAGAAGACCTTC Cy5
F. tularensis typA Junction 3’ S_tulhol_hol-F GCTACTGAGAAACTATTTTTG
region-ISFtu2
F. tularensis typB Junction 3’ S_tulhol_hol-R AGTGGAAAAATAAATGACATTC
region-ISFtu2
F. tularensis typB Junction 3’ S_tulhol_hol-Tamra AACCTAGTTCAACCTCAAGACTT Tamra
region-ISFtu2
Specifik 4
B. mallei FliP S_mal_FLiPF GACTTTGCTAGAAGCCCATTGG
B. mallei FliP S_mal_FLiPR AGCGACAGCACGACGATG
B. mallei FliP S_mal_FliPFam CGTGAAGCTCGTTGACCTGCCC Fam
B. pseudomallei mrpA S_pse_mrpAF GCGATATTCCTTATGAAGTGTGG
B. pseudomallei mrpA S_pse_mrpAR ACAATCGAATCGGTGCCTAC
B. pseudomallei mrpA S_pse_mrpATamra TCAATCTCCGATAGCCGCCTTGC Tamra
IPC
PhHV-1 gB-polymerase IPCF GGGCGAATCACAGATTGAATC
gene
PhHV-1 gB- IPCR GCGGTTCCAAACGTACCAA
polymerase
gene
PhHV-1 gB- IPCP TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC Vic/Hex
polymerase

gene
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

FB.

BILAGA 2

l:| Godkand inklusivitet

|:| Underkand exklusivitet eller underkénd inklusivitet

Analysfel i PCR:

Erhallet Ct-varde for ej exponentiell kurva

E Stam ej analyserad for assay

Yersinia | Francisella | Bacillus Y. pestis Y.pestis Y. pestis
sp sp sp (caf1) (pla1) (YPO1091

Nr Organism Beteckning

1 Bacillus anthracis NCTC 109 38,1 39,0 18,9 38,3 nd 39,0
2 Bacillus anthracis NCTC 1328 38,1 35,0 20,5 nd nd 38,5
3 Bacillus anthracis NCTC 2620 nd nd 23,3 nd nd nd
4 Bacillus anthracis NCTC 5444 nd nd 20,5 nd nd nd
5 Bacillus anthracis NCTC 7752 38,6 34,8 21,0 36,5 nd 37,1
6 Bacillus anthracis NCTC 7753 39,3 34,2 19,9 nd nd nd
7 Bacillus anthracis NCTC 8234 nd 36,4 19,6 nd nd nd
8 Bacillus anthracis NCTC 10340 nd nd 28,0 nd nd nd
9 Bacillus anthracis ATCC 4229 nd nd 21,0 nd nd nd
10 Bacillus anthracis ATCC 7702 nd 38,0 20,5 38,6 nd 37,1
11 Bacillus anthracis Kliniskt isolat dec-09, 76342 nd nd 26,3 nd nd nd
12 Bacillus cereus ATCC9946 nd nd 16,6 nd nd nd
13 Bacillus cereus ATCC33019 36,1 16,7 nd nd nd
14 Bacillus cereus ATCC33018 nd nd 24,2 nd nd nd
15 Bacillus cereus ATCC7997 nd 37,9 18,5 nd 36,8 nd
16 Bacillus cereus ATCC11778 nd 35,2 16,7 nd nd nd
17 Bacillus cereus 5 nd nd 24,5 nd nd nd
18 Bacillus cereus ATCC14579 nd 37,0 16,4 nd nd nd
19 Bacillus cereus ATCC 10702 (Biotracer) nd nd 23,2 nd nd nd
20 Bacillus cereus ATCC 10987 (Biotracer) nd nd 26,8 nd nd nd
21 Bacillus cereus Biotracer A nd nd 19,1 nd nd nd
22 Bacillus cereus Biotracer B nd nd 21,4 nd nd nd
23 Bacillus cereus Biotracer C nd nd 21,2 nd nd nd
24 Bacillus cereus NVH1518-99 (FFI)/ KBM1 nd nd 18,5 nd nd nd
25 Bacillus cereus NVHO0597-99 (FFI)/KBM2 nd nd 19,0 nd nd nd
26 Bacillus cereus NVHO0500-00 (FFI)/ KBM3 nd nd 18,2 nd nd nd
27 Bacillus cereus NVH360-97 (FFl)/ KBM4 nd nd 18,7 nd nd nd
28 Bacillus cereus NVH1280-99 (FFI)/KBM5 nd nd 18,6 nd nd nd
29 Bacillus cereus NVH1039-00 (FFI)/ KBM6 nd nd 22,0 nd nd nd
30 Bacillus cereus "Stam Jocke" F nd nd 18,3 nd nd nd
31 Bacillus coagulans 1992 /KBM9 nd nd 35,6 nd nd nd
32 Bacillus coagulans No6t-90/ KBM12 nd nd nd nd nd nd
88 Bacillus licheniformis Lamm-89/ KBM11 nd nd nd nd nd nd
34 Bacillus licheniformis Hast-91 /KBM13 nd nd nd nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

