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ABSTRACT

In a national effort to harmonise methods and increase the level of biopreparedness the Forum for Biopreparedness
Diagnostics (FBD) was founded in 2007. The FBD includes four Swedish governmental agencies: the National Food
Agency (NFA), the National Veterinary institute (SVA), the Swedish Institute for Communicable Disease Control (SMI)
and the Swedish Defence Research Agency (FOI). Within this forum the four agencies collaborate in matters concerning
diagnostics to detect highly pathogenic bacterial species, performed at the BSL3 laboratories which are present at FOI,
SMI'and SVA. The NFA has access to the BSL3 laboratory at the SVA.

The FBD has three focus areas: 1) method development, 2) harmonisation of equipment and methods including quality
assurance and 3) exercise and education.

Molecular methods, such as real time PCR, for detection and typing of highly pathogenic bacterial agents have been
shared between the agencies. Methods have also been tested and developed to allow quick, sensitive and specific
diagnostics in case of an outbreak or suspected dissemination of high risk pathogens.

One of the ultimate aims of the FBD is to enable cooperation in a crisis, where sample load is too great for any one
agency to manage and the possibility to employ the gathered capacity of the authorities’ BSL3 laboratories is valuable.
A key to sharing sample load lies in harmonisation of quality assurance, since the agencies must be able to rely on
assays and analyses performed at each other’s laboratories. To fulfil this demand a quality manual has been developed
and implementation at the authorities started in 2013. Parts of the methodology shared within the FBD are in-house-
methods for real time gPCR analysis of high risk bacterial agents. A protocol for the validation process of PCR methods
has been concluded upon and was tested and implemented in the project described in this report. This is an important
initial step towards shared quality assurance; a prerequisite to be able to compare results of analyses reported from the
agencies and to be able to utilise the joint capacity of the BSL3 laboratories in the event of a major biological crisis.

Titel: Kvalitetssakring av realtids-PCR samt laboratoriesdkerhet for analys av hégpatogena
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SAMMANFATTNING

Forum f&r beredskapsdiagnostik (FBD) grundades under 2007 for att stirka Sveriges beredskap for
en B-hindelse, det vill siga en hindelse dir sjukdomsframkallande mikroorganismer utgér en fara
genom ett naturligt utbrott, en olycka eller avsiktlig spridning. FBD bildades av fyra myndigheter:
Livsmedelsverket, Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA), Totalférsvarets forskningsinstitut
(FOI) samt Smittskyddsinstitutet (SMI). Inom FBD sker ett nira samarbete gillande diagnostisk
formaga och kapacitet att pavisa hogpatogena sjukdomsframkallande bakterier vid myndigheternas
sikerhetslaboratorier av skyddsniva 3. Metoder testas och utvecklas for att tillata snabb, kinslig och
specifik diagnostik i hindelse av ett utbrott eller misstankt avsiktlig spridning av allvarlig smitta. Den
fraimsta analysmetodiken inom FBD ir i nuldget realtids-PCR.

Projektet som redovisas i denna rapport fokuserar pa kvalitetssikring, vilket handlar om att metoderna
som anvinds for att pavisa hogpatogena bakterier méste vara utvirderade f6r hur kinsliga och
tillforlitliga de ar. Ett av FBDs frimsta mal dr att mojliggora samarbete i kris, och dela analysb6rdan
ndr provmangden ér for stor for den enskilda myndigheten att klara av. For att kunna gora detta krivs
att vi litar pd varandras analysférmdga och metodiken ska darfor vara kvalitetssikrad. For analys

av hogpatogena agens finns vildigt fa standardmetoder, eller kommersiella metoder, som redan 4r
kvalitetssikrade. De PCR-metoder som FBD-myndigheterna anvinder dr in-housemetodik och maste

darfor kvalitetssikras av myndigheterna sjilva.

Projektet som redovisas i denna rapport har praktiskt implementerat en valideringsmanual som tagits
fram inom FBD genom att validera myndigheternas aktuella PCR-metoder for hgpatogena agens.

Projektet har dven utvirderat metoder for sterilisering av provmaterial som innehaller hégpatogena
bakterier. Syftet med detta ér att materialet skall kunna tas ut fran sikerhetslaboratorium i de fall

ndr analysinstrument finns pé laboratorier av lagre skyddsniva, dir hogpatogena smittimnen inte

far forekomma med risk f6r personalens och omgivningsens hilsa. Upphettning, sterilfiltrering och
lysering dr alla metoder som kan anvindas for sterilisering av biologiska prover, med olika anpassningar
beroende pa agens och provtyp.

Detta projekt har resulterat i kvalitetssikrad analysmetodik, vilket ér ett viktigt steg i implementeringen
av en harmoniserad kvalitetssakring, och férbittrad laboratoriesikerhet vid myndigheternas
sakerhetslaboratorier.
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1. BEGREPP OCH FORKORTNINGAR

Agens Verksam eller utldsande faktor, anvinds inom medicin i betydelsen smittimne (infektios agens),
till exempel en sjukdomsframkallande mikroorganism.
BSL2 Biosafety level 2, skyddsniva 2.
BSL3 Biosafety level 3, skyddsniva 3. Anvinds bland annat for att beteckna sakerhetslaboratorium, det vill saga ett

laboratorium som &r anpassat for arbete med hgpatogena agens av riskklass 3. For "riskklasser” se nedan.

CFU Colony forming unit, kolonibildande enhet. Varje koloni pa odlingsplattan motsvaras av en levande och tillvixande
bakterie i materialet som odlats pa plattan.

Cq Cycle of quantification, anvinds synonymt med Ct. Anger vid vilken amplifieringscykel ett prov ger en positiv signal
i en realtids-PCR. Uteblivet Cq-virde innebar att eftersokt agens inte har pavisats. Positiva kontroller har ofta
Cg-virden mellan 25 och 35 beroende pa metodens utformning.

Ct Threshold cycle. Samma betydelse som Cg, se ovan.

Effektivitet (E) Fraktionen av malDNA som kopieras i en cykel. Teoretisk maximal effektivitet E = 100 % motsvarar
dubblering av midngden PCR-produkt i varje cykel. Hog effektivitet innebar en mer robust analys som péavisar
lagkopieprov bittre och dr mindre kinslig for kontamination och interferens. Vanligtvis uppnas minst 90 % effektivitet
for templat utan matris.

Exklusivitet ~ Att en metod inte ger positiv signal for de agens som inte ska pavisas av metoden.

FOI Totalforsvarets forskningsinstitut.

GE Genomekvivalent.

Hogpatogen  Mycket smittsam och orsakar ofta livshotande sjukdom.

Inaktivering ~ Mikroorganismer sigs vara inaktiverade nar de varken kan tillvixa eller orsaka smitta. For bakterier ar inaktivering
oftast synonymt med avdédning. Ett prov ar inaktiverat nar det inte innehéller nagra levande sjukdomsframkallande
mikroorganismer, vilket kan astadkommas till exempel genom upphettning.

In-house Anvinds om metod som ar utvecklad lokalt till skillnad fran kommersiella metoder eller metoder som finns etablerade
via standardiseringsorgan sa som ISO (Internationella standardiseringsorganisationen) eller NMKL (Nordisk
metodkommitté for livsmedel).

Insilico Med hjilp av datorer och limplig mjukvara.

Inklusivitet ~ Att en metod ger positiv signal for de agens som ska pavisas av metoden.

IPC Internal positive control, en intern positiv kontroll som sitts till ett prov for att méta att metoden fungerar.

Kvalitativ En kvalitativ metod kan pavisa férekomst av agens, men anger inte hur stor mangd som finns i det analyserade provet.

Kvantitativ ~ En kvantitativ metod ger ett matt pd mingden av det agens som metoden pavisar.

LOD Limit of detection, detektionsgrins. Bestims i detta projekt som den ligsta mangd DNA som pévisas i samtliga replikat
for minst fem upprepade forsok.

Lysering Nir en cells membran uppléses eller faller samman. Leder dven till cellens dod.

Matris Det material som ett prov bestar av och i vilket man forsoker pavisa bakterieforekomst vid misstanke om smitta.
I ett blodprov dr matrisen blod, i ett livsmedelsprov kan matrisen till exempel vara kottfars.

Matta Nir bakterietillviaxten pa en odlingsplatta 4r s riklig att man inte kan urskilja enskilda kolonier sdger man att

bakterierna bildat en matta.
Malsekvens  Aven “malgen” eller "mdl-DNA”. Den sekvens, eller gen, som en metod ir designad for att pavisa.

qPCR Quantitative PCR, anvinds dven om realtids-PCR generellt.
Patogen Sjukdomsframkallande.
Provmatris Se ”"matris”, ovan.

Riskklasser ~ Mikroorganismer delas in i olika riskklasser beroende pa om de kan orsaka infektion hos ménniska, hur smittsamma
de dr, hur allvarlig sjukdom de ger och om det finns bot eller mojlighet att férebygga infektion.

Riskklass 2  Mattlig infektionsrisk. Kan orsaka infektioner som ibland kan vara allvarliga men vanligen kan botas, forebyggas eller
sjalvlaka utan allvarliga men. Hanteras pa BSL 2-laboratorium.

Riskklass 3 Hog infektionsrisk. Kan orsaka allvarliga infektioner med begransade méjligheter att bota eller férebygga och som
ofta har hég smittsamhet. Hanteras pé sakerhetslaboratorium, BSL 3.

RUB Resurslaboratorium fér beredskapsdiagnostik, SVAs och Livsmedelsverkets gemensamma BSL 3-arbete for diagnostik
av hogpatogena bakterier i livsmedelskedjan (livsmedel, vatten, foder, samt prover fran djur och deras miljé).

Rxn Forkortning av “reaktion”.

