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Samverkan inom natverket Forum for beredskapsdiagnostik (FBD) pagar sedan 2007 mellan
Livsmedelsverket, Statens veterindrmedicinska anstalt (SVA), Folkhélsomyndigheten (Fohm) och
Totalforsvarets forskningsinstitut (FOI). Sedan 2017 har Forsvarsmakten och fran 2019 har dven
Polismyndigheten deltagit i FBD-natverkets gemensamma projekt. Syftet ar att starka den civil-
militara samverkan och formagan till beredskapsdiagnostik i kris och krig. Ett av forumets
huvudmal ar harmonisering av kunskap, metoder och utrustning mellan de deltagande
myndigheterna for att 6ka beredskapen i Sverige infor en eventuell B-handelse. Vid en avsiktlig
eller naturlig spridning av smittdmnen tillhorande riskklass-3 eller smittdmnen som av andra
anledningar kan orsaka stor samhallspaverkan ar en fungerande krisberedskap, med avseende pa
medicinska motatgarder och dekontaminationsforfaranden, beroende av snabba laboratorieresultat.
Awven vikten av robust analyskedja for laboratorieanalyser och behov av alternativa material och
metoder vid stérda forhallanden samt formagan att samverka och samverkans betydelse av hur en
kris hanteras i Sverige adresseras inom FBD natverket. Langsiktigt etableras former for en
nationell beredskapsplan och forsérjningsberedskap for sektorsovergripande laboratorieanalyser
vid kris och hdjd beredskap.
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Agarosgel

Agens

Alikvot
Assay

B-handelse

BSL3

CBRN

CFU

Ct

Cq

DNA

dsDNA
Elektroferogram
Eluering
Eukaryot

Exklusivitet

Exonukleasaktivitet

Extraktion

Gelelektrofores

Gramfargning

En gelémassa som gor att molekyler av olika storlekar
vid gelelektrofores passerar med olika hastighet

Verksam eller utldsande faktor, anvands inom medicin i betydelsen t.ex.
en sjukdomsframkallande mikroorganism

Del av totalvolym eller liknande
Analysmetod

Anvands som uttryck for en handelse, naturlig eller avsiktlig, med
mikroorganismer och da oftast med avseende pa sjukdomsframkallande
mikroorganismer

Biosafety level 3, skyddsniva 3. Anvands for att beteckna
sakerhetslaboratorium

Kemiska, biologiska, radiologiska och nukledra amnen

Colony forming units. Enhet som anvands vid kvantifiering av vaxande
mikroorganismer

Cycle threshold (cykeltroskelvarde), samma sak som Cq
Quantification cycle, samma sak som Ct

Deoxyribonucleic acid

double strand DNA /dubbelstrangat DNA

Diagram o6ver storlekar pa DNA-fragment for att skapa en DNA-profil.
Losa ut ett amne som har bundits till t.ex. en kolonn.

Organism med definierad cellkarna

Att en metod inte ger positiv signal for de agens som inte ska pavisas i
metoden

formagan hos vissa enzymer att klippa bort nukleotider fran dndarna pa
en DNA- eller RNA-strang

Framrening av DNA

En metod som separerar molekyler med avseende pa deras laddning,
storlek och massa genom att man lagger en elektrisk spanning over
gelen dar man laddat provet

Fargningsteknik for att skilja pa grupper av bakterier



Hemolys

hpPCR

Inaktivering

Inklusivitet

Katalas

MALDI-TOF

Mastermix

Matris

Mikrofugror

NTC

Odlingsmedium

Oxidastest

Patogen

PCR

Polymeras

Primer

Probe
gPCR

Reagens

Lysering av roda blodkroppar, t ex vid odling av bakterier pa agarplatta.

Hyperplex PCR, RT-PCR-baserad analysteknik utvecklad av det svenska
foretaget Aplex Bio

Oftast synonym med avdddning. Mikroorganismer sags vara
inaktiverade nar de varken kan tillvéxa eller orsaka smitta

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

Enzym hos vissa bakterier som bryter ner vateperoxid till syre och
vatten. Kan anvandas laborativt for att klassificera bakterier. Positivt
resultat ger gasbildning.

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight, en form av
masspektrometri

Komponentblandning for PCR

Det material som ett prov bestar av och i vilket man forséker pavisa
bakterieforekomst vid misstanke om smitta

litet plastrér som anvands for att centrifugera mycket sma prover vid
hoéga hastigheter

No Template Control — medger detection av contamination i en PCR-
reaktion

Naringsdmne som anvands for att odla mikroorganismer. Finns i fast
och flytande form

Test for identifiering av gramnegativa bakterier. Pavisar narvaro av
cytokrom C-oxidas genom fargomslag av reagenset.

Sjukdomsframkallande

Polymerase Chain Reaction, en metod som anvands for att amplifiera
kopior av en viss DNA-sekvens

Enzymer som katalyserar syntesen av DNA- eller RNA-polymerer vars
sekvens ar komplementar till den ursprungliga mallen

Sma segment av kvavebaser, anvands inom PCR och fungerar som
startpunkten for DNA-replikation

Fluorescensmarkta DNA-oligonukleotider
Quantitative PCR, se realtids-PCR

Ett amne eller blandning av @mnen som astadkommer en viss kemisk
fordndring



Realtids-PCR

RNA

Spika

Spinnkolonn

Sporer

ssDNA
Strandedness

Supernatant

Typning

Virion

Varmedenaturering

PCR som mats i realtid och dar detektionen sker med hjalp av
fluorescerande molekyler

Ribonucleic acid

Att tillsatta mikroorganismer till en provtyp, ofta med syftet att
utvardera en metods férmaga for att pavisa sagda mikroorganismer.

Ett ror innehallande ett material for en kemisk separation genom
centrifugering

Overlevnadsfas hos vissa bakterier som kan klara av extrema
forhallanden sasom varme, stralning och uttorkning

Single strand DNA / enkelstrangat DNA
Avser om DNA ar enkel- eller dubbelstrangat

Vatska eller ett medium som ligger kvar 6ver en pellet efter
centrifugering och som bestar av lattare eller mindre material

Artbestamning

Den infekterande delen av ett virus

Bakterien utsatts for hog varme dar RNA/DNA och proteiner tappar sin

funktion
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Denna rapport sammanfattar arbetet som bedrivits inom projektet Nya och alternativa provtagnings-
och analysmetoder for starkt beredskap.

Malet med projektet har att utifran genomford behovsanalys valja ut analysmoment som har
identifierats som kritiska och som maste kunna uppratthallas vid kris och storda forhallanden. For
prioriterade analyser och delmoment utveckla, utvérdera, éva och utbilda detta laborativt vilket
resulterar i starkt formaga att vidmakthalla kritiska analyser. Arbetet omfattar bade
sammanstéllningar av tidigare studier och erfarenheter, utvarderingar av befintliga metoder,
forbrukningsmaterial och reagens liksom utveckling av nya alternativa metoder. Fokus har legat pa
tva olika moment i analyskedjan; provtagning och analys.