B. anthracis B. anthracis | B. anthracis | F.tula- | F.tularensis | F. tularensis | Coxiella Burk- B. mallei | B. pseudo-
(BA-5345) (pX01) (pX02) rensis sp typA typB holderia sp mallei
20,2 23,3 27,5 nd nd nd
22,3 22,1 nd nd nd nd nd nd nd nd
24,2 24,9 23,0 nd nd nd
22,0 nd 20,7 nd nd nd
22,6 nd 21,0 nd nd nd
21,5 nd 20,5 nd nd nd
20,7 20,4 nd nd nd nd
30,0 30,5 29,8 nd nd nd
21,9 nd 20,5 nd nd nd
22,0 21,6 nd nd nd nd
26,3 26,0 25,5 nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd 40,6
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd 38,5 nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

FB.

[ ] Godkand inklusivitet

l:| Underkand exklusivitet eller underkand inklusivitet

[ ] AnalysfeliPCR:

Erhallet Ct-vérde for ej exponentiell kurva

E Stam ej analyserad for assay

Yersinia | Francisella | Bacillus Y. pestis Y.pestis Y. pestis
sp sp sp (caf1) (pla1) (YPO1091
Nr Organism Beteckning
35 Bacillus licheniformis Am nét /KBM16 nd nd nd nd nd nd
36 Bacillus subtilis ATCC106051 nd nd 34,7 nd nd nd
37 Bacillus subtilis ATCC6633-9 nd nd 32,0 nd nd nd
38 Bacillus subtilis 7137-A-12 nd nd 36,6 nd nd nd
39 Bacillus subtilis ATCC9372 nd 36,3 35,4 nd nd nd
40 Bacillus thurigensis 22499 nd nd 17,1 nd nd nd
41 Bacillus thurigensis | Berliner 1915, DSMZ5724 nd nd 21,3 nd nd nd
biovar israeliensis
42 Bacillus thurigensis Kurstaki nd nd 18,5 nd nd nd
biovar kurstaki
43 Bordatella CCUG 219 nd nd nd nd nd nd
bronciseptica
44 B. cenocepacia CCUG 46446 nd nd nd nd nd nd
45 Burkholderia glumae CCUG 20835 nd nd nd nd nd nd
46 Burkholderia mallei NCTC 120 nd 30,4 nd nd nd nd
47 Burkholderia mallei NCTC 3708
48 Burkholderia mallei NCTC 3709
49 Burkholderia mallei NCTC 10229
50 Burkholderia mallei NCTC 10245
51 Burkholderia mallei NCTC 10247
52 Burkholderia mallei NCTC 10248
53 Burkholderia mallei NCTC 10260
54 B. pseudomallei NCTC 7431 nd nd nd nd nd nd
55 B. pseudomallei NCTC 8707 nd nd nd nd nd nd
56 B. pseudomallei NCTC 6700
57 B. pseudomallei NCTC 10247
58 B. pseudomallei NCTC 4846
59 B. pseudomallei NCTC 8708
60 B. pseudomallei NCTC 3783
61 B. pseudomallei NCTC 8061
62 B. pseudomallei NCTC 1688
63 B. thailandensis CCUG 48851 nd nd nd nd nd nd
64 B. vietinamiensis CCUG 34169 nd nd nd nd nd nd
65 Campylobacter coli SLV-271 nd nd nd nd nd nd
66  Campylobacter jejuni SLV-542 nd nd nd nd nd nd
67 Coxiella - lysat Ct21
69 Coxiella DNA ifran Caprine foetal fluid , Ct

ringtest (ej isolat)