SMI Smittskyddsinstitutet.

Spika Att tillsatta mikroorganismer till en provtyp, ofta med syftet att utvirdera en metods forméga for att pavisa sagda
mikroorganism.

Sterilisera Att tillse att ett material eller foremal ér helt fritt frin levande mikroorganismer, till exempel bakterier.

SVA Statens veterindrmedicinska anstalt.

Templat Befintligt DNA eller RNA som polymeras utgar ifrdn for att bygga upp kopior. I denna rapport avses dubbelstrangat

DNA som extraherats fran bakterier och som anvinds som mall i PCR.
Vegetativ En vegetativ bakterie dr metaboliskt aktiv och tillvixer. Detta stir i motsats till en spor som ér en resistent och
vilande cellform som maste "vickas till liv” for att bli vegetativ igen.
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2. BAKGRUND

Forum fr beredskapsdiagnostik (FBD) grundades under 2007 for att stirka Sveriges beredskap for en
B-hindelse, det vill siga en hindelse dir sjukdomsframkallande mikroorganismer utgér en fara genom
ett naturligt utbrott, en olycka eller avsiktlig spridning. FBD bildades av fyra myndigheter: Livsmedels-
verket, Statens veterinirmedicinska anstalt (SVA), Totalforsvarets forskningsinstitut (FOI) samt Smitt-
skyddsinstitutet (SMI). Inom FBD sker ett nira samarbete gillande diagnostisk fSrméaga och kapacitet
att pavisa hogpatogena sjukdomsframkallande bakterier vid myndigheternas sikerhetslaboratorier av
skyddsniva 3. Metoder testas och utvecklas for att tillata snabb, kinslig och specifik diagnostik i hindelse
av ett utbrott eller misstidnkt avsiktlig spridning av allvarlig smitta.

Projektet som redovisas i denna rapport fokuserar pa kvalitetssikring, vilket handlar om att metoderna som
anvands for att pavisa hogpatogena bakterier maste vara utviarderade for hur kinsliga och tillforlitliga de ar.

2.1 HARMONISERAD KVALITETSSAKRING FOR
TILLFORLITLIG ANALYSMETODIK

Ett av FBDs fraimsta mal 4r att méjliggora samarbete i kris, nar provméangden ir for stor for den enskilda
myndigheten att klara av. Om t.ex. SVA far in analysforfragan gillande 400 kliniska prover fran djur skulle
de kunna skicka hilften till sdkerhetslaboratoriet vid SMI. Myndigheterna kan dé hjilpas at och dela
analysbordan. For att kunna gora detta krévs att vi litar pa varandras analysformaga och metodiken ska
darfor vara kvalitetssikrad.

Med anledning av detta har kvalitetssikring genomgaende legat i fokus inom FBD (Farhadi et al., 2010;
Kaipe et al., 2013). En kvalitetsmanual for det gemensamma arbetet har sammanstillts (FBD001) liksom
flera styrande dokument for kvalitetssikrade analyser (FBD002 - 009). Manualen och évriga dokument
finns publicerade pa FBDs interna hemsida, Wikin.

For analys av hogpatogena agens finns vildigt fa standardmetoder, eller kommersiella metoder, som
redan dr kvalitetssikrade. De PCR-metoder som FBD-myndigheterna anvinder 4r in-housemetodik och
maste darfor kvalitetssikras av myndigheterna sjilva. Som ett led i en gemensam kvalitetssikring har ett
valideringsprotokoll (FBD00S-1) tagits fram inom FBD (Kaipe et al.,, 2013).

Projektet som redovisas i denna rapport har testat och praktiskt implementerat valideringsprotokollet for
att utvirdera det och samtidigt validerat myndigheternas aktuella realtids-PCR-metoder for hgpatogena
agens. Protokollet har dven forbittrats for att bli tydligare och mer anvindarvénligt.

Detta dr ett forsta viktigt steg mot harmoniserad kvalitetssikring; en forutsittning for att kunna jamfora
resultat av analyser som utférs vid myndigheterna och for att kunna anvinda den samlade kapaciteten hos
sikerhetslaboratorierna vid en B-handelse.

2.2 BEHOV AV SAKER METODIK FOR STERILISERING AV SMITTAT MATERIAL
INNAN UTTAG FRAN SAKERHETSLABORATORIUM

Allt material som innehaller, eller misstinks innehalla, hégpatogena bakterier hanteras vid
sakerhetslaboratorium. Analysmetoder som anvinds for att pavisa hogpatogena agens ér i stor
utstrickning anpassade for att kunna utforas inne pa sikerhetslaboratoriet. Men viss apparatur som
anvinds for diagnosticering av prover finns pa laboratorium av skyddsnivé 2. Det giller till exempel
instrument for helgenomsekvensering, MALDI-TOF och viss PCR. For att slussa ut ett provmaterial
fran sakerhetslaboratoriet infor analys med dessa metoder far materialet inte innehélla nagra levande
smittsamma bakterier. Det maste med andra ord vara sterilt.
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I arbetsmilj6verkets forfattning for Mikrobiologiska arbetsmiljorisker — smitta, toxinpéverkan,
overkinslighet, AFS 2005:1 (2005), definieras sterilisering som “behandling for att 4stadkomma
franvaro av livsdugliga agens”. Ett material 4r med andra ord sterilt om mikroorganismerna i det
antingen avdddas eller avldgsnas. Avdodning kan till exempel goras genom upphettning eller genom
kemisk lysering av bakteriecellerna. Om provmaterialet ar en vitska kan denna steriliseras genom
filtrering, nagot som ofta anvinds for att kunna ta ut till exempel extraherat DNA fér analyser utanfor
sakerhetslaboratoriet.

Metodik och rutin for sterilisering behéver testas och standardiseras for att kunna goras pa ett sikert

satt vid myndighetslaboratorierna. Det dr n6dvindigt att veta vilken behandling som krévs for att ett
material ska vara sdkert att ta ut till laboratorier av ligre skyddsniva. Helst ska metoden for sterilisering
vara sé palitlig att utslussning kan ske utan att det behévs nagon tidskriavande odlingskontroll. I
dagslidget har myndigheterna en del olika metoder for sterilisering av provmaterial. Dessa har inventerats
och ett urval av metoderna testats i detta projekt, med malsittningen att etablera tillforlitliga rutiner for
sterilisering och utslussning av biologiskt material fran sikerhetslaboratorium.

3. SYFTE OCH MAL

3.1 OVERGRIPANDE MAL

Det 6vergripande malet med FBD ir att skapa goda forutsittningar for att mer effektivt anvinda landets
samlade kapacitet f6r diagnostik av hégpatogena mikroorganismer. I hindelse av storskalig spridning av
allvarlig smitta ska samordning myndigheterna emellan ge en stark beredskap och formaéga till uthallighet.
Genom att ha en gemensam strategi for kvalitetssikring ska myndigheterna kunna lita pa varandras analyser
och resultat, vilket r sarskilt viktigt f6r att kunna stétta varandra med diagnostik om provmangden blir for
stor for den enskilda myndigheten att klara av.

3.2 PROJEKTMAL

Projektets mal ir att implementera FBDs valideringsprotokoll for realtids-PCR pa rent DNA (FBD00S)
genom att validera PCR-metoder som anvinds for att pavisa hogpatogena bakteriologiska agens. Dessutom
ingdr i projektet att utvirdera metodik for sterilisering av biologiskt material innehéllande hégpatogena
bakterier, vilket ar viktigt om analysinstrument finns utanfér sakerhetslaboratoriet och provmaterial maste
tas ut innan analys.

Delmal 1: Att det ir bestimt vilken PCR-metodik som FBD ska anvinda och vilka PCRer som
ska valideras under innevarande &r.

Delmal 2: Att PCR-metoder ér validerade for pavisande av DNA fran Bacillus anthracis, Francisella
tularensis typ A och typ B, Cowiella, Burkholderia pseudomallei och B. mallei samt Yersinia pestis
enligt FBD valideringsprotokoll (FBD00S). Valideringen avser kvalitativ realtids-PCR som
genomfors pa spadningsserier av bakterie-DNA utan nirvaro av matris.

Delmal 3: Att valideringsprotokollet (FBD00S) dr genomgénget och forbittrat.

Delmil 4: Att metodik ar utvarderad for tillforlitlig avdodning, alternativt avligsnande, av alla bakterier
i ett provinnan det kan tas ut fran sakerhetslaboratorium f6r analys vid laboratorium av lagre

skyddsniva.
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4. AKTIVITETER | PROJEKTET

4.1 INVENTERING AV PCR-METODIK VID MYNDIGHETERNA

For att kunna besluta vilka PCR-metoder som ska anvindas och valideras av FBD inleddes projektet
med en inventering av de realtids-PCR-metoder myndigheterna anvinder for analys av prover vid
misstanke om hégpatogen bakteriesmitta. Inventeringen gillde hela PCR-metoden, det vill siga
reagenser (inklusive primrar och prober), apparatur och PCR-program. En sammanstillning av
metodiken finns pd FBDs interna hemsida "PCR metodjimférelse mellan FBD-myndigheterna”

4.2 REVIDERING AV VALIDERINGSPROTOKOLLET FBD0O0S5-1

Den tidigare versionen av valideringsprotokollet (FBD00S-1) var utformad for bade kvalitativ

och kvantitativ PCR. Detta gjorde protokollet omfangsrikt och svaréverskadligt. For att fa en mer
anvindarvinlig manual valde projektgruppen att revidera protokollet till att bara gilla kvalitativa PCR-
metoder. De PCR-metoder som anvinds for detektion av hogpatogena bakterier inom FBD ér alla
kvalitativa. Det vill siga de ger ett positivt eller negativt svar men séiger inte hur stor mangd av eftersokt
agens som finns i provet.