Bomullstops anvands framfor allt i samband med mikrobiell provtagning pa ytor och vid sékring av
biologiska brottsplatsspar. Under delmal 1 utvérderades olika topsvarianter som ett alternativ till
dagens bomullstops i handelse av leveransproblem. Studien visade pa att flockade nylontops gav
bast DNA-utbyte och var mest anvandarvanliga. | delmal 2 har fokus legat pa DNA/RNA-extraktion,
ett moment som ar gemensamt for manga olika analyser och som darmed skulle kunna ge stora
konsekvenser i handelse av utebliven tillgang pa reagens. Som ett forsta steg sammanstalldes olika
extraktionsmetoder, bade kommersiella och enkla leverantorsoberoende in house-protokoll, med
héanvisningar till rapporter, utvarderingar och erfarenheter. Dartill utvarderades 22 olika DNA/RNA-
extraktionsmetoder med avseende pa utbyte, andel dsDNA och fragmentering dar bade
automatiserade kit-baserade metoder, ex. Malstroem 9600 och EZ1 DNA Tissue, och enkla in house-
protokoll, ex. Guanidine thiocyanat och Proteinase K, presterade val. Overlag gav klassisk organisk
extraktion med phenol och chloroform hogst utbyten. Eftersom denna metod endast kréver enklare
reagens anses den vara ett gott altarnativ att ta till vid leveransstorningar eller andra kriser. Som en
del i arbetet utvecklades ocksa ett in house-protokoll, TMB magnetic, som ett alternativ till det
kommersiella extraktionskitet, NucliSens miniMAG, dar TMB magnetic uppvisade lika bra
detektionsgrans som det kommersiella kitet for extraktion av RNA-virus. TMB magnetic uppfyller
ocksa kraven i relevanta ISO-standarder for extraktion av RNA-virus. Vidare, i delmal 3,
utvarderades 12 olika metoder for koncentrering och rening av DNA och sju metoder for rening av
extrakt innehallande hammare. Utvérderingen som, forutom prestanda, dven innefattar tidsatgang
och metodens komplexitet ska underlatta vid beslut om erséttning av befintlig metod.

Som nasta steg i arbetet, delmal 4, har PCR varit i fokus. PCR ar grunden i nutida DNA/RNA-analys
for detektion av patogena mikrober. Aven hir sammanstilldes information och erfarenheter av olika
DNA-polymeras och RT-enzymer. Vidare undersoktes hallbarheten/stabiliteten pa tva olika
mastermixar med avseende pa forvaring i olika temperaturer (rumstemperatur, kyl och frys) och
anvandning av dessa efter passerat utgangsdatum. Resultatet visar pa att bada mastermixarna ar
stabila i alla forvaringstemperaturer och minst i atta manader efter passerat utgangsdatum. Som en
del i arbetet har dven egentillverkning av DNA-polymeras testats och utvarderats med gott resultat.
Detta for att kunna hantera en eventuell langvarig leveransstérning som skulle kunna paverkar
tillgangen till DNA-polymeras och darmed hindra laboratoriernas arbete.

| samband med storda forhallanden som kan paverka till exempel el- eller materialfrsorjning till
laboratorier och som innebér att ordinarie mer avancerad metodik inte fungerar finns det fortfarande
mojlighet att gora enklare odling och typning av bakterier. Under delmal 5 har medarbetare fran
flera myndigheter fatt mojlighet att hoja sin kunskap i odling och morfologi av BSL3-agens samt
typning med gramfargning genom att delta i en workshop pa SVA som gick under varen 2024.



Realtids-PCR dr en effektiv metod for att detektera och kvantifiera mikrober, men det krdver att man
pa forhand misstanker ett specifikt agens som analys kan inriktas mot. Hyperplex PCR (hpPCR) &r
en svensk uppfinning som tillhandahalls av foretaget Aplex Bio och som mojliggor parallell
detektion av upp till 100 olika DNA- eller RNA-fragment samtidigt. | delmal 6 har projektet
tillsammans med Aplex Bio utvecklat och utvéarderat en metod baserad pa denna teknik med avseende
pa FBD-myndigheternas behov. | de initiala forsoken uppvisar hpPCR-panelen lovande resultat men
det finns ytterligare utvecklingsbehov.

Slutligen, for att ytterligare starka beredskapsdiagnostiken vid de olika laboratorierna, anordnades
en utbildning, PCR-analys i krisberedskap, vid Lunds universitet for att ge personal vid
myndigheterna djupgaende teoretisk och praktisk kunskap inom PCR-baserad DNA/RNA-analys
med specifikt fokus pa kvalitetssakring och felsokning under storda forhallanden. Forelasningar
blandades med laborativa experiment, diskussioner samt en praktisk 6vning som gick ut pa att
identifiera ok&nda agens med begrénsade laborativa resurser.



Problematiken med forsorjning av reagenser och material kopplat till diagnostik av smittdmnen blev
tydlig under covid-19-pandemin nar brist pa kemikalier och forbrukningsartiklar blev en verklighet.
Mikrobiologisk/molekylarbiologisk diagnostik &r i dag beroende av avancerad analysutrustning och
reagenser som i manga fall endast kan erhallas fran en eller ett fatal leverantorer, ofta belagna utanfor
Sveriges granser. Detta gor analyser sarbara for samhallsstorningar som innebar avbrott eller fordrojning
av leveranser till eller inom Sverige. For att forbattra beredskapen och forstarka uthalligheten i
laboratorieférmagan behover robustheten i hela analyskedjan forbattras och alternativ till gangse, och
dartill kraftigt importberoende, metoder identifieras och utvarderas. Syftet med projektet &r att laborativt
utveckla och utvardera prioriterade alternativa metoder och reagenser (dven egenproduktion) som kan
anvandas som alternativ vid allvarlig samhallstérning som medfér kraftig minskad tillgang till

reagenser.



Utifran tidigare genomford behovsanalys i FBD-projekt 24, Sakrande av kritisk mikrobiologisk
diagnostikformaga och reagensforsorjning under stérda forhallanden och héjd beredskap, valja ut
alternativa metoder som kan sékerstalla att kritiska analyser kan uppratthallas dven under storda
forhallanden. For utvalda metoder utveckla, utvardera, dva och utbilda laborativt for starkt formaga att

vidmakthalla kritiska analyser vid kris och storda foérhallanden.

Delmal 1
Utvardera topsvarianter som alternativ till dagens bomullstops, dels for att minska beroendet av enskilda
leverantorer i handelse av storningar i tillverkning och leverans, men ocksa for att underlatta

provhanteringen.

Delmal 2
Sammanstélla resultat och erfarenheter fran tidigare utvarderingar samt laborativt utveckla och
utvardera nya och alternativa metoder (kommersiella och leverantdrsoberoende) fér DNA- och RNA-

extraktion.

Delmal 3
Utvardera olika metoder for rening och koncentrering av DNA och RNA med syfte att ha alternativa

metoder att tillga under storda forhallanden.

Delmal 4
Sammanstalla resultat och erfarenheter fran tidigare utvarderingar av olika polymeras. Undersoka
hallbarheten pa olika polymeras samt utveckla metodik for syntes och utvéardering av DNA-polymeras

av olika varianter.

Delmal 5
Genomfora ett Gvningstillfalle i form av en workshop dér deltagare far mojlighet att Gva Gramfargning
och avlasning av odling pa platta med BSL3-patogener. Genomfora tva intensivutbildningar i PCR-

analys med fokus mot nya och alternativa metoder.

Delmal 6
Verifiera och implementera 1Q-Check Vibrio PCR Detection for detektion av Vibrio spp. Utveckla och
utvérdera en metod for parallell detektion av flera relevanta agens med hyperplex-PCR, som

tillhandahalls av foretaget Aplex Bio.