29D
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

B. anthracis B. anthracis | B. anthracis | F.tula- | F.tularensis | F.tularensis | Coxiella Burk- B. mallei | B. pseudo-
(BA-5345) (pX01) (pX02) rensis sp typA typB holderia sp mallei
nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd 37,5 333 37,5 35,6 nd 28,2 26,5 nd
nd 27,9 25,3 nd
nd 24,9 22,4 nd
nd 25,8 23,6 32,0
nd 26,9 24,6 nd
nd 26,3 23,9 nd
nd 28,5 26,9 nd
nd 25,9 23,5 nd
nd nd nd nd nd nd 25,6 nd 23,8
nd nd nd nd nd nd nd 24,6 nd 23,7
nd 25,0 nd 23,6
nd 25,2 nd 23,8
nd 26,0 nd 24,2
nd 25,7 nd 24,1
nd 26,1 nd 24,5
nd 25,0 nd 23,4
nd 23,8 nd 22,7
nd nd nd nd nd nd nd 23,1 nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
30,3 nd nd nd
33,9 nd nd nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

FB.

|:| Godkand inklusivitet

l:| Underkand exklusivitet eller underkand inklusivitet

Analysfel i PCR:

Erhallet Ct-varde for ej exponentiell kurva

E Stam ej analyserad for assay

Yersinia | Francisella | Bacillus Y. pestis Y.pestis Y. pestis
sp sp sp (caf1) (pla1) (YPO1091
Nr Organism Beteckning
70 Coxiella DNA ifrén Caprine placenta Ct 22 E
ringtest (ej isolat)
71 Coxiella DNA ifran Bovine placenta, Ct 23 H
ringtest (ej isolat)
72 Coxiella DNA ifran Placenta Ct 14 | nd nd nd nd nd nd
ringtest (ej isolat)
73 Coxiella DNA ifran Placenta Ct 14 )
ringtest (ej isolat)
74  Enterobacter cloceae SLV-011 nd nd nd nd nd nd
75 Enterococcus duran SLV-078 nd nd nd nd nd nd
76 Escherichia coli U226 nd nd nd nd nd nd
77 Escherichia coli B266 nd nd nd nd nd nd
78 Escherichia coli 1278 nd nd nd nd nd nd
79 Escherichia coli uMmz245 nd nd nd nd nd nd
80 Escherichia coli S262 nd nd nd nd nd nd
81 Escherichia coli K1 XL-1 blue nd nd nd nd nd nd
82 Escherichia coli EIEC 121 nd nd nd nd nd nd
83 Escherichia coli 98NK2 nd nd nd nd nd nd
OT113:H21
84  Escherichia coli 0157 SLV-479 nd nd nd nd nd nd
85  Escherichia coli 0157 EDL933 nd nd nd nd nd nd
86 Escherichia coli 493/89 nd nd nd nd nd nd
0157:H-
87 Escherichia coli H2954/06 nd nd nd nd nd nd
026:H11
88  EHV2 (Ekvint herpes Fran MOD (VIP) nd nd nd nd nd nd
virus)
89 FHV Fran MOD (VIP) nd nd nd nd nd nd
(Felint herpes virus)
90 F. noatunesis NV1 0383 Norge nd nd nd nd nd
91 F. noatunesis Lysekil torsk 2 njure 0391 nd nd nd nd nd nd
92 F. novicida-like 110, fx2, FSC159 nd 10,4 nd 33,9 nd
93 F. novicida-like Houston, 2766, fx1, 39,3 13,3 38,3 35,3 38,9
FSC160, 156
94 F. novicida-like F58, FSC 545 39,7 14,4 nd nd nd 38,6
95 F. novicida-like FNSp1, FSC454 nd 26,0 nd nd nd nd
96 F. philomiragia CCUG 12603, FSC145 36,6 27,6 37,0 35,4 nd
97 F. philomiragia Swiss, E6588 , FSC154 nd 28,2 nd nd nd nd
98 F. philomiragia ATCC 25016, 075-1, FSC037 nd 20,9 nd 38,5 38,0 nd
99 F. philomiragia ATCC 25018, 077-1, FSC039 nd 21,1 nd nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