Protokollet bestar av tva delar; en instruktion om vad en validering ar och hur den genomfors, samt ett
formulér dér resultat frin genomf6rd validering fylls i. For att tydliggora detta har instruktionsdelen
dopts om till "valideringsmanual” och formulirdelen till "valideringsrapport”. Projektgruppen har
fortydligat och forenklat dokumenten sé att de ska vara anvindbara verktyg i valideringsarbetet. Vid
varje myndighet har referenspersoner med stor erfarenhet av realtids-PCR och kvalitetsarbete list
igenom dokumenten och kommit med virdefulla synpunkter. Den reviderade valideringsmanualen med
formulir for valideringsrapport publiceras pa FBDs Wiki under namnet ”Valideringsmanual: validering
av kvalitativ realtids-PCR for detektion av bakterier” (FBD00S-2).

4.3 GENOMFORANDE AV VALIDERINGAR OCH VERIFIERINGAR
4.3.1 Framtagande av DNA-material och koncentrationsbestimning

Extraherat DNA fanns att tillga vid myndigheterna for flertalet agens, och for 6vriga gjordes nya
extraktioner. DNA skickades sedan mellan myndigheterna for att ge alla tillgang till templat frin de
agens som ingdr i metodiken. Mitningen av DNA visade pa olika koncentration beroende p4 om Qubit
(Invitrogen) eller Nanodrop (Thermo Scientific) anvindes. Erfarenhet frén flera av myndigheterna
visade att spddning efter de mitvirden som gavs av Qubit kunde resultera i orimligt lag detektionsgrins,
varfor Nanodropmatningarna antas ge ett mer réttvisande virde. Detta beror dock pa egenskaper

hos den DNA-extraktion som mits, och kan inte sigas vara en generell sanning. Oversikt ver DNA-
extraktioner visas i tabell 1.



Tabell 1. Oversikt ver DNA-extraktioner som anvandes i valideringsarbetet.
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Koncentra- | Koncentra-

Art Stam Extraktionsmetod @ tion Qubit | tion Nano-
ng/pL drop ng/pL

B. anthracis NCTC 10340 MasterPure™ Gram Positive DNA 239 711

’ Purification Kit, Epicentre ' '

B. mallei NCTC 10247 DNeasy blood & tissue kit, Qiagen. | 18,4 15,2

B. pseudomallei NCTC 13392 DNeasy blood & tissue kit, Qiagen. | 53,1 43,1

C. burnetii Nine mile phase Il | Manuell fenolextraktion 212 236

F. tularensis Typ A | FSC041 EZ1 tissue kit, Biorobot EZ1, Qiagen | 67,0 259

F. tularensis Typ B | FSC200 EZ1 tissue kit, Biorobot EZ1, Qiagen | 27,5 39,7

Y. pestis KIM5 DNeasy blood & tissue kit, Qiagen. | 13,8 20,7

a. Extraktioner gjordes enligt tillverkarens instruktioner for respektive kit.
Manuell fenolextraktion gjordes enligt Macellaro et al. (2009).

4.3.2 Genomforande av valideringar

For att fa praktisk erfarenhet av det befintliga valideringsprotokollet FBD00S-1 genomf6rdes en validering

av PCR-metoden for B. anthracis som ett pilotférsok. Denna genomférdes vid FOI och parallellt gjordes

en verifiering (se rubrik 4.3.3, nedan) vid Livsmedelsverkets och SVAs gemensamma Resurslaboratorium

for beredskapsdiagnostik (RUB). I valideringen gjordes en spidningsserie pA DNA frn B. anthracis si

att koncentrationen per PCR-reaktion varierade fran 10° till <1 genomekvivalent (GE). Strategin for

spidning visas i figur 1.
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Figur 1. Spadningsserie for validering av realtids-PCR. Fran stocklésning spdds DNA i tRNA for att ge en serie som spanner fran
10° till <1 GE/rxn (genomekvivalenter per reaktion), med tétare spadningar vid koncentrationer < 100 GE/rxn.
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I enlighet med det befintliga valideringsprotokollet (FBD 005-1) laddades spadningarna i triplikat for
fem kérningar, dir minst en korning utfors av en annan laborant, samt i sex replikat i en sjitte korning
som anvinds for att bestimma repeterbarheten inom en och samma platta. Figur 2 visar uppsittning
av en PCR-platta med sex replikat av alla spadningar i spidningsserien. Efter att ha konsulterat Robert
Sjoback vid Tataa Biocenter (se 4.4 sid 12) dndrades valideringsuppligget till att fem plattor kérs,
som laddas med spidningsserien i sex replikat (som i figur 2). Detta har forts in i den reviderade
valideringsmanualen (FBD005-2).

Exempel pa PCR-platta for bestamning av effektivitet och LOD Spadningar
4 s 10 12 (GE/reaktion)
10°

!
0°

[
1:10 10*
}
10°

|
10° 5

0,78
|
0,39

0000 -
HPPOO000 -
OEPe0000
OP00000
00000000 -
OPP00000 -
OPP000000 -
OOP00000 -
OOP00000
OOP00000 -
OEPe0000

0000000 -

|
0,20

Figur 2. Uppsattning av 96-brunnars PCR-platta for bestdmning av effektivitet och LOD (limit of detection). Bilden visar

hur en spadningsserie av DNA kan laddas. Siffrorna i brunnarna visar pa antalet genomekvivalenter (GE) per brunn. NTC =

no template control, brunn utan DNA-templat. Till hoger i bilden visas spaddningsserien, dar hogre koncentrationer spads

i tiosteg (1:10) och koncentrationer fran 100 GE/reaktion spads pa halften (1:2). Detta ger noggrannare bestamning av
detektionsgransen. Enligt FBD 005-2 kors denna plattuppsattning vid fem tillféllen av minst tva olika laboranter for validering
av kvalitativ realtids-PCR.

PCR-metoder for 6vriga agens validerades enligt den reviderade valideringsmanualen for kvalitativ
realtids-PCR (FBD005-2). Oversikt 6ver validerade metoder finns nedan i tabell 6 och ifyllda
valideringsrapporter finns pA FBDs Wiki, med mer detaljerad information gillande reagenser, apparatur
och PCR-program.

Parametrar som utvéirderades i valideringen finns utforligt beskrivna i valideringsmanualen och 4r bland
annat metodens effektivitet, precision och metodkinslighet (LOD, limit of detection).

Effektiviteten (E) anger fraktionen av malDNA som kopieras i en cykel. Teoretisk maximal effektivitet,
E =100 %, motsvarar dubblering av mingden PCR-produkt i varje cykel. Effektiviteten (E) bestims
genom att gora linjér regression pa en standardkurva 6ver Cq-virdena som erhalls frin PCR pa
spiadningsserien (figur 2). Cq star for cycle of quantification och anger vid vilken amplifieringscykel ett
prov ger en positiv signal i en realtids-PCR.
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I det linjdra fonstret berdknas sedan effektiviteten med ekvationen: E(%)= (10—-1k-1) x100
Dir k dr standardkurvans lutning.

Hog effektivitet (nira 100 %) innebéir en mer robust analys som pavisar lagkopieprov bittre och ér
mindre kinslig for kontaminering och interferens. Vanligtvis uppnas minst 90 % effektivitet for templat
utan matris.

I valideringsmanualen (FBD005-2) definieras LOD som den ligsta koncentration som pavisas

fran mitningar vid minst fem kérningstillfillen, ett exempel visas i tabell 2. Alla replikat av en viss
koncentration av DNA (se figur 2) ska vara positiva for att en kdrning ska riknas som positiv for den
koncentrationen.

Tabell 2. Bestdmning av detektionsgrans (LOD). Exempel pa en PCR-metod med LOD pa 16 GE/pL. Vid varje korning inkluderas
fem replikat for varje koncentration av DNA. Att en kérning &r positiv for en viss koncentration av DNA innebér att alla fem
replikat i den kérningen varit positiva. En kérning réknas som negativ vid utebliven detektion for ett eller fler av replikaten.

Spadningsserie, Korning 1 Korning 2 Kérning 3 Kérning 4 Korning 5
DNA-koncentration

128 GE/pL Positiv Positiv Positiv Positiv Positiv
64 GE/pL Positiv Positiv Positiv Positiv Positiv
32 GE/pL Positiv Positiv Positiv Positiv Positiv
16 GE/pL Positiv Positiv Positiv Positiv Positiv

8 GE/pL Negativ Positiv Negativ Negativ Positiv

4 GE/pL Negativ Negativ Negativ Negativ Negativ
2 GE/pL Negativ Negativ Negativ Negativ Negativ

De matt pa precision som bestims i valideringsmetoden (FBD005-2) ir repeterbarhet och
reproducerbarhet, vilka bada beriknas som variationskoefficienten i procentform enligt:

STDAV

Cv= x 100

X

STDAV ir standardavvikelsen for Cq och y dr medelvirdet fér Cq, vid en och samma koncentration av
DNA iproven.

Skillnaden mellan de tvé precisionsmatten ér att repeterbarhet visar PCR-metodens precision vid
minsta grad av variation, det vill siga mellan de sex replikaten inom en och samma kérning (figur 2).
Reproducerbarhet beriknas som variationen for samma koncentration mellan minst fem korningar,
som utforts under 5-20 dagar och av minst tvd laboranter. Bade for repeterbarhet och reproducerbarhet
gors jamforelsen mellan variationen hos Cq-virdena som erhalls for specifika koncentrationer av DNA.

En ytterligare del av valideringen dr metodernas specificitet, som utgors av deras inklusivitet och
exklusivitet. Det vill siga att de pavisar den bakterie de ska pavisa och inte ger varken falskt positiva
eller falskt negativa resultat. Specificiteten testades under tidigare projekt i FBD och finns redovisade
i FBD-rapport 2009/1 (Ehrs et al., 2009). Resultatet av denna studie finns ocksé inférda i de
valideringsrapporter som sammanstallts i drets projekt.