3 PROVTAGNING

Mikrobiell provtagning pa ytor och sakring av biologiska brottsplatsspar utfors ofta med olika typer av
tops. Vanliga topsmaterial ar bomull, skumgummi och flockad nylon. Vid leveransproblem och andra
storningar som minskar tillgangen till de tops som brukar anvéndas finns behov av att snabbt kunna
stalla om och anvanda andra typer av tops. Darfor behdver tops av olika material och fran olika
tillverkare utvarderas med avseende pd DNA-utbyte och anvandbarhet. Om ytorna inte innehaller
orenheter kan det vara mojligt att extrahera DNA direkt fran topsen med hjalp av rationella
snabbprotokoll. Topsmaterialet kan da behdva tas bort innan analys for att inte stéra pipettering som
ibland utfors av robotar. Att inkludera insatsror (Figur 1), sma korgar som placeras i mikrofugror, i
snabbprotokoll &r ett enkelt satt att kunna ta ut och slanga topsmaterialet efter att DNA:t extraherats.

ALTERNATIVA TOPS OCH ANVANDNING AV INSATSOR |
SNABBPROTOKOLL FOR DNA-EXTRAKTION

| denna studie utvarderades och jamfordes sju olika tops av olika material (Tabell 1) och fyra olika typer
av insatsror (AutoLys, Hamilton Company; Sampletype i-sep SQ-MB, Biotype; PrepFiler LySep
Column, Thermo Fisher Scientific, Investigator Lyse&Spin Basket, Qiagen) med avseende pa upptag
och DNA-extraktion av humansaliv. Saliv innehaller tva typer av karnbarande celler (epitelceller och
vita blodkroppar). Har anvands saliv som modell for biologiska spar pa ytor och utfallen anses relevanta
aven for andra typer av celler. Saval farsk saliv som saliv intorkat pa plast- och glasytor som sékrats
med tops ingick i studien. En viktig fragestallning var om anvandningen av insatsror minskade DNA-

utbytet jamfort med att utféra DNA-extraktion direkt i mikrofugroret.

Figur 1: Foton av de fyra insatsror som utvarderades.



Beroende pa material och fabrikat hos topsen anvandes olika volymer natriumklorid (NaCl) for att vata
topsen innan provtagning (Tabell 1). Proven extraherades med en variant av NFC:s shabbprotokoll
ChelexDirekt dar 200 uL chelex-buffert samt 2 pL Proteinas K (10 mg/mL) tillsattes. Efter lysering
centrifugerades réren enligt foljande: prov utan insatsror 11000 rcf, max 1 min; AutoLys 2000 rcf, 10
min; i-sep 13400 rcf, 1 min; LySep 11000 rcf, 1 min; Lyse&Spin 20000 rcf, 1 min. Dérefter kunde
insatsroret med topsen tas ut och kastas. Extrakten kvantifierades med gPCR (QuantStudio 5, Thermo

Fisher Scientific).

Tabell 1. Beskrivning av samtliga topsvarianter som utvarderades samt vilka volymer NaCl som anvandes vid
provtagning/sparsakring.

Tops Material Volym NaCl for att vita
topsen

Selefa Cotton Tipped Applicator (OneMed)  Bomull 60 uL

4ANOFLOQ Swabs Genetics (Copan) Flockad nylon, DNA-fri = 20 pL (10 — 60 pL vid
utvirdering av volym NaCl)

VWR Critical Swab medium foam head Skumgummi Doppades, 6verflod

(IV'WR) pressades bort mot rorets
kant

HydraFlock 6 Sterile, 20 mm Breakpoint Flockad nylon 20 uL.

(Puritan)

PurFlock Ultra 6 Sterile, 20 mm Flockad nylon 20 uL.

Breakpoint Ultra (Puritan)

Pushoff technology swab (afb diagnostics) Bomull, DNA-fri 60 uL.

Pushoff technology swab (afb diagnostics) Rayon, DNA-fri 60 uL

Dry swab (Copan) Polyester 60 uL.

For alla tre topstyper (bomull, skumgummi och flockad nylon) gav anvandningen av insatsror likvardigt
DNA-utbyte som DNA-extraktion utan insatsror i de flesta av jamforelserna (p>0,05) (Figur 2). Utbytet
var 6verlag hogre for flockad nylontops och skumgummitops jamfort med bomullstops (p<0,016) (Figur
2). Anvandning av LySep gav PCR-hamning i kombination med bomullstops och flockad nylontops,

vilket visade sig genom att Cqg-vérdena for den interna PCR-kontrollen var kraftigt forskjutna.
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Figur 2. Medelvéarde av DNA-koncentration for Selefa bomullstops, flockad nylontops (Copan) och VWR
skumgummitops som extraherats med och utan olika typer av insatsror. 5 L saliv pipetterades direkt till topsen.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

Utvarderingen av insatsrorens anvandarvanlighet gav inga entydiga svar da samtliga varianter vad
behédftade med utmaningar. AutoLys-roret & amnat for robotextraktion och upplevdes som minst
anvandarvanligt. Skruvkorken forsvarar manuell hantering och storleken gor att det inte gar att
centrifugera roret i en bordscentrifug. i-sep-, LySep- och Lyse&Spin-rdren var likvérdiga i utformning
och anvandarvanlighet, men Lyse&Spin-roren behovde ibland centrifugeras ytterligare ganger under
extraktionen for att extraktet skulle rinna igenom. Efter genomford extraktion da insatsréren fran i-sep
och Lyse&Spin avldgsnats gled locken till provroren upp eftersom féastet mellan ror och lock tojts ut av
insatsroret under varmeinkuberingen. Locken till i-sep-roren gled upp betydligt lattare &n locken till
Lyse&Spin-roren. Locket till LySep-roren satt fast i insatsroret som kastades, vilket innebar behov av

en extra Overforing av extraktet till ett nytt mikrofugror.
3.1.2 Jamfdrelse mellan sju tops av olika material

Vid utvardering av de sju topsvarianterna var det tva olika personer som sparséakrade flackar. Dessa
bada uppnadde 6verlag likvardiga DNA-utbyten (p>0,007, Figur 3). Jamfort med bomullstopsen
(Selefa) gav de tva pushoff-topsen lagre DNA-utbyten (p<0,007). For 4AN6FLOQ Swab Genetics
utvérderades olika volymer NaCl for vétning innan sparsakring, 10 till 60 pL. Lagre volym gav ndgot

hogre DNA-utbyte, men den enda signifikanta skillnaden noterades mellan 10 och 60 pL (p=0,017).
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Figur 3. Medelvarde av DNA-koncentration for sju topsvarianter da tva operatorer (#1 och #2) sakrat 5 pL
saliv fran 2x2 cm glasytor. Selefa bomullstops anvandes som referens. Felstaplarna representerar
standardavvikelsen, n=3.

Topsvarianterna utvarderas ocksa med avseende pa anvandarvanlighet. De flockade nylontopsen kunde
smidigt brytas av och ned i ror, vilket upplevdes som en stor fordel jamfort med bomullstopsen som
behdvde klippas med sax. Daremot var det svart att vita den flockade nylontopsen fran Copan
(4N6FLOQ Swab Genetics) eftersom denna inte absorberade NaCl direkt, istéllet rann 16sningen latt av
topsytan. De flockade topsen HydraFlock och PurFlock absorberade vétskan mycket snabbare &n den
fran Copan, i synnerhet HydraFlock. De bada pushoff-topsen absorberade vétskan mycket fort men
upplevdes som “’klena” under spérsékringen eftersom pinnen sviktade mycket mer &n hos dvriga tops.
Funktionen dér huvudet pressas av fran pinnen med hjalp av ett yttre rér upplevdes smidigare &n att
behdva klippa bomullstoppen med sax, men inte lika smidig som att bryta av huvudet direkt som for de
flockade topsen. Dry swab-polyestertopsen bedémdes vara likvardig med Selefa-topsen i fraga om

funktion och anvéandarvanlighet.