B. anthracis B. anthracis | B. anthracis | F.tula- | F.tularensis | F.tularensis | Coxiella Burk- B. mallei | B. pseudo-
(BA-5345) (pX01) (pX02) rensis sp typA typB holderia sp mallei
27,1 nd nd nd nd
27,8 nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd 19,1 nd nd nd
19,0 nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd 13,8 14,8 nd
nd nd nd 12,5 13,2 36,4
nd nd nd 16,5 32,3 33,5
nd nd nd 33,9 29,2 34,0
nd nd nd 30,0 31,0 36,8
nd nd nd 31,3 32,5 35,0
nd nd nd 33,9 nd 35,3
nd nd nd 34,6 nd 36,0
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

FB.

|:| Godkand inklusivitet

l:| Underkand exklusivitet eller underkand inklusivitet

Analysfel i PCR:

Erhallet Ct-varde for ej exponentiell kurva

E Stam ej analyserad for assay

Yersinia | Francisella | Bacillus Y. pestis Y.pestis Y. pestis
sp sp sp (caf1) (pla1) (YPO1091

Nr Organism Beteckning
100  F. tularensis holartica FSC 130 nd 13,6 32,6 nd nd nd
101 F.tularensis holartica FSC 133 nd 13,3 nd nd nd
102  F.tularensis holartica FSC 150 nd 13,1 nd nd nd nd
103  F.tularensis holartica FSC 151 nd nd nd nd nd
104  F.tularensis holartica FSC 152 nd 12,3 nd nd nd
105  F.tularensis holartica T4, SBL vaccin nd 15,7 nd nd nd
106  F. tularensis holartica T8, Fasting nd 21,6 nd nd nd nd
107  F.tularensis holartica T14,V74/85 21,9 nd nd nd nd
108  F.tularensis holartica T11, 02385/84 nd 16,4 nd nd nd nd
109  F.tularensis holartica T13, Finland nd 21,6 nd nd nd nd
110  F. tularensis holartica T26,V1173/02 nd 13,3 nd nd nd
111 F. tularensis holartica T27,V851/03 nd 21,3 nd nd nd
112 F.tularensis holartica T28, V955/03 nd 21,3 nd nd nd nd
113 F.tularensis holartica T29,V1019/03 nd 21,6 nd nd nd nd
114  F. tularensis holartica T30, V114/05 nd 21,6 nd nd nd nd
115 F. tularensis holartica T31, V553/05 nd 21,7 nd nd nd nd
116  F.tularensis holartica T32, V729/05 nd 22,0 nd nd nd nd
117  F.tularensis holartica T33 nd 21,7 nd nd nd
118  F.tularensis holartica T34, V909/00 nd 22,0 nd nd nd nd
119 F. tularensis FSC 147 nd 16,7 nd nd nd nd

mediasiatica
120  F. tularensis tularensis FSC 041 39,2 14,5 nd nd nd nd
121 F tularensis tularensis FSC 042 nd 14,0 nd nd nd
122  F. tularensis tularensis FSC 046 14,3 nd nd nd nd
123 F.tularensis tularensis FSC 054 nd 14,1 nd nd nd
124  F tularensis tularensis FSC 237 41,6 15,5 28,9 nd nd nd
125 Fusarium culmorum F.c nd nd nd nd nd nd
126 Fusarium F.g nd nd nd nd nd nd

graminearum
127 K[ebsie/[a_ SLV-186 nd nd nd nd nd nd

pneumonaie
128 Listeria ivanovii SLV-348 nd nd nd nd nd nd
129 L monocytogones SLV-513 nd nd nd nd nd nd
130 Proteus mirabilis SLV-374 nd nd nd nd nd nd
131 P. aeruginosa SLV-395 nd nd nd nd nd nd
132 P. aeruginosa SLV-453 nd nd nd nd nd nd
133 Salmonella dublin SLV-242 nd nd nd nd nd nd
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FORUM FOR
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