FE.
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4.3.3 Genomforande av verifieringar

Nir en metod har validerats vid ett laboratorium ska andra laboratorier som anvinder samma metod
genomfora en verifiering, for att se om metoden uppfér sig pa samma sitt som dér den validerats.
Verifieringen dr inte lika omfattande som valideringen utan det ricker med att kora en platta med
spidningsserie i sex replikat (se figur 2) for att jimfora metoden mot valideringen.

Om det 4r betydande skillnader mellan den validerade metoden och metoden vid det egna laboratoriet,
till exempel att en metod kérs som multiplex istillet for singelplex, sa ricker det inte med en verifiering.
Da maste en ny validering genomforas.

4.4 KOMPETENSUTVECKLING VID TATAA BIOCENTER SAMT STUDIEBESOK
TILL DANMARKS TEKNISKA UNIVERSITET

4.4.1 Validering av realtids-PCR, kurs vid Tataa Biocenter

For att fa en bra grund i vad det innebar med validering av realtids-PCR anlitades Tataa Biocenter for att
ge en kurs med fokus pa validering och utvirdering av valideringsdata med hjilp av mjukvaran GenEx.
Tataa Biocenter ir ett ledande kunskapscentrum for realtids-PCR och har varit med i utformningen av
Valideringsprotokoll FBD00S-1 under tidigare FBD-projekt (Kaipe et al., 2013).

Under arets projekt holl Robert Sjoback fran Tataa en halvdagskurs. Den presentation som han gav
finns upplagd pa FBDs Wiki. Inledningsvis gavs en bra introduktion till validering av PCR, med fokus
pa statistik och centrala begrepp. Dirpa f6ljde en praktisk kursdel om GenEx, en mjukvara som anvinds
for att gora statistiska berakningar pa data frain PCR-korningar och som kan anvindas for att underlitta
valideringsarbetet. GenEx ar utformat for att kunna analysera data fran flesta realtids-PCR-mjukvarorna,
men ett problem som uppticktes i efterhand ar att programmet inte fungerar tillsammans med Step One
realtids-PCR-maskinen, som anvinds vid SMI. Detta har patalats och kommer férhoppningsvis att vara
atgardat i ndsta version av GenEx.

Uppligget i valideringsprotokollet (FBD 005-1) diskuterades och projektgruppen fick en del praktiska
rad. En rekommendation var att antalet replikat i PCR-plattorna bor 6kas och istillet kan antalet
kérningar minskas. For bestimning av effektiviteten dr minst sex replikat att rekommendera (som
visasi figur 2). I den reviderade valideringsmanualen (FBD005-2) ska fem korningar genomféras for
spadningsserierna, med sex replikat av de inkluderade spadningarna. Det kan jamféras med tidigare
(FBDO00S-1) dir fem kdrningar skulle genomféras med spidningarna i triplikat och en sjitte kdrning
med sex replikat. I 6vrigt bedomde expertis fran Tataa att valideringsmanualen var tillfyllest for
indamalet att validera kvalitativa PCR-metoders prestanda for pavisande av DNA i franvaro av matris.

4.4.2 DTU Food och Vet, Kopenhamn

Danmarks tekniska universitet (DTU) har ett brett kompetens- och ansvarsomrade. De fungerar

som en nationell resurs for bland annat diagnostik av livsmedelsburen smitta. Metodik f6r pavisande

av patogena bakterier bade utvecklas och valideras vid DTU. De ger dessutom aktivt std till privata
laboratorier for att kvalitetssikrad analysmetodik ska finnas pa plats dven dar. Det sker i nulidget inget
storre arbete med hogpatogena agens, men den kunskap som finns uppbyggd gillande andra agens kan i
manga delar appliceras pa hogpatogener.

Projektgruppen besdkte Branko Kokotovic vid DTU Veterizrinstituttet (DTU Vet), dir vi diskuterade
beredskapsdiagnostik for hogpatogena agens och fick en visning av laboratoriefaciliteterna. Vid DTU
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Fodevareinstituttet (DTU Food) gav Charlotta Lofstrom en bra presentation om in-house-validering
av metodik f6r pavisande av Salmonella och Campylobacter, dir realtids-PCR ér en av analysmetoderna.
Denna presentation finns pd FBDs Wiki liksom en reserapport fran studieresan.

Lirdomar kring kvalitetssakring och analysmetodik fran detta studiebesok var bland annat:

e Det ir viktigt att validera hela metoden och inte bara PCRen. Variationen ligger sillan i PCR-
steget utan snarare i odlingen, metodik for DNA-extraktion och i paverkan frin provmatrisen.

o Lir kinna metoden och validera den for flera olika matriser.

e Lirkidnna din matris. Vad 4r en litt och vad dr en svér provtyp? Exempelvis faeces ar en svar
provtyp och erfarenheten siger att en metod som fungerar for denna dven fungerar fér analys av
till exempel kott.

* Om mojligt ar det virdefullt att validera metoden f6r naturligt kontaminerade prover, di spikade
prov beter sig annorlunda. Eftersom DTU Food far in vildigt mycket prover fran den danska
livsmedelsindustrin (frimst kyckling och gris) har de manga riktiga prover att utvirdera sina
metoder pa. Detta dr ett problem i diagnostik av hogpatogena agens dir tillgangen till verkligt
kontaminerade prover ér lag.

4.5 STERILISERING OCH ODLINGSKONTROLL AV BIOLOGISKT MATERIAL
INNAN UTSLUSSNING FRAN SAKERHETSLABORATORIUM

Med sterilisering menas i det hiar sammanhanget att inga levande bakterier ska finnas kvar i materialet.
Bakterierna som ingar i FBDs diagnostik ar olika taliga. F. tularensis ar valdigt kinslig for virme

och en kort upphettning till 58 °C kan vara tillrackligt for att inga levande bakterier ska aterfinnas

i materialet (Day ef al., 2008). Mjiltbrandsbakterien B. anthracis, & andra sidan, bildar virmetaliga
sporer. En sammanstillning av studier av virmeinaktivering av mjiltbrandssporer visar att det krévs
héga temperaturer, tid och helst éven fukt for effektiv avdodning. Fér ett inokulat om 2,4 x 10

sporer rickte det inte att hetta upp till 90 °C. Levande sporer fanns kvar i provet, dven efter en timmes
virmebehandling. Med kokning, 100 °C, var dock 5 min tillrickligt fér avd6dning av inokulat om

7,5 x 10°® (Spotts Whitney et al., 2003).

4.5.1 Inventering av befintlig metodik for sterilisering av prov

Vid sikerhetslaboratorierna anvinds virme, lysering samt filtrering som metoder for sterilisering

av provmaterial. En sammanstillning visas i tabell 3. Innan utslussning av materialet fran
sikerhetslaboratorium gors rutinmissiga odlingskontroller. En del av provmaterialet sprids da pa
odlingsplattor, dir bakterier far mojlighet att tillvixa under 3-7 dygn beroende pa hur snabbvixande
aktuellt agens dr. Om odlingskontrollen visar att inga bakterier vixer frin materialet anses det sterilt och
kan slussas ut fran laboratoriet.

13
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Tabell 3. Metodik for sterilisering av provmaterial. Oversikt 6ver metoder som anvénds for sterilisering av provmaterial vid
FBD-myndigheterna och for vilka agens dessa metoder anvénds.

Agens Varme Filter Lysering Annat Odlingskontroll*
Temperatur | Tid NucliSENS
B. anthracis 99 °C 30 min | 0,22 pm | Fungerar inte Blodagar 7 dygn
Brucella sp 95 °C 15 min Ja Blodagar 5 % CO, 7 dygn
B. mallei 95 °C 15 min Ja Blodagar 7 dygn
B. pseudomallei | 95 °C 15 min Ja Blodagar 3 dygn
C. burnetii** 68 °C 3h Fenol- Vakuolbildning i BGM-
extraktion | fibroblaster 3 veckor
F. tularensis 65 °C 2h Ja McLeodagar 4 dygn
95 °C 15 min Ja T5-agar 5 % CO, 7 dygn
Y. pestis 95 °C 15min | 0,22 pm | Ja Blodagar 7 dygn

* De agarplattor som anvénds for odlingskontroll har utvarderats fér harmonisering inom FBD (Thelaus et al., 2012).
Tiden som anges ar totala inkubationstiden. Odlingsplattorna avlases redan tidigare, oftast dagligen fram till den sista
inkubationsdagen.

** Coxiella burnetii &r en svarodlad bakterie som i Sverige i dagsldget endast odlas vid FOI. Metodik fér avdédning och
avdodningskontroll av denna har testats i FBD och finns redovisad i FBD-rapport 2009/2 (Macellaro et al., 2009).

4.5.2 Metodik att utvirdera for sterilisering av prov

Det fanns inte utrymme i projektet for att utvirdera steriliseringsmetodik for alla de bakteriearter som
ingar i FBDs diagnostik. For att ticka in grampositiva och gramnegativa agens valdes Bacillus anthracis, i
sporform och som vegetativa bakterier, samt Burkholderia pseudomallei att ingd i studien.

Den metodik som utvirderades var: virmeavdédning i 95 °C, lysering med NucliSENS lysisbuffert,
sterilfiltrering med 0,22 pm Ultrafree®-MC filterkolonner (Millipore) och avdédning vid extraktion av
DNA med EZ1 Biorobot (Frosth et al., 2009). Protokoll finns som bilaga under rubrik 8.1.
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5. RESULTAT OCH DISKUSSION

5.1 SAMMANFATTNING AV RESULTAT

¢ Beslut att myndigheterna i FBD ska anvinda sin ordinarie metodik f6r analys av prover vid
misstanke om hogpatogen smitta, med harmoniserad kvalitetssakring.