3.2 JAMFORELSE MELLAN FLOCKADE NYLONTOPS OCH
BOMULLSTOPS MED TIO OLIKA PROVTAGARE

Studien syftade till att jamfora DNA-utbytet da identiska flackar sakrades med bomullstops (Selefa,
OneMed) respektive flockad nylontops (4N6FLOQSwabs Genetics, Copan). Tio provtagare med lang
erfarenhet av sparsakring med bomullstops pa ytor och varierande vana vid flockad nylontops ingick i

studien. Intorkad humansaliv topsades fran metallyta (aluminiumburk). Sparsakrarna fick foljande
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instruktioner: ”Topsa som du brukar géra” for bomullstops respektive *’Vat topsen med en liten droppe
koksalt och sékra sparet” for flockad nylontops. Fér bomullstops klipptes “toppen” av bomullen medan
den flockade nylontopsen brots av infor DNA-extraktion. DNA extraherades med ChelexDirekt (200
uL chelex-buffert, med respektive utan Lyse&Spin-ror) och kvantifierades med qPCR.

Sparsékring med flockade nylontops resulterade i hogre DNA-utbyte (0,051 + 0,011 ng/uL)
jamfért med bomullstops (0,029 £ 0,009 ng/pL utan insatsrér och 0,034 + 0,007 ng/pL med insatsror, p
<0,0001) for samtliga tio sparsakrare (Figur 4). Det var ingen skillnad i DNA-utbyte fran flockade
nylontops mellan erfarna (#1-5, 0,052 + 0,010 ng/uL) och oerfarna anvandare (#6-10, 0,049 + 0,012
ng/uL, p = 0,49). Anvandning av insatsror med bomullstops gav nagot hogre DNA-koncentrationer
jamfoért med bomullstops utan insatsror (p = 0,02). Detta var vantat eftersom en storre volym
lyseringsbuffert (300 pL) sattes till 2-3 prover utan insatsror fran sparsékrare #3, #5, #6, #9 och #10,
dar den storsta skillnaden ocksa kan ses. Den interna PCR-kontrollen (IPC) visade inga tecken pa

hamning for nagon av grupperna (p = 0,93)
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Figur 4. Medelvarde av DNA-koncentrationen fér bomullstops, bomullstops med insatsrér och flockad nylontops
med insatsror for tio olika provtagare (#1-10). Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=4.

Alla sparsakrare var dverens om att det var mer smidigt att bryta av de flockade nylontopsen an att
klippa toppen pa bomullshuvudet med sax. Daremot upplevdes det mindre smidigt att vata den flockade
nylontopsen eftersom denna inte absorberar NaCl direkt. De sparséakrare som saknade erfarenhet av den
flockade nylontopsen tyckte att det kdndes “konstigt” att sparsékra med denna, inte minst for att den
lamnade kvar vatska pa aluminiumburken. Insatsréren Lyse&Spin upplevdes som harda att 6ppna vid
extraktionens borjan. Inga prover med flockad nylontops och insatsror behdvde centrifugeras mer &n en
gang for att skilja lysatet fran topsen. Ett prov (av totalt 40) med bomullstops och insatsror fick

centrifugeras 4 ganger innan lysatet akte igenom insatsrorets botten. Mot slutet av extraktionen da
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insatsroret avlagsnats, var det svart att stanga mikrofugroret eftersom fastet mellan ror och lock tojts ut

av insatsroret. Detta gjorde att locken gled uppat och 6ppnades igen.

Studien syftade till att jamfora DNA-utbyte och anvandarvénlighet for tre olika flockade nylontopsar
for att kunna ha flera alternativ i handelse av leveransstorningar. De utvédrderade topsarna var
HydraFlock 6” Sterile, 20 mm Breakpoint, PurFlock Ultra 6” Sterile, 20 mm Breakpoint Ultra (bada
fran Puritan) och 4N6FLOQ Swabs Genetics (Copan). Intorkat humant blod och saliv anvandes som
provmaterial. Innan sakring vittes topsen med 20 uL NaCl. Efter sparsakring bréts huvudet pa de
flockade topsen av och ner i mikrofugror. Sparsakring utfordes av tva personer. Forsoket upprepades
med etylenoxid-behandlade HydraFlock och Purflock Ultra, samt med 4N6FLOQSwabs av en
sparséakrare. Fem blanka tops av varje sort bréts ocksa av och ner i mikrofugror. Proverna kvantifierades
med gqPCR (PowerQuant System) och typbestdmdes med PowerPlex Fusion 6C System enligt
tillverkarens beskrivning. Vid kvantifiering och typbestamning spikades ocksa extrakten som innehdll
blanka tops med standard-DNA (2800M Control DNA (Promega Corporation)).

Gallande formagan att absorbera sparsakringsvatska (NaCl) var HydraFlock och PurFlock
betydligt battre &n 4AN6FLOQSwabs Genetics. For den sistnémda topstypen kravdes en stunds arbete for
att ”jobba in” vitskan med ampull eller pipett. HydraFlock absorberade NaCl direkt medan PurFlock
Ultra absorberade vatskan nagot langsammare. Skaftet pd 4N6FLOQSwabs &r grovre jamfort med
HydraFlock och PurFlock Ultra, vilket medfér att AN6FLOQSwabs k&nns mer stabil medan Puritan-
topsen upplevs mer foljsamma under sparsékringen. Forfarandet da topshuvudet bryts av och ner i ett
ror beddmdes vara lika smidigt med de tre topstyperna. Varken HydraFlock eller PurFlock &r garanterat
DNA-fria idag men Puritan har mgjlighet att behandla dessa tops med etylenoxid enligt standard
1SO18385 for minimering av eventuell DNA-kontamination. HydraFlock och PurFlock uppvisade
likvardiga eller hogre DNA-utbyten jamfért med Copan-topsen (Figur 5). Sparsakrare ett och tva
uppvisade likvardiga DNA-koncentrationer. Endast ett replikat uppvisade hamning vid kvantifieringen
(10 pL saliv sparsakrat med HydraFlock). Déaremot gav HydraFlock och PurFlock forhoijt
bakgrundsbrus vid analys med PowerPlex Fusion, vilket kan paverka DNA-analysen negativt.
HydraFlock och PurFlock anses darmed ej kompatibla med forensisk DNA-profilering, men kan

tillampas om analysen skall utféras med gPCR eftersom inga storningar iakttogs fér denna metod.
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Figur 5. Medelvarde av DNA-koncentration (ng/uL) for saliv och blod sparsakrat med de olika flockade topsen
Copan, HydraFlock och PurFlock. A visar resultat for ej etylenoxid-behandlade tops och B visar resultat for

etylenoxid-behandlade tops (géller HydraFlock och PurFlock). Felstaplarna representerar standardavvikelsen,
n=3 (A) respektive n=5 (B).

3.4 SAMMANFATTANDE SLUTSATSER: PROVTAGNING

Denna delstudie har dkat laboratorieberedskapen och minskat beroendet av enskilda leverantdrer via
undersékning och redovisning av prestandan for alternativa tops av olika material. Samtliga sju
utvarderade topsvarianter anses andamalsenliga for provtagning av intorkade biologiska material pa
icke-absorberande ytor. Vissa skillnader i utbyte och kompatibilitet med olika anlysmetoder iakttogs.
Flockade nylontops gav Overlag hdgst DNA-utbyte, men i flera fall var utbytena likvardiga for dessa
och bomulltops. Pushoff bomull och Pushoff rayon gav lagst DNA-utbyten. De flockade nylontopsen
HydraFlock och PurFlock gav héga DNA-utbyten och fungerade vél for qPCR-analys men resulterade
i forhojt bakgrundsbrus vid analys med kapillarelektrofores. Copan-topsen &r saledes ett battre alternativ
for exempelvis forensisk DNA-analys.