B. anthracis B. anthracis | B. anthracis | F.tula- | F.tularensis | F.tularensis | Coxiella Burk- B. mallei | B. pseudo-
(BA-5345) (pX01) (pX02) rensis sp typA typB holderia sp mallei

nd nd nd 18,4 19,3

nd nd nd 18,1 nd 19,1

nd nd 17,9 nd 18,9

nd nd 17,9 19,0

nd nd nd 171 18,3

nd nd nd 20,5 nd 21,6 nd nd nd nd
nd nd nd 25,5 nd 29,9

nd nd nd 25,6 nd 29,0

nd nd nd 21,6 nd 22,5

nd nd nd 25,4 nd 28,8

nd nd nd 17,7 nd 18,7

nd nd nd 25,0 nd 28,2

nd nd nd 25,5 nd 28,6

nd nd nd 25,3 nd 28,7

nd nd nd 25,4 nd 28,8

nd nd nd 25,2 28,7

nd nd nd 25,6 nd 29,2

nd nd nd 25,6 nd 29,1

nd nd nd 25,7 nd 29,4

nd nd nd 19,7 19,8 36,0

nd nd nd 17,7 17,6 36,3 nd nd nd nd
nd nd nd 17,3 17,6 nd

nd nd nd 17,3 18,4 nd

nd nd nd 17,3 17,8 45,0

nd nd 18,8 19,0 nd

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

FB.

|:| Godkand inklusivitet

l:| Underkand exklusivitet eller underkand inklusivitet

[ ] AnalysfeliPCR:

Erhallet Ct-varde for ej exponentiell kurva

E Stam ej analyserad for assay

Yersinia | Francisella | Bacillus Y. pestis Y.pestis Y. pestis
sp sp sp (caf1) (pla1) (YPO1091
Nr Organism Beteckning
134 S. typhimurium SLV-248 nd nd nd nd nd nd
135 Shigella boydii 33/08 nd nd nd nd nd nd
136  Shigella dysenterieae 15/08 nd nd nd nd nd nd
137 Shigella flexneri 100/08 nd nd nd nd nd nd
138 Shigella sonnei SLV-197 nd nd nd nd nd nd
139 S. aureus SLV-438 nd nd nd nd nd nd
140 S. xylosus SLV-283 nd nd nd nd nd nd
141 Taylorella CCUG 16464 nd nd nd nd nd nd
equigenitalis
142 Taylorella CCUG 10786 nd nd nd nd nd nd
equigenitalis
143 Vibrio cholerae CCUG 4070 nd nd nd nd nd nd
144 V. parahaemolyticus CCUG 4224 nd nd nd nd nd nd
145 Vibro vulnificus CCUG 16397 nd nd nd nd nd nd
146 Wolbachia persica ATCC VR-331 nd 33,0 nd nd nd nd
147  Yersinia enterocolitica SLV-408 37,2 nd nd nd nd nd
148  Yersinia frederiksenii 949021 nd nd nd nd nd nd
149  Yersinia intermedia SLV-472 nd nd nd nd nd nd
150  Yersinia kristensenii 2147 nd nd nd nd nd nd
151 Yersinia pestis KIM 23,5 nd 22,5 17,9 22,7
152 Yersinia pestis 144-03 20,7 nd nd 19,4 15,1 20,2
153 Yersinia pestis 570-04 22,0 nd nd 20,0 16,3 21,3
154 Yersinia pestis 2028-04 23,1 nd nd 21,2 17,4 22,2
155 Yersinia pestis 2868-03 22,0 nd nd 20,3 16,4 21,2
156 Yersinia pestis 8775-03 22,4 nd nd 37,9 17,0 21,4
157 Yersinia pestis 8779-04 22,2 32,0 15,0 40,9 16,8 21,2
158 Yersinia pestis 10029-03 23,1 nd nd 21,2 16,6 22,0
159 Yersinia pestis 10030-01 22,5 28,0 nd 21,3 17,0 21,5
160 Yersinia pestis 10329-02 23,8 30,0 33,0 21,6 17,5 22,6
161 Yersinia pestis 10330-03 24,0 nd nd 21,7 18,2 22,8
162 Yersinia pseudotb SVA 18,8 nd nd nd nd nd
163 Yersinia pseudotb typénrl 20,4 nd nd nd nd nd
164 Y. pseudotuberculosis TAVA81 19,8 nd nd
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FORUM FOR

BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

B. anthracis B. anthracis | B. anthracis | F.tula- | F.tularensis | F.tularensis | Coxiella Burk- B. mallei | B. pseudo-
(BA-5345) (pX01) (pX02) rensis sp typA typB holderia sp mallei

nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd 34,9 nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd

43,4 nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd 40,2
nd nd nd nd nd nd
nd nd nd 38,6 nd nd
nd nd nd 37,6 nd nd
nd nd nd 38,2 nd nd
nd nd nd 37,4 nd 39,9
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
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FORUM FOR
BEREDSKAPS

DIAGNOSTIK FB:}

BILAGA 3

Ringtest for molekylar detektion av Coxiella,
Burkholderia mallei och Burkholderia pseudomallei

BESKRIVNING

En panel innehéllande tio (10) eppendorfror med ett innehall av extraherat DNA frén antingen Coxiella,
Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei eller negativa prover skickas fran SMI vardera till SVA,
Livsmedelsverkat och FOI. Eppendorfréren dr markta med siffror, 1-10, for att innehallet ska vara okéint
for mottagaren som forvintas faststilla innehallet med PCR-analys, och innehaller en volym av 100 ul.
Ovningen har foljande syften och frvintade resultat:

 Mitning av tid fran det att provet skickas fran SMI, till dess att analyssvar inkommit till SMI
 Mitning av analyssvarens kvalité med avseende pé korrekt identifiering av innehall

* Generera erfarenhet av ringtest av molekylar diagnostik inom FBD for att i framtiden kunna utféra

denna typ av 6vning i storre skala, och med fler prover.

Fran SMI till SVA och Livsmedelsverket skickas paneler med budbil. Fran SMI till FOI skickas panelen
med vanlig post. Panelen innehéller inget levande material, men for att sikerstilla att innehéllet inte
skadas anvinds dubbla kuvert, varav det yttersta dr vadderat.

Panelerna har satts samman av Sandra Rodin pd SMI, och pa SMI sker analys av annan person som inte
varit delaktig i férberedelserna infor detta ringtest. Analysresultatet rapporteras i exceldokumentet
Analysresultat FBD_ringtest Burk Coxdetektion (bla filt) och skickas till Sandra Rodin via e-mail
sandra.rodin@smi.se.

Rapporten forvintas innehalla f6ljande uppgifter:

1. Tid f6r mottagande av prov.
2.En bedémning om paketets skick, dvs eventuella skador dokumenteras.
3.Tid for slutford analys.

4.Resultat av qPCR-analys med avseende pa Coxiella, Burkholderia mallei och Burkholderia pseudomallei.
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BEREDSKAPSDIAGNOSTIK a
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FORUM FOR

‘....
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK FB‘.-':

BILAGA 4
Ringtest FBD:

gPCR-analys med avseende pa Coxiella, Burkholderia mallei och Burkholderia pseudomallei

Laboratorium

(FOl/Livsmedelsverket/SLV/SMI)

Ankomstdag

Ankomsttid

Paketets skick

(utan anmarkning/skadat)

Om skadat, beskrivning av skadan:

Analysdag

Analysresultat

Agens som
detekterats:

Malgen/-element
for PCR

Prov 1

Singleplex/
duplex/multiplex

Referens for Ev. kommentar

PCR-metod

Prov 2

Prov 3

Prov 4

Prov 5

Prov 6

Prov 7

Prov 8

Prov 9

Prov 10

Ifylls av SMI:

Skickat

Svar inkom

Dag

Analysresultat

Prov 1

Tid

Korrekt/ej korrekt

Prov 2

Prov 3

Prov 4

Prov 5

Prov 6

Prov 7

Prov 8

Prov 9

Prov 10
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