* Reviderad "Valideringsmanual for kvalitativa realtids-PCR-metoder f6r detektion av bakterier”
(FBDO005-2) har implementerats vid myndigheterna. Valideringsmanualen finns publicerad pa
FBDs interna hemsida, Wikin.

e Valideringar har genomforts for realtids-PCR for B. anthracis, Y. pestis, F. tularensis, B. mallei,
B. pseudomallei och C. burnetii. Valideringsrapporterna finns pa FBDs wiki.

¢ Personer vid alla myndigheter har genomfort valideringar enligt den reviderade
valideringsmanualen (FBD00S-2)och kan bista nir nya valideringar, eller verifieringar, ska
genomforas.

o Test avavdodning och filtrering av hgpatogent material for siker utslussning har genomférts. De
metoder som gav fullgod sterilisering var lysering med NucliSENS lysisbuffert av B. pseudomallei
samt sterilfiltrering av B. anthracis och B. pseudomallei med 0,22 ym spinnkolonner. Dessa
metoder kan darfér anvandas for direkt utslussning av material innan féregdende odlingskontroll.

5.2 LIKARTAD MEN DIVERGERAD PCR-METODIK VID MYNDIGHETERNA

Ett av de tidiga projekten inom FBD var att dela realtids-PCR-metoder for pavisande av hogpatogena
bakterier mellan myndigheterna. Metoderna var framtagna vid SMI och utvirderades, bland annat for
specificitet, under 2009 i samband med att de sattes upp vid alla sikerhetslaboratorier inom FBD (Ehrs
et al., 2009). Tanken var att med harmoniserad metodik kan myndigheterna bittre lita pa varandras
resultat. For att se hur metodiken ser ut i dagsliget inleddes projektet med att inventera vilka metoder
som anvinds nu.

Inventeringen visade att metodiken har divergerat. De flesta myndigheterna anvinder sig av de metoder
som delades under 2009, men med modifikationer. Detta beror bland annat pa att laboratorierna har
olika PCR-instrument vilket har betydelse for vilka fluoroforer och reagenser som anvands. PCR-
metoderna var initialt uppsatta som multiplexa metoder med 2-4 mélsekvenser. Vid SMI har alla
metoder delats upp till duplexer med en malsekvens och en internkontroll. Vid FOI, dar fokuserat arbete
med typning av harpestbakterier pagar, anvinds flera olika PCR-metoder for pavisande av Francisella.
Detta ir ett par exempel pa hur metodiken skiljer sig 4t mellan myndigheterna.

En PCR har ett antal variabler och sammantaget gér manga sma dndringar att metodiken mellan
myndigheterna inte lingre dr harmoniserad. Men detta ir inte det viktiga. Det viktiga ar att
myndigheterna har bra, tillforlitlig metodik och kunnig personal som ar kinner till metoderna och
kan utféra analyserna. Grundat i detta beslutade FBDs styrgrupp att samma metodik ska anvindas
ivardag och i kris, &ven om det innebdr att metodiken varierar mellan myndigheterna. Detta gor att
den harmoniserade kvalitetssikringen blir an mer virdefull for att myndighetslaboratorierna ska
kunna stétta varandra med analyskapacitet och lita pa varandras analyser. Det centrala 4r med andra
ord att analyserna som genomfors, oavsett vald metodik, ger samma och korrekta resultat vid alla
myndighetslaboratorier.
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5.3 REVIDERAD OCH IMPLEMENTERAD VALIDERINGSMANUAL
FOR KVALITATIV REALTIDS-PCR

Den reviderade valideringsmanualen for validering av kvalitativ realtids-PCR for detektion av
bakterier (FBD005-2) finns p2 FBDs Wiki. Manualen implementerades vid myndigheterna i och
med att projektgruppen validerade sju PCR-metoder (tabell 4 och 6). Manualen innehaller dven

ett valideringsprotokoll for rapportering dir resultat frén valideringarna dokumenteras. Aven

valideringsrapporter finns publicerade pa FBDs Wiki.

5.4 GENOMFORANDE AV VALIDERING
5.4.1 PCR-metoderi FBD

I projektets uppdrag ingick att validera specifika PCR-metoder for hogpatogena agens med primrar och

prober enligt tabell 4. PCR-metoderna har tidigare validerats med avseende pa specificitet, men inte for
ovrig prestanda (Andersson et al,, 2011; Ehrs et al., 2009).

Tabell 4. Oversikt dver PCR-metoder som validerades i FBD under 2013.

Malsekvens

Forward primer

Reverse primer

Prob

peciri . anthracis -
Specifik 12 B. anthracis 5345 TTCCCAATAAATGTCTGTATC CATGGTACTACTCAAACAAG  FAM- TCCTTCTATGTATGTACGAGTCTCTGA
pXO1 pagA GAGTGATGAATATACATTTGC GAAGCTTTATTAATCACTTCTTG  Cy5- TTCCGCTGATAATCATGTAACAATGTG
pX02 capD CTGTCTGGATAAGTGTTTC AAGCCACGTATTTATTCTG Tamra-AGTATCTTCTATCCGAATGGTGAACCT
'“'ZEHV " gB polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Specifik 22 Y. pestis  YPO1091 GTAGGATCGGTAATTTCG CTCACGATTGAAGAAATTG FAM TTGCCAATACCAGTGCGTG
pPCP plal TCCTGCTACAAATGTTAATC ACCTGCTTTATAATTCTCATC Cy5 TGCCAATGAATATGACCTCAATGTG
pMT caf1 AGTGGTTCCTGTTTTATAG GCTCCAATTACAATTATGG Tamra CAAGAGTAAGCGTACCAACAAGTAATT
'(';EHV 2 gB polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
peciri . tularensis u am
Specifik 32 F. tul. is Tuld CTTGGGCAACTGTAACAG GCGATTACTTCTTTGTCATAAAC Fam CCGCTACAGAAGTTATTACCTTGCTT
f : é“éa’ ensis 3 reg ISFtu2 GCTACTGAGAAACTATTTTTG AGTGGAAAAATAAATGACATTC Tamra-AACCTAGTTCAACCTCAAGACTT
Y
'“'ZEHV 2 gB polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
pecifi . mallei i
Specifik 4% B. mallei  fliP GACTTTGCTAGAAGCCCATTGG AGCGACAGCACGACGATG FAM CGTGAAGCTCGTTGACCTGCCC
5;’;15[:,’"0‘ mrpA GCGATATTCCTTATGAAGTGTGG ACAATCGAATCGGTGCCTAC Tamra TCAATCTCCGATAGCCGCCTTGC
'(EEHV 3 gB polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Coxiella®  Coxiella 151111 CACGAGACGGGTTAAG CACACGCTTCCATCAC FAM-TCAGTATGTATCCACCGTAGCCA
'(EEHV_ 1) 88 polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Francisella F. tularensis FtAvac) derived FAM-CACTAATCCCCTATATAG MGBNFQ
typ A GACACTATAGTTAACAACATAAG  GCTGTGACATTACATAAGTG
SNP typ A FtA vac] ancester VIC-CACTAATCCCCTCTATAG-MGBNFQ
'("ZEHV 3 gB polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA Cy5-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Francisella F. tularensis FtB15 derived FAM-TATTACTAGGAATGGCGCGC-MGBNFQ
typ B CCATCAGCAGTAGTATAACCACCAA TGGCGCAGATATGACTAAAGTC
SNP typ B” FtB15 ancester VIC-TACTAGGAATGGCGTGC-MGBNFQ
(';thv_ 1) 88 polymeras GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA Cy5-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ

IPC = Internal positive control, en intern positiv kontroll i form av DNA fran salherpesvirioner (PhHV-1) som satts till i varje
prov for att se att det inte ar nagot fel med sjélva PCR-reaktionen (van Doornum et al., 2003).

a. (Ehrs et al., 2009)
b. (Andersson et al., 2011)
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Forutom de metoder som listas i tabell 4 ingdr i FBDs gemensamma metodik PCRer for pavisande

av de bakterieslikten som de hogpatogena arterna tillhor. Dessa har varit indelade i Screen A, som
pavisar slaktena Bacillus, Francisella samt Yersinia, och Screen B, som pavisar Cowxiella samt Burkholderia.
Tanken med dessa multiplexa PCRer ér att ett okdnt prov som innehaller ett B-agens snabbt ska kunna
analyseras for flera olika bakterieslikten. Men denna analysforfragan uppkommer valdigt sillan, och i sa
fall troligen endast i ringtest. Vid en analysférfragan i samband med ett utbrott eller annan misstanke om
hogpatogen smitta giller det vanligtvis ett bestimt agens. Vidare innehaller de multiplexa metoderna

tre eller fyra prober och alla fluoroforer ger inte lika bra signal. Till exempel ar FAM en starkare och mer
lattanalyserad fluorofor an Tamra. For att fa battre metoder for pavisande av nimnda bakterieslikten
toreslog dirfor projektgruppen att Screen A och Screen B skulle delas upp i en PCR per agens dar
malgenerna dels pavisar bakterieslikte och dels internkontrollen (PhHV-1) och dir proben for
bakterieslakte alltid har en FAM-inmirkning, se tabell 5. Validering dven av dessa metoder inleddes men
hann inte avslutas inom ramarna for projektet.

Tabell 5. PCR for bakterieslakten. Primrar och prober fér pavisande av bakterier tillhdrande de slakten dér de hogpatogena
arterna ingar. PhHV-1 &r salherpesvirioner som anvands som internkontroll (IPC) for att se att PCR-reaktionen har fungerat som
den ska.