Av de fyra utvarderade insatsroren anses Lyse&Spin vara det basta alternativet for manuell DNA-
extraktion, baserat p& bade utbyte och anvandarvénlighet. Ovriga ror ar ocksa tillampliga, med de
begrénsningar som anges ovan.
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Effektiv utvinning av DNA/RNA fran olika typer av celler och virioner ar avgorande for att kunna
detektera sma mangder sjukdomsframkallande agens i komplexa prover. Automatiserade metoder ger
generellt jamna resultat och 6kar provgenomstrémningen, men &r i de flesta fall beroende av enskilda
leverantorer som saljer bade reagens och robotar. Alternativa metoder behdvs for att sékerstilla att
laboratorieformagan kan uppratthallas dven vid leveransproblem eller andra kriser som slar ut
rutinmetoderna. De alternativa metodernas prestanda maste vara kand innan behovet att implementera
dem uppstar. Kompletterande eller ersattande metoder som bygger pa in-house-protokoll med lagre
beroende av enskilda leverantorer kan ocksa med fordel implementeras innan en kris uppstar. Har
utvecklades och utvérderades ett in-house-protokoll for DNA/RNA-extraktion med magnetkulor. En
robot for automatiserad DNA-extraktion som ar 6ppen for anvandning av olika kit och in-house-metoder
utvéarderades med avseende pa prestanda for olika metoder. Vidare utvarderades och jamfordes 22 olika
metoder for DNA/RNA-extraktion for olika relevanta agens. Dessutom undersoktes hur olika DNA-
extraktionsmetoder paverkar DNA-kvaliteten gillande “strandedness” och fragmentering. UtGver de
laborativa studierna sammanstélldes information om laboratoriernas tidigare erfarenheter och lardomar
av olika DNA/RNA-extraktionsmetoder i ett dokument som delades mellan samtliga deltagande
myndigheter.

Laboratoriernas samlade erfarenhet av metoder for DNA/RNA-extraktionsmetoder har sammanstallts i
ett dokument som delats med de ingaende myndigheterna. Listan innehaller namn och beskrivningar av
metoder samt for vilka agens de har anvants med framgang. Dessutom ingar information om
extraktionsprincip, utbyte, resulterande DNA-integritet, arbetsinsats samt kostnad. Totalt beskrivs 21
olika metoder som anvénds av de olika myndigheterna. Saval automatiserade som manuella metoder
ingar, och bade kommersiella metoder och in-house-protokoll. Listan ska kunna anvandas for att hitta
alternativ till laboratoriernas nuvarande metoder och darmed oka mojligheten att bibehalla
analysformagan i handelse av kris, endera genom att implementera en ny metod eller genom att ta hjélp

av en annan myndighet.
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Malet med arbetet var att utveckla en leverantorsoberoende extraktionsmetod for virus med likvardigt
DNA- och RNA-utbyte samt hammartalighet som det etablerade kommersiella extraktionskitet
NucliSens miniMAG (bioMérieux). Metoden skulle, liksom NucliSens miniMAG, baseras pa
DNA/RNA-extraktion och -rening med guanidine thiocyanate och magnetiska kulor. Dartill skulle
metoden ha en mojlig provvolym pa 500 pL for att uppna de krav som finns for att metoden ska kunna
anvéndas inom standarderna 1ISO 15216-1 och ISO 15216-2. Eftersom metoden utvecklades for att
minska beroendet av specifika leverantorer utvarderades dven effekten av magnetkulor av olika fabrikat
samt magnetkulor med passerat utgangsdatum. Det undersoktes aven om tvattning av magnetkulorna
hade nagon paverkan pa utbytet. Vidare undersoktes aven detektionsgransen i jamforelse med NucliSens
miniMAG.

Protokollet beskrivet i He et al (2017), baserat pa guanidine thiocyanate och magnetkulor, anvandes
som utgangspunkt for utveckling av en in-house metod, TMB Magnetic (Figur 6). Grundprotokollet fran
He et al. (2017) jamférdes med NucliSens miniMAG (bioMérieux) for extraktion av en 3-agenscocktail
bestaendes av Salmonella enterica, Bacillus cereus och Mengovirus. Dessa organismer valdes som
modellorganismer for gramnegativa respektive grampositiva bakterier samt RNA-virus. 3-
agenscocktailen utformades i tvd mangder; en hog samt en lag, enligt Tabell 2 nedan. Flertalet forsok
utfordes dar diverse &ndringar av grundprotokollet gjordes enligt Tabell 3 samt Figur 6 nedan.
Jamforelser av. DNA/RNA-utbytet gjordes sedan mot saval grundprotokollet (1) som NucliSens
miniMAG (bioMérieux). Samtliga extraktioner genomférdes i triplikat och extrakten analyserades med
gPCR (QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific).

Tabell 2. Koncentrationer av S. enterica, B. cereus samt Mengovirus i 3-cocktailen med hég samt 1dg mangd,
som anvandes vid utveckling av metoden TMB magnetic. Mengovirus spaddes fran en stock framtagen av
Livsmedelsverket.

Ho6g mingd Lag mingd
S. enterica 2,15%105 cfu/mL 2,15%103 cfu/mL
B. cereus 2,15%105 cfu/mL 2,15%103 cfu/mL
Mengovirus 71,4x-spadning 7140x-spidning
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Figur 6. Utveckling av en in house-metod for DNA/RNA-extraktion, TMB magnetic. Flédesschemat visar
grundprotokollet (1). Réd text och punkterna med bokstéaverna A-H representerar de forsék och andringar som
gjordes under optimering av TMB magnetic.

Tabell 3. Beskrivning av de parametrar som utvarderades vid optimering av in-house-protokollet TMB
magnetic. Numreringen av stegen kopplar till flddesschemat i Figur 6. I tabellen visas de vérden som anvéandes i
grundprotokollet samt de varden som utvarderades i optimeringsforsoken. Totalt utférdes atta
optimeringsforsok, kallade A-H. RT = rumstemperatur

Forsok Andringi Andring av: Grund- Andring till:
steg nr: protokollet
A 1 Koncentration av guanidine 2M 4 M

thiocyanate 1 lyseringsbuffert

B 1 Addering av Proteinas K - 448 ug

2 Addering av lysozyme - 3,6 mg
C 5 Volym magnetkulor 70 uL 100 puLL
D 11-12 Ett extra tvittsteg 2 tviittsteg 3 tvattsteg
E 5 Volym magnetkulor 70 ul 100 uL.

14 Elueringstemperatut RT 37°C
F 1 Koncentration guanidine thiocyanate = 2 M 4M

1 lyseringsbuffert
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Addering av natriumperklorat i
samband med magnetiska kulor samt

tvittning

Volym magnetiska kulor

Elueringstemperatur

70 ulL.
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100 pL.
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4M

145 mg
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100,6 mg i tvittning
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37°C

Grundprotokollet (1) gav nagot lagre utbyten (hogre Cg-varden) an NucliSens miniMAG for

bakterierna, framfor allt for S. enterica, gallande bada provméangderna (Figur 7). For Mengovirus var

utbytena (Cg-varden) likvéardiga for de bada metoderna.
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Optimeringsfoérsdken A-D uppvisade inga forbattringar i utbyte jamfort med NucliSens miniMAG for
nagot av agensen (Figur 8). Daremot gav Forsok A och C lagre Cg-vérden for den hoga mangden S.
enterica jamfort med grundprotokollet, vilket tyder pa att en okning av koncentration guanidine
thiocyanate i lyseringsbufferten samt att en 6kning av volymen kulor kan ge ett forbéttrat DNA-utbyte.