F

Slakte Malsekvens Forward primer Reverse primer Prob
Bacillus® rpoB ACCTCTTCTTATCAGTGG CCCGTAAAGTCTTCAATC FAM-CATTTCTCGCAAACCCTCATCAAG

PhHV-1 gB polymeras | GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Burkholderia® | fliC GCAGATCTCGGAAGTG CGTCGAGGATGTTCTTG FAM TATCGCTTCGCAGACGAACTAC

PhHV-1 gB polymeras | GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Francisella® ISFtu2 CCCTGATTTACAAGAAGTC CTTGGTTATCATCTTTATCATATC | FAM-TGATTCAACAATAGCAAGAGCACAT

PhHV-1 gB polymeras | GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ
Yersinia® inv TTGACACAACCTTAGGCAATATGG | ACTGGTCAATGGTGCGCTATAA | FAM CGTTATCACGGATCACAATGACGGCA

PhHV-1 gB polymeras | GGGCGAATCACAGATTGAATC GCGGTTCCAAACGTACCAA VIC-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-MGBNFQ

a. (Ehrs et al., 2009)
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5.5 PRESTANDA HOS VALIDERADE PCR-METODER

Resultat fran de genomférda valideringarna sammanfattas i tabell 6.

Tabell 6. Sammanfattning av prestanda hos validerade realtids-PCR-metoder. Redovisad inklusivitet och exklusivitet
undersoktes i tidigare FBD-projekt (Ehrs et al., 2009). GE/rxn = genomekvivalenter per reaktion.

Agens Mal Inklusi- | Exklusi- | Effekti- LOD® Repeter- Reproducer-| Validerad
vitet (%) vitet (%)| vitet® (%)| (GE/rxn)| barhet? (%) barhet? %) | vid

B. anthracis® 5345 100 99 103 3,13 3,64 2,44

(Specifik 1) pXO1 100 96 103 1,56 3,36 2,37 FOI
pX02 100 99 104 3,13 1,19 2,84

Y. pestis YPO1091 100 96 104 6,25 3,6 2,2

(Specifik 2) pPCP1 100 96 109 0,78 1,7 1,7 RUB
pMT1 100 95 93 100 45 2,5

F. tularensis Tul4 100 87 106 6,25 1,36 0,96

(Specifik 3) 3'reg 100 88 105 6,25 1,64 1,95 FOI
ISFtu2

B. mallei fliP 100 100 100 6,25 1,96 2,53 RUB

B. pseudomallei| mrpA 100 99 103 25 2,76 2,68 RUB

Coxiella IST111 100 100 101 0,39 0,86 1,47 FOI

F. tularensis FtAVac| 100 100 91 25 59 50 RUB

Typ A derived

F. tularensis FtB15 100 100 99,5 6,25 1,62 2,16 SMI

Typ B derived

a. For validering av PCR for B. anthracis anvéndes protokoll FBD005-1. For évriga den reviderade Valideringsmanualen
FBDOO05-2.

b. Godkand effektivitet ar 90-110 %. Hogsta reella effektivitet ar 100 % men hogre varden erhalls nar standardkurvan
uppvisar ett flackt utseende, vilket kan bero pa interferens i reaktionen (sarskilt om matris finns ndrvarande i provet) eller
vara en artificiell effekt av PCRens sammansattning (Tataa Biocenter). | detta fall &r ingen matris tillsatt varfor det senare ar
orsaken till den hogre effektiviteten.

c. Detektionsgrénsen, LOD, ar den ldgsta koncentration som gemensamt detekteras i alla kdrningar i valideringen (minst fem).
I varje enskild kérning ska alla sex replikat av en viss koncentration vara positiva for att det ska réknas som detektion.

d. Repeterbarheten visar pa graden av variation i matvarden mellan de sex replikaten inom en och samma kérning.
Reproducerbarheten visar pa graden av variation for samma koncentration mellan fem kérningar, som utforts av minst tva
olika laboranter. Ett lagt varde, som t ex repeterbarheten (0,86 %) for Coxiella visar att det ar stor dverensstdmmelse mellan
replikaten. Ett hogre varde, som repeterbarheten (5,9 %) for F. tularensis typ A visar pa storre variation mellan replikaten.

Valideringsrapporterna liggs pa FBDs interna hemsida, Wikin, dir de kan laddas ner till myndigheterna
for att jamforas med verifieringsresultat for respektive PCR.

Generellt har metoderna god prestanda; de ar kinsliga, effektiva och har god precision. Det finns dock
nagra undantag.
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PCR-metod Specifik 2 pavisar tre mélsekvenser hos Y. pestis med vildigt varierande detektionsgrins.
Den kromosomala malsekvensen (YPO1091) har LOD 6,25 genomekvivalenter (GE) per reaktion
(rxn), pPCP1 LOD = 0,78 och pMT LOD = 100 GE/rxn. Plasmiden pPCP1 ir endast 9610 baspar stor
medan pMT1 &r 100984 baspar (Hu et al., 1998) vilket kan bidra till att de ér olika littextraherade fran
ett bakteriematerial. Man vet dven att antalet plasmider varierar mellan olika stammar av Y. pestis och
pPCP1 kan férekomma i manga kopior (Rajanna et al., 2010). Det varierande LOD for de olika malge-
nerna kan darfor vara en naturlig f6ljd av att de forekommer i olika kopieantal i bakteriematerialet. Detta
maste has i dtanke niar metodbeskrivningar gors — kréver ett positivt analyssvar att alla tre markorer dr

positiva?

Vidare har PCR-metoden for pavisande av F. tularensis TypA en effektivitet som endast &r 91 %. For
godkind effektivitet rekommenderas 90 — 110 %. Den laga effektiviteten kan bero pé att metoden 4r en
kompetitiv PCR dir tva prober konkurrerar om inbindning till mélsekvensen. De skiljer sig endast at for
enstaka baser (Andersson et al., 2011). Detta gor att det sker inbindning av bigge prober till malsekven-
sen, men den som har 100 % likhet till mal-DNA (i detta fall FtAvac] derived-FAM) kommer att binda
in bittre dn den konkurrerande proben (FtAvac] ancester-VIC). Dirmed kommer FAM-signalen att bli
starkare dn VIC-signalen. Men amplifiering for sekvens dar VIC-proben 4r inbunden kommer att ske
parallellt och dirfor gar en del av reagenserna (primrar, prober, polymeras etc.) till detta. Det kan vara
anledningen till den ligre effektiviteten.

Detektionsgrinsen for B. pseudomallei ar 25 GE/rxn, vilket ar hogt. PCR-metoden fér pavisande av

B. pseudomallei ar en triplex med FAM-prob {6r B. mallei, VIC-prob for internkontrollen och Tamra-prob
tor B. pseudomallei, dar den senare dven dr den svagaste fluoroforen. Det vore dirfor bra att undersoka
om det gar att forbattra kinsligheten genom att dela upp PCR-metoden till en duplex, med FAM-prob
for B. pseudomallei och VIC for internkontrollen.

En annan faktor som haltar 4r exklusiviteten. For att bestimma metodens exklusivitet kérs PCR med
DNA-templat fran bakterier som inte ska pavisas. Nar exklusiviteten 4r ligre an 100 % betyder detta att
metoden ger falskt positiva analysresultat. Detta har inte testats i innevarande éars projekt, utan vid tidi-
gare studier (Andersson et al., 2011; Ehrs et al.,, 2009). Exklusivitetstestet har genomférts en ging per
PCR-metod och bér f6ljas upp med genomgang av resultat och kompletterande tester.

Precisionen (repeterbarhet och reproducerbarhet) varierar frin ndgon enstaka procent till som hogst
5,9 %. Dessa siffror anses bra i sammanhanget, dar valideringen giller kvalitativ PCR. Om det daremot
skulle vara ett mal att kvantifiera DNA-innehallet i provet dr en repeterbarhet pa 5,9 % hogt och optime-
ring av metoden skulle behévas.

5.6 STERILISERING AV MATERIAL INNEHALLANDE HOGPATOGENA BAKTERIER
FOR UTSLUSSNING FRAN SAKERHETSLABORATORIUM

Virmeavd6dning, lysering och sterilfiltrering utvirderades med syfte att definiera sikra metoder for
sterilisering av material som ska slussas ut fran sikerhetslaboratorium. Metodbeskrivning 6ver férsdken
finns bifogade (bilaga 1). Test genomférdes vid sikerhetslaboratorierna vid SMI och SVA. I genomfor-
andet deltog, forutom projektmedlemmarna, Olga Stephansson, SVA och Maria Wijkander, SML

5.6.1 Virmeavdodning

Alla fors6k med virmeavddning genomfordes vid SMI och RUB. Vid bada laboratorierna upprepades
forsoken minst tre ganger, i triplikat varje ging, samt utfordes av minst tvé olika laboranter.
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Eftersom sporer ar mycket virmetaliga, rekommenderas inte virmeavd6dning nar B. anthracis misstinks
forekomma i sporform och testades inte heller ut i projektet. Upphettning som avd6dningsmetod
undersoktes for vegetativa celler fran B. anthracis och B. pseudomallei. Bakterier odlades upp pa
agarplatta och slammades i fysiologisk koksaltlosning. Bakteriesuspensionen inkuberades sedan vid

95 °C och odlades pa agarplattor dels innan upphettning och sedan efter 15 och/eller 30 minuter vid

95 °C. Plattorna inkuberades i 37 °C under en vecka med avldsning av bakterietillvixt efter 24 h, 48 h
och 7 dygn.