Tillagg av Proteinas K och lysozyme i lyseringen samt ett extra tvattsteg gav dock ingen positiv effekt

o
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Figur 8. Erhallna Cg-varden for forsok A-D vid optimering av TMB magnetic, a) hog méangd av 3-agens-
cocktail, b) lag méangd av 3-agens-cocktail. Krysset representerar medelvardet. n=3.

Optimeringsforsok E-H gav nagot lagre eller likvardiga Cg-varden som grundprotokollet for samtliga
agens och mangder, med undantag for forsok H dar spridningen var stor bade med hog mangd S. enterica
och B. cereus och vid lag mangd S. enterica och Mengovirus (Figur 9). Sammantaget kan en
kombination av 6kad koncentration guanidine thiocyanate i lyseringsbuffert, 6kad volym magnetkulor
samt Okad elueringstemperatur ha en viss positiv paverkan pa utbytet. Forsok E och F gav likvardiga
Cqg-vdrden som NucliSens miniMAG for samtliga agens och méangder. Den stora spridningen i forsok

G och H tyder pa att addering av natriumperklorat inte forbattrar prestandan.
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Figur 9. Erhallna Cqg-varden for forsok E-H for optimering av TMB magnetic, a) hdg méngd, b) 1dg mangd.

Krysset representerar medelvardet. n=3.

Utifran erhallet resultat gjordes foljande andringar i det optimerade TMB magnetic-protokollet:

Koncentrationen guanidine thiocyanate i lyseringsbufferten okades fran 2 M till 4 M, volymen

magnetkulor 6kades fran 70 pL till 100 pL och en hogre temperatur anvandes vid den avslutande

inkuberingen, 37 °C istallet for rumstemperatur (RT) (Figur 10).
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Figur 10. Flédesschema for det optimerade TMB-magnetic-protokollet. Den grona texten visar de parametrar

som skiljer sig mot grundprotokollet.
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Det slutgiltiga TMB magnetic-protokollet (Figur 10)

1. Lysering sker med en lyseringsbuffert bestaende av 4 M guanidine thiocyanate, 80 mM DTT
(dithiothreitol), 25 mM natriumcitrat och 20 pg/mL glykogen. pH i lyseringsbuffert stalls till 8-
9 med vateklorid samt véatehydroxid.

2. 300 pL lyseringsbuffert adderas till 200 uL prov och vortexas i 15 s.

3. Provet inkuberas darefter i 80 °C, 10 min, och far sedan svalna till RT i ca. 15 min.

4. En volym 100 % etanol (500 uL), 6 uL. RNA-bdrare (Carrier-ACRYL, Top-Bio) och 100 uL
magnetiska kulor (exempelvis AMPure XP Bead, Beckman Coulter, Inc.) adderas till provet
foljt av en kort vortex.

5. Provet inkuberas darefter i RT i 5 min.

6. Provet placeras i ett magnetiskt stall, varpa supernatanten avlagsnas. Provet tas bort fran det
magnetiska stéllet och tvittas med 500 pL 70 % etanol i 30 s. genom att pipettera upp och ner.
Provet placeras aterigen i det magnetiska stéllet, varpa supernatanten avlagsnas och tvattningen
med 70 % etanol upprepas.

7. Efter att supernatanten aterigen avlagsnats och provet inte star i det magnetiska stéllet adderas
100 uL RNase-fritt vatten.

8. Provetinkuberas sedan i 37°C i 5 min, innan det placeras i ett magnetiskt stall och supernatanten
fors over till ett nytt mikrofugror.

9. Extraktet forvaras i -20 °C.

Tre olika sorters magnetkulor jamfoérdes for anvéndning tillsammans med in-house-metoden TMB
magnetic; Clean NGS (CleanNA), magnetkulor fran NucliSens miniMAG-kit (bioMérieux) samt
AMPure XP Bead (Beckman Coulter, Inc.). For AMPure XP Beads jamfordes &ven magnetkulor med
passerat utgangsdatum (utgangsdatum ett ar och elva manader innan forsoket, forvarade i kyl enligt
rekommendation) med nya kulor, samt otvattade och tvattade kulor. Protokoll for tvattning av
magnetkulor finns pa en gemensam myndighetsarea. Jamforelsen gjordes pa en 2-cocktail bestaende av
en 33x-spadning av Mengovirus samt humansaliv med avseende pA DNA/RNA-utbyte. Extraktionen
genomfordes enligt grundprotokollet fran He et al. (2017). Resultatet visar inga substantiella skillnader
mellan de olika fabrikaten av magnetkulor (Figur 11-12). AMPure-kulor som passerat utgangsdatum
gav likvardigt DNA/RNA-utbyte som “nya” kulor. Tvittade AMPure-kulor gav ocksa likvardiga utbyte
som otvattade kulor. Metoden bedoms saledes vara robust med avseende pa typ och hantering av

magnetkulor.
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Figur 11. Erhallna Cg-varden vid undersokning av eventuell effekt av olika sorters magnetkulor for TMB
magnetic, for Mengovirus, dar krysset representerar medelvérdet, n=3.
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Figur 12. Erhallna Cg-varden vid undersckning av eventuell effekt av olika sorters magnetkulor for extraktion
med TMB magnetic, for humansaliv, dar krysset representerar medelvardet, n=3.

4.2.3 Jamforelse av detektionsgrans mellan TMB Magnetic och NucliSens miniMAG

For undersdkningen av detektionsgrans med TMB magnetic och NucliSens miniMAG blandades 10, 8,

6, 4 samt 2 uL av en 10x-spadning av en stock Mengovirus i 490, 492, 494, 496 respektive 498 uL. PBS,
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vilket resulterade i 500x-, 620x-, 833x-, 1 250x- respektive 2 500x-spadningar av stocken. Forsoket
upprepades med 25 000x-, 125 000x-, 625 000x- samt 3 125 000x-spadningar. Extraktionerna
genomfdrdes enligt det optimerade TMB magnetic-protokollet. TMB magnetic och NucliSens
miniMAG mojliggjorde bada detektion av samtliga testade Mengovirus-spadningar ner till spadning
3 125 000x av stocken (Figur 13). Det optimerade TMB magnetic-protokollet gav konsekvent lagre Cg-
varden jamfort med NucliSens miniMAG, vilket pekar pa ett hogre RNA-utbyte for TMB magnetic. In
house-metoden TMB magnetic uppvisar saledes minst lika bra detektionsgrans och utbyte for

Mengovirus som den kommersiella NucliSens miniMAG-metoden.
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Figur 13. Erhallna Cg-varden vid undersokning av detektionsgrans av TMB magnetic, dar krysset representerar
medelvérdet, n=3.

Enligt I1SO-standarderna 1SO 15216-1 och ISO 15216-2 maste en RNA-extraktionsmetod for virus i
livsmedel kunna hantera provvolymer upp till 500 pL. FOr undersdkning av provvolym blandades 10
uL av en 10x-spadning av en stock Mengovirus med 90, 190, 290, 390 samt 490 uL. PBS (Gibco) for att
fa provvolymer pa 100, 200, 300, 400 respektive 500 pL. Provvolymer mellan 100-400 pL gav
likvérdiga resultat, medan provvolymen 500 pL gav hdgre Cg-varden (medel-Cq ca 22,7) jamfort med
100 pL (medel-Cq ca 21,2) (Figur 14). Detta innebér att TMB magnetic fungerar for provvolymer upp
till 500 pL, men att storre volymer kan leda till nagot samre utbyte. Inga jamforelser mot NucliSens

miniMAG med avseende pa provvolym har genomforts.
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Figur 14. Erhallna Cg-varden for utvarderingen av provvolym for TMB magnetic, dar krysset representerar
medelvérdet, n=3.

UTVARDERING AV DNA/RNA-EXTRAKTIONSROBOT MED
PROTOKOLLEN NUCLISENS MINIMAG OCH TMB
MAGNETIC

Roboten GenePure Pro (Techtum) 4&r utvecklad for automatiserad DNA/RNA-extraktion.
Extraktionsroboten &r programmerbar och inte last till specifika reagenser/kit vilket minskar
leverantorsberoendet jamfort med de flesta andra kommersiellt tillgdngliga robotarna som endast ar
kompatibla med aterforsaljarens egna kit. Detta mojliggor anvandandet av flera olika metoder inklusive
saval kommersiella kit som in-house-prototokoll. GenePure Pro ar en fullt automatisk robot, vilket
betyder att reagenser och prov laddas och nar roboten val startas fullféljer roboten samtliga steg i
extraktion och rening av DNA/RNA utan manuella insatser. Roboten extraherar DNA/RNA med hjalp
av magnetstavar fasta i en rorlig axel i taket av roboten som forflyttar DNA/RNA mellan brunnarna med
hjalp av magnetkulor. Protokollen NucliSens miniMAG och TMB magnetic utvarderades pa GenePure
Pro med avseende pA DNA/RNA-utbyte, hammartalighet och generell anvandbarhet. | studien jamférdes
robotens DNA/RNA-utbyte med manuellt utforda extraktioner med motsvarande metoder.

4.3.1  Anpassning av protokoll till robot GenePure Pro

GenePure Pro &r utformad med sex brunnar per prov, dér lyseringen sker i den forsta brunnen och

magnetkulor forvaras i den sista, vilket leder till att elueringen sker i brunn 5. Detta betyder alltsa att
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roboten mojliggor for tre tvattsteg. Samtliga ingaende reagens behover séttas till innan roboten startas.
Protokollen for NucliSens miniMAG samt TMB magnetic behdvde dérfor anpassas till roboten. De
utvarderade justeringarna av protokollen finns i Tabell 4. De olika protokollen korda pa roboten

jamfordes med manuellt genomfdrda extraktioner enligt originalprotokollen.

Table 4. Anpassning av protokollen TMB magnetic och NucliSens miniMAG for att kunna kora den pa roboten
GenePure Pro.

TMB magnetic

Justering T1 Exkludera tillsats av 100 % etanol samt RNA-birare. Exkludera steget nir prov
svalnar till rumstemperatur. Andra inkubering i 80 °C istillet f6r rumstemperatur da
det sker i samma brunn som lysering och temperaturen hinner inte ga ner till
rumstemperatut.

Justering T2 Addera 100 % etanol samt RNA-birare i lyseringsbuffert. Exkludera steget nir
prov svalnar till rumstemperatur. Andra inkubering i 80 °C istillet for
rumstemperatur da det sker i samma brunn som lysering och temperaturen hinner
inte ga ner till rumstemperatur.

Justering T3 Pausa roboten efter forsta inkubering f6r att addera 100 % etanol och RNA-birare.
Exkludera steget nir prov svalnar till rumstemperatur. Andra inkubering i 80 °C
istillet f6r rumstemperatur dd det sker i samma brunn som lysering och
temperaturen hinner inte g ner till rumstemperatur.

NucliSens miniMAG

Justering N1 Exkludera centrifugering samt en tvitt med Wash 1 och en tvitt med Wash 2, vilket
resulterar i en tvitt med varje tvittbuffert. 750 pL Lyseringsbuffert istillet f6r 2 mL
samt 500 pL av samtliga tvittbuffert.

Justering N2 Exkludera centrifugering samt en tvitt med Wash 1 och en tvitt med Wash 2, vilket
resulterar i en tvitt med varje tvittbuffert. Férsta inkubering 1 80 °C istillet f6r
rumstemperatur. 750 ul. Lyseringsbuffert istéllet f6r 2 mL samt 500 uL av samtliga

tvattbuffert.

Anpassningen av protokollen till roboten gjordes med samma 3-agenscocktail som i avsnitt 4.2.1 men
endast pa den hoga nivan, samt pa rent humansaliv. Extraktionerna genomfordes i triplikat och extrakten
analyserades med gPCR-assayer enligt Bilaga 1. Vid justeringarna T1 och N1 gav roboten lagre utbyten
jamfort med manuell extraktion i samtliga forsok (Figur 15). Skillnaden i Cg-varden mellan

robotextraktion och manuellt genomférd extraktion var avsevart stérre for TMB magnetic (medel-Cq
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skiljde med 6-9 cykler) jamfért med NucliSens miniMAG (medel-Cq skiljde med 0,4-1,7 cykler), vilket

innebdr att automatisering gav lagre DNA/RNA-forluster for den sistnamnda extraktionsmetoden.
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Figur 15. Erhallna Cg-varden vid justering av protokollen TMB magnetic och NucliSens miniMAG for att
anpassas till roboten GenePure Pro, dar krysset representerar medelvardet, n=3.

For justering N2 med humansaliv var skillnaden i Cg-varden storre mellan robotextraktion och manuellt

genomford extraktion med NucliSens miniMAG (3,7 Cqg-vérden i skillnad for medelvardet) an for

justering N1 (Figur 16). N2 gav saledes samre utbyte an N1. For TMB magnetic gav dock justering T2

nagot mindre skillnad i Cg-varden mellan automatiserad och manuell extraktion jamfort med T3.

Fortsatta forsok med GenePure Pro utfordes darfor enligt justeringarna T2 respektive N1. Fullstandiga

protokoll finns pa en gemensam myndighetsarea.
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Figur 16. Erhallna Cg-varden for humansaliv vid justering av protokollen TMB magnetic och NucliSens
miniMAG for att anpassas till roboten GenePure Pro, dar krysset representerar medelvardet, n=3.