Tabell 7. Varmeavdddning av vegetativa B. anthracis. Bakteriesuspension spreds pa blodagarplatta fore och efter inkubering
i varme (95° C eller 99 °C) under 30 minuter. Bakterierna fick sedan tillvéxa i 37 °C under en veckas tid. Bakterietillvéxt och
kolonibildning graderas i tabellen som: matta (+++), enstaka kolonier (+) eller ingen vaxt (-).

utfort vid och temperatur RUB 95 °C SMI 95 °C SMI 99 °C
Tid (min) 0 30 0 30 0 30
Vegetativa B. anthracis +++ - +++ + +++ +

Vid SMI har virmeavd6dning av vegetativa celler av B. anthracis tidigare testats och gett mycket goda
resultat; 30 min i 99 °C har gett fullgod avdddning av alla testade stammar (Talar Boskani, opublicerade
data). I forsoken som gjordes i detta projekt vixte dock kolonier ut pa platta efter 30 min i bade

95 °C och 99 °C. Undersdkning pagér for att se om nigot ir fel med den termomixer (virmeblock med
skakfunktion) som anvindes vid SMI. Vid SVA gav 30 min i 95 °C fullgod avddning (tabell 7).

Tabell 8. Vérmeavdddning av B. pseudomallei. Bakteriesuspension har spridits pa blodagarplatta fore och efter inkubering i
vdrme under 15 och 30 minuter. Bakterierna fick sedan tillvaxa i 37 °C under en veckas tid. Bakterietillvéxt och kolonibildning
graderas i tabellen som: matta (+++), manga kolonier (++), enstaka kolonier (+) eller ingen vaxt (-).

Utfort vid och temperatur RUB 95 °C SMI 95 °C
Tid (min) 0 15 30 0 15 30
B. pseudomallei (2 mL ror) T+ - T+ * * *

B. pseudomallei

-’ +++ + - +++ - -
(1,5 mL rér 650 rpm)

*Varmeavdadning i 2 mL ror ej utférd vid SMI.

Nir B. pseudomallei inkuberades i 30 min vid 95 °C sags full avdédning efter 30 minuter, om 1,5 mL
skruvlocksror och ett virmeblock med skakfunktion anvindes. Denna avdédningsmetod fungerade bra
bade vid SMI och vid SVAs och Livsmedelsverkets gemensamma laboratorium RUB. I ett forsta f6rsok
vid RUB anvindes 2 mL r6r och stationir inkubering i 95 °C. Detta gav full avd6dning efter 15 min
men efter 30 min kunde levande bakterier aterfinnas pa odlingsplattorna. Resultatet var detsamma i tre
forsok som gjordes i triplikat av tva olika laboranter (tabell 8). Eftersom 2 mL rér inte passar lika titt
mot virmeblockets viggar sa blir virmed6verforingen mycket samre an for 1,5 mL roren. Troligen finns
levande bakterier lings rérviggen i 2 mL roren, som inte utsitts for tillricklig virme eftersom 2 mL rér
sticker upp ur virmeblocket (figur 3).
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Efter 30 min virmebehandling ar det mycket kondens inne i roret, vilket kan leda till att laboranten
gdrna snértar ner den vitskan till provrorets botten. Pa sa sitt hamnar levande bakterier frain 2 mL rorets
viggar i den vitska som sprids pa odlingsplatta. Det dr med andra ord viktigt att anvinda r6r som passar
till virmeblocket, skakinkubering och tillrackligt med tid for att fa saker avdédning.

Figur 3. Inkubering av ror i varmeblock.

Vanstra bilden visar ett 1,5 mL och ett 2 mL
skruvlocksror. | hdgra bilden &r tre rér av varje
sort placerade i ett varmeblock (termomixer).
De storre roren (2 mL) sticker upp ur blocket
och bakterier som fastnat pa rorets vaggar
undgar hettan fran blocket. Risken ar darfor
stor att levande bakterier finns kvar i réret dven
efter en ldngre tids varmebehandling (>30 min).

i

5.6.2 Lysering med NucliSENS buffert och EZ1-extraktion

Alla f6rsok med lysering genomférdes vid SMI och RUB. Vid bada laboratorierna upprepades forsoken
minst tre ginger, i triplikat varje gang, samt utférdes av minst tva olika laboranter.

Infor DNA-extraktion maste bakterierna forst lyseras, detta steg dr nodvindigt f6r att DNAt ska bli
tillgingligt i 18sning (figur 4). Dirpa anvinds olika metoder for att utvinna DNAt ur materialet. Lysering
kan astadkommas till exempel genom kokning eller tillsats av kemikalier eller enzymer. En effekt av

lysering ar forstas att bakterierna dor.

\/

Figur 4. Illustration av en gramnegativ bakterie som lyseras. Langt till vanster har bakterien ett intakt dubbelmembran som
omgdrdar cellens inre — cytoplasman. Bakteriecellens kromosom visas som ett nystan i cytoplasman. Vid lysering spricker
cellmembranet och innehallet lacker ut i l6sning. Pa sa sétt blir DNA och andra cellmolekyler tillgangliga for pavisande med
olika typer av molekylarbiologiska eller kemiska analysmetoder.

Inom FBD anvinds EZ1 Biorobot rutinmassigt for extraktion av DNA fran bakterier. Utvirderingen
som gjorts i detta projekt visar pa full avdodning av den gramnegativa bakterien B. pseudomallei men
bristfillig avdddning av B. anthracis med EZ1 (tabell 9).

Tabell 9. Avddédning av B. anthracis och
Innan EZ1 | Efter EZ1 B. pseudomallei vid EZ1-extraktion.
) B Bakteriesuspension spreds pa blodagarplatta
Vegetativa B. anthracis +++ ++ fore och efter extraktion med EZ1. Bakterierna
fick sedan tillvéxa i 37 °C under en veckas tid.
B. pseudomallei +++ - Bakterietillvdxt och kolonibildning graderas i

tabellen som: matta (+++), manga kolonier (++)
eller ingen vaxt (-).
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Resultatet fran EZ1-extraktionen visar att denna metod inte ger tillricklig lysering av B. anthracis. Detta
innebir dven att det DNA som PCR-metoderna ska pavisa inte blir tillgiangligt i extraktionen, vilket for-
sdmrar metodernas kinslighet. Grampositiva bakterier har tjockare och tuffare cellviggar 4n gramnegativa
bakterier. Av de hogpatogena bakterier som analyseras inom FBD ir i nuldget B. anthracis den enda gram-
positiva. For att ge fullstindig lysering av mjéltbrandbakterierna kan mekaniska, kemiska eller enzymatiska
toérbehandlingssteg, innan EZ1-extraktion, vara intressanta att utvirdera inom FBD.

Tabell 10. Avdédning av B. pseudomallei med
NucliSENS lysisbuffert. Bakteriesuspension
spreds pa blodagarplatta dels utan att ) K )
behandlas med lysisbuffert och dels efter Omin | 15min | 30 min
0, 15 och 30 minuter i NucliSENS lysisbuffert.
Bakterierna har sedan fatt tillvéxa pa platta i B. pseudomallei +++ - - -
37 °C under en veckas tid. Bakterietillvéxt och
kolonibildning graderas i tabellen som: matta
(+++) eller ingen véxt (-).

Innan lysering | Inkubering i NucliSENS

NucliSENS lysisbuffert har vid SMI visat sig fungera vil for avdédning av gramnegativa agens, vilket
nu testades pa B. pseudomallei vid sikerhetslaboratorierna vid SVA och SMI. Slammade bakterier inku-
berades i lysisbufferten under 30 minuter, med provtagning fér odling efter 0, 15 och 30 minuter. Od-
lingsresultatet visar pa full avdédning momentant i NucliSENS lysisbuffert (tabell 10).

5.6.3 Filtrering med 0,2 um spinnkolonner

Alla f6rsok med sterilfiltrering genomférdes vid SMI och RUB. Vid bada laboratorierna upprepades
torsoken minst tre ganger, i triplikat varje gang, samt utférdes av minst tva olika laboranter.

Tabell 11. Sterilfiltrering med

0,22 pm spinnkolonnfilter. Spinnkolonnfilter 0,22 pm
Suspension av vegetativa N

bakterier eller sporer i fysikalisk Prov Fore Efter
saltlésning samt DNA- . . .

extraktioner gjorda med EZ1 Vegetativa B. anthracis suspension +++ -

har spridits pa odlingsplatta B. anthracis sporer suspension +++ -

fore och efter filtrering.

Eﬁkt_?”e”]a lhatrt Sefd;” fé‘tt . EZ1 extraktion av vegetativa + 3
Illvxa pa platta | 37 °C under B. anthracis

en veckas tid. Bakterietillvaxt

och kolonibildning graderas B. pseudomallei suspension +++ =
i tabellen som: matta (+++),
manga kolonier (++) eller ingen EZ1 extraktion av B. pseudomallei - -

vaxt (-).

Filtrering med spinnkolonner med en porstorlek 4 0,22 yum ger sterilisering av 16sningar som innehaller
bide B. anthracis och B. pseudomallei (tabell 11). Utbyte av DNA har testats vid filtrering av DNA-ex-
traktioner genom 0,2 pm filter och ar gott; ca 95 % (Joakim Agren, SVA, opublicerade data). For andra
agens an de hir testade kan dock 0,22 ym porstorlek i filtret vara for stort. Agens som bildar mindre
bakterieceller kan passera igenom ett sidant filter. Det giller Francisella och Coxiella (killa: Anna Ma-
cellaro, FOI), dir andra filter méste utvirderas. Det finns filterkolonner med en porstorlek 4 0,1 pm som
ar laimpliga for detta och bor testas inom FBD.
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6. SLUTSATSER

En viktig lirdom fran metodinventeringen vid myndigheterna &r att metodik divergerar med tiden.
Eftersom anpassningar sker for att passa den egna maskinparken och verksamheten kommer férandringar
av ursprunglig metod att ske over tid. Inom FBD har darfor en gemensam strategi for kvalitetssikring av
analysmetoderna blivit ett medel for att man ska kunna lita pa varandras analyser dven nir metoderna
skiljer sig at.