4.3.2 Utbyte for automatiserd DNA/RNA-extraktion

Utvarderingen av DNA/RNA-utbytet gjordes med en 5-agenscocktail bestdende av S. enterica, B.
cereus, Saccharomyces cerevisiae, Mengovirus samt humansaliv, i en hdg samt lag mangd enligt Tabell
5 nedan. Dessa organismer valdes som modellorganismer for gramnegativa respektive grampositiva
bakterier, eukaryota celler, RNA-virus samt humana celler. For att ha nagot att forhalla resultaten till
tillverkades standarder for samtliga agens. Kulturer for S. enterica, B. cereus och S. cerevisiae med
kanda mangder mikrober (cfu/mL) extraherades med QlAamp DNA Mini kit (det generella
bakterieprotokollet for S. enterica och protokollet fér grampositiva bakterier fér B. cereus) och Yeast
DNA Extraction Kit (Thermo Scientific) for S. cerevisiae. Extrakten spaddes darefter till DNA-
koncentrationer som teoretiskt motsvarade 5x10°, 5x108, 5x107, 5x108, 5x10°, 5x10* och 5x10° cfu/mL
for S. enterica och B. cereus, och 1x108, 1x107, 1x108, 1x10° och 1x10* cfu/mL for S. cerevisiae.
Observera att de angivna mangderna utgar fran mangden koloniformande enheter i
ursprungspreparationerna. DNA-extraktionens effektivitet paverkar de faktiska DNA-koncentrationerna
i extrakten. Spédningsserierna analyserades sedan som standarder och anvéndes for att kvantifiera
utbytet for respektive mikrob for det olika DNA/RNA-extraktionsprotokollen. DNA-utbytet anges
saledes i cfu/mL, men ar framréaknat via Cg-varden i qPCR fran standardkurvorna. For att fortydliga
detta anges koncentrationerna som “cfu/mL (berdknat via Cq)” pa y-axlarna i figurerna nedan.
Mengovirus extraherades och spaddes darefter 1:10%, 1:10%, 1:10% 1:10* och 1:10°. For Mengovirus

sattes spadningen 1:10° till 1 detektionsenhet, spadningen 1:10* till 2 detektionsenheter o.s.v. For
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humansaliv anvandes standarder bestaende av 2800M Control DNA (Promega Corporation) som spatts
till 10, 1, 10, 102, 10 och 10 ng/pL.

Tabell 5. Koncentrationer av S. enterica, B. cereus, S. cerevisiae, Mengovirus samt humansaliv i 5-agens-
cocktailen med hog samt lag méangd, som anvéndes vid utvardering av DNA/RNA-utbyte for TMB magnetic och
NucliSens miniMAG med roboten GenePure Pro. Observera att de angivna mangderna (cfu/mL) utgar fran
mangden koloniformande enheter i ursprungspreparationerna.

Hoég mingd Lig mingd
S. enterica 1,2%108 cfu/mL 1,2x104 cfu/mL
B. cereus 1,2x108 cfu/mL 1,2x104cfu/mL
S. cerevisiae 2,4x106 cfu/mlL 2,4%10% cfu/mL
Mengovirus 210x-spidning 21 000x-spddning
Humansaliv 4,2x-spadning 420x-spadning

Kitet MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit Ill (BioFlux) &r ett designat for GenePure Pro
och inkluderades darfor i utvarderingen som referensmetod. Extraktionen utférdes enligt tillverkarens
protokoll. Robotextraktioner med NucliSens miniMAG och TMB magnetic utférdes enligt justering T2
och N1 beskrivna ovan. Extraktionerna genomfordes i triplikat och extrakten analyserades med qPCR
(QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific). DNA/RNA-utbytet var betydligt hogre for de manuellt
genomforda extraktionerna jamfort med robotextraktionerna for samtliga agens och fér bade NucliSens
miniMAG och TMB magnetic (Figur 17-21). For S. cerevisiae var skillnaden inte lika stor som for
Ovriga agens (Figur 19). Automatiserad extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit
I11 gav likvardiga DNA/RNA-utbyten som de manuellt genomfdrda extraktionerna for samtliga agens
forutom for S. cerevisiae dar MagaBio gav betydligt hogre DNA-utbyte. GenePure Pro gav saledes
acceptabelt utbyte med det skraddarsydda MagaBio-kitet, medan de Gvriga tva metoderna skulle behova

ytterligare anpassningar for att kunna anvandas tillsammans med roboten.
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Figur 17. Medelkoncentration (CFU/mL) efter extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit
111, robotextraktion med NucliSens miniMAG och TMB magnetic samt manuellt genomférda extraktioner med
NucliSens miniMAG och TMB magnetic, for B. cereus. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 18. Medelkoncentration (CFU/mL) efter extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit
111, robotextraktion med NucliSens miniMAG och TMB magnetic samt manuellt genomférda extraktioner med
NucliSens miniMAG och TMB magnetic, for S. enterica. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 19. Medelkoncentration (CFU/mL) efter extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit
111, robotextraktion med NucliSens miniMAG och TMB magnetic samt manuellt genomférda extraktioner med
NucliSens miniMAG och TMB magnetic, fér S. cerevisiae. Felstaplarna represnterar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 20. Medelkoncentration (detektionsenheter) efter extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA
Purification Kit I11, robotextraktion med NucliSens miniMAG och TMB magnetic samt manuellt genomférda
extraktioner med NucliSens miniMAG och TMB magnetic, for Mengovirus. Felstaplarna representerar
standardavvikelsen, n=3.
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Figur 21. Medelkoncentration (ng/pL) efter extraktion med MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit I1l,
robotextraktion med NucliSens miniMAG och TMB magnetic samt manuellt genomférda extraktioner med
NucliSens miniMAG och TMB magnetic, fér humansaliv. Felstaplarna represeterar standardavvikelsen, n=3.

Hammartaligheten utvarderades for robotextraktioner med TMB magnetic, NucliSens miniMAG samt
kitet MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit Il (BioFlux), och jamférdes med manuellt
genomfdrda extraktioner med TMB magnetic och NucliSens miniMAG. Som modell-hdmmare
anvandes CaCO; for att efterlikna de vita pulver som ibland ingar i s.k. anthrax-brev, samt humussyra
som ar ofta férekommande i jordprover. CaCOs utvarderades i tva nivaer, en hdg (50 mM) och en lag
(10 mM). Foér humussyra anvandes 10 mg/mL. 630 pL av 5-agenscocktailen blandades med 70 pL av
500 mM respektive 100 mM CaCOs samt 100 mg/mL humussyra. Utvarderingen genomfordes i triplikat

for varje hammare och niva, med en ingaende volym pa 200 uL och en elueringsvolym pa 100 pL. |
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utvarderingen inkluderades &ven en positiv kontroll, dar 70 uL. Ambion nukleasfritt vatten (Invitrogen)
tillsattes i stallet for hammare. Samtliga protokoll finns pd en gemensam myndighetsarea. Extrakten
analyserades med gPCR (QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific). Extrakten med humussyra spaddes
1:10 samt 1:100 innan analys med gqPCR. Koncentrationsangivelserna for proven med hammare
dividerades med resultaten for de positiva kontrollerna for att erhalla relativ hamning, det vill siga att

100 % motsvarar att analyserna inte stérdes av hammarna.

Robotextraktionerna kunde hantera den lagre méngden CaCOs lika bra som de manuellt
genomfdrda extraktionerna med respektive metod (Figur 22). For htég mangd CaCO; var TMB magnetic
betydligt battre pa att hantera hammaren jamfort med NucliSens miniMAG. Robotextraktioner och
manuellt genomférda extraktioner visade likvardiga resultat dven dar. MagaBio hanterade bada
méangderna CaCOj3 bra, med undantag for S. cerevisiae som gav koncentrationsangivelser pa ca. 40%
jamfort med den positiva kontrollen for bada mangderna. MagaBio klarade inte av att extrahera och rena
prover med humussyra pa ett effektivt satt. Prover med humussyra spadda 1:10 och kérda med MagaBio
var helt hammade fér samtliga agens. TMB magnetic uppvisade totalhdmning for vissa agens.
Robotextraktion med NucliSens miniMAG hade ocksa svarigheter att hantera den hoga mangden
humussyra. Manuellt genomférd extraktion med NucliSens miniMAG klarade dock att extrahera och
rena B. cereus, S. enterica och S. cerevisiae, men visade svarigheter med Mengovirus och humansaliv.
TMB magnetic kunde hantera prover med humussyra spadda 1:100, bade med robot och manuellt