Arbetet med validering inom FBD har visat att det dr en timligen kostsam och tidskridvande procedur.
Det gar at mycket material och reagenser for det praktiska genomférandet av valideringarna. Det

dr darfor vardefullt att, om en metod validerats vid ett myndighetslaboratorium, kan det ricka med

en mindre omfattande verifiering vid 6vriga laboratorier. Pa sa sitt sparas bade tid och material.
Tillvagagangssitt for verifiering finns beskrivet i Valideringsmanualen FBD00S-2.

Projektgruppen har reviderat valideringsmanualen for att denna ska vara sa anvindarvinlig som méjligt.
En slutsats fran detta arbete ér att det tar tid, men ar viktigt, att dstadkomma tydliga protokoll. Det

var dven tydligt att det var i det skedet ndr man arbetade praktiskt med manualen vid genomférandet

av valideringen och skrivandet av valideringsrapporterna som det verkligen gick att utvirdera hur
dokumenten fungerar som verktyg for kvalitetssikringsarbetet. Ett protokoll maste testas av laborativ
personal innan det gar att siga om det dr tillrackligt tydligt.

Det har varit virdefullt att kunna ta in personer som inte ingar i FBD, men som arbetar med realtids-
PCR och kvalitetssikring vid myndigheterna, som referenspersoner. Eftersom personerna i projektet
efter nagra genomlédsningar blir alltmer blinda for texten har referenspersonerna bittre kunnat se om den
reviderade manualen &r tydlig och bidra till ett ytterligare forbéttrat dokument.

En virdefull effekt med projektarbetet inom FBD ir att det ger god kontakt mellan personal som arbetar
laborativt med analys av hégpatogena agens vid myndigheternas sikerhetslaboratorier. Detta leder till
bra utbyte av kunskap, strategier och metoder for forbittrad laboratoriesikerhet och starkt nationell
analysformaga.
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7. FORSLAG PA FORTSATT VERKSAMHET

Inom detta projekt har realtids-PCR-metoder validerats f6r rent DNA i spadningsserier. Det 4r dock
dnnu viktigare att kvalitetssikra hela metoden, med de provupparbetningssteg som f6regir PCR-

analys. FBD bor dérfor utarbeta en strategi for validering nir inte bara de agens som ska pavisas ingar i
analysmaterialet, utan dven relevant provtyp. Detta varierar mellan myndigheterna och kan inkludera
kliniskt provmaterial, som blod fran djur och méanniska, livsmedel, vatten och olika typer av miljoprover.

I de PCR-metoder som tagits fram for detektion av bakterieslikten (och som inte ingatt inom ramarna
for detta projekt) ar exklusivitet och inklusivitet i vissa fall bristfillig. Inklusiviteten fér de hogpatogena
arterna ir fullgod, men eftersom exklusiviteten haltar liksom inklusiviteten for andra arter inom sliktena
dr detta nagot som FBD bor beakta och f6lja upp.

Sekvensering av bakteriegenom har 6kat lavinartat pa senare tid och manga har tillkommit i publika
databaser sedan de primrar och prober som ingar i FBDs PCRer designades. Det maste darfor
fortlopande kontrolleras in silico om de dr up-to-date med radande sekvensdata vad gller specificiteten
(exklusivitet och inklusivitet).

Ett problem med att validera PCR-metodik for hogpatogena bakterier ér att det kan vara svart att fa tag
pa DNA i tillricklig méingd fran aktuella agens. Det ér svart att odla vissa av bakterierna, sirskilt Coxiella,
och generellt dr det tidskrivande att arbeta vid sikerhetslaboratorium varfor nytt DNA-material inte tas
fram i en handvindning. Det 4r darfér virdefullt om myndigheterna dven framgent kan bista varandra
med DNA-material. Eftersom aktiviteten for agens varierar mellan de tre sikerhetslaboratorierna, det
arbetas till exempel mer med Francisella vid FOI och med B. anthracis vid SVA, s kan man hjilpa till och
komplettera varandras tillging pa DNA.

Nagot som efterfrigas, dven internationellt, nir det giller diagnostik av hégpatogena agens ir tillging till
referensmaterial och dven ringtest for att kunna utvirdera den egna analysmetodiken. For att se till att
formagan till analys 4r god inom FBD ir det 6nskvirt med organisering av och deltagande i ringtester
under kommande ér.
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8. BILAGOR

8.1 INAKTIVERINGSPROTOKOLL

8.1.1 Inaktivering av Burkholderia pseudomallei.

Alla forsok upprepas i tre ganger i triplikat, av minst tva olika personer. Odling gérs pa blodagarplattor.

Test av avdodning med koklysat (9 blodagar-plattor)

+ Slamma upp en vit dgla i 300 uL NaCl (x3).

« Sprid 50 pL fér odlingskontroll (0 minuter).

* Kokai95 °Ci 30 min.

e Sprid 100 yL for odling efter 15 minuter och 100 pL efter 30 minuter.

o Odlingsplattorna inkuberas i 37 °C med avlisning efter 24 h, 48 h och 1 vecka.

Test av avdodning med lysisbuffert i rumstemperatur (9 blodagarplattor)

« Slamma upp en vit dgla B. pseudomallei i 2mL Nuclisens lysisbuffert (Biomerieux,
artikelnummer 200292). (x3).

« Sprid 100 L for odlingskontroll direkt efter slamning (0 minuter).

¢ Vinta i 20 min, roret i rumstemperatur.

« Sprid 100 pL for odlingskontroll vid 10 och 20 minuter.

« Odlingsplattorna inkuberas i 37 °C med avlisning efter 24 h, 48 h och 1 vecka.

Test om EZ1-extraktion avdddar bakterier i NaCl: OBS med filtrering (4 blodagarplattor)

* B. pseudomallei slammas till OD=1, (1,3x10*8 CFU/mL) i NaCl.

« Sprid 50 pL fér odlingskontroll (en platta, dven odlingskontroll for nedan).

o Tag fran slamning 195 pL och tillsitt till rér med 5 pL sélherpesvirioner.

 ExtraheraiEZ1 pd P3.

« Filtrera allt extraherat DNA med genom Ultrafree®-MC Centrifugal Filter Devices with
microporous membranes (Millipore). 12000 rpm i 3 min.

« Odlingskontroll pa 45 pL, S pL anvinds till PCR (OBS! tag av till PCR forst, ibland blir det nigot
mindre dn S0 pL i extraktionen.)

« Odlingsplattorna inkuberas i 37 °C med avlisning efter 24 h, 48 h och 1 vecka.

Test om EZ1-extraktion avdddar bakterier i NaCl: OBS utan filtrering (3 blodagarplattor)

o Tag frin samma slamning som ovan 195SuL och tillsitt till ror med S L salherpesvirioner.

o ExtraheraiEZ1 pa P3.

« Odlingskontroll pa 4S5 pL, S uL anvinds till PCR (OBS! tag av till PCR férst, ibland blir det nagot
mindre dn 50 pL i extraktionen.)

« Odlingsplattorna inkuberas i 37 °C med avlisning efter 24 h, 48 h och 1 vecka.
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8.1.2 Inaktivering av Bacillus anthracis.

Alla forsok upprepas tre ganger i triplikat. Stam 4229 anvinds. All odling gérs pa histblodagar.

Filtrering av B. anthracis sporer fran stock (sporer, 4,4 x 10° sporer/mL) 6 blodagarplattor:

3 st Ultrafree®-MC Centrifugal filterkolonner (Millipore)

¢ 50 pL av stocken filtreras direkt genom Ultrafree®-MC filterkolonner (Millipore)”.
¢ Odlingskontroll - sprid hela volymen pa blodagar.
« Lis av odlingsplattorna efter 24 h, 48 h och 1 vecka.

Kombinerat protokoll for att testa avdodning av vegetativa celler av B. anthracis med koklysat,
EZ1 och filtrering fore eller efter extraktion.

Stryk upp B. anthracis 4229 fran sporstock (eller annan stock) pa blodagarplatta dagen innan forsoket
och odla évernatti37 °C.

Totalt 18 blodagarplattor for detta test.
9 ror med virioner, 9 elueringsror.
3 st NaCl-r6r for slamning med 800 pL NaCl.

6 st Ultrafree®-MC Centrifugal Filter Devices with microporous membranes (Millipore).

« Slamma upp tva vita dglor i 800 pL NaCl (x3).

« Sprid 50 pL fér odlingskontroll (3 plattor).

« Inkubera i virmeblock 95 °C i 30 min pé skak 650 rpm.
« Sprid 50 pL fér odlingskontroll (3 plattor).

Resterande koklysat behandlas pa tre olika sitt:

1. Bara EZ1-extraktion
o Extrahera 195 yL + S pL virioner.
« Sprid hela volymen pa odlingsplatta (50 L) (3 plattor).

2. EZ1-extraktion med filtrering efter
e Extrahera 195 uL + S pL virioner.
» Filtrera hela volymen (50 pL) genom Ultrafree®-filter 12000 rpm i 3 min.
« Sprid hela volymen (ca 50 pL) pa odlingsplatta (3 plattor).

3. EZ1-extraktion med filtrering fore
o Filtrera 300 pL av koklysatet genom Ultrafree-filtren 12000 rpm i 3 min.
« Sprid 50 uL pa odlingsplatta (3 plattor).
e Extrahera 195 pL + S pL virioner.
« Sprid hela volymen (50 pL) pa odlingsplatta (3 plattor).
o Odlingsplattor inkuberas i 37 °C med avlasning efter 24 h, 48 h och 1 vecka.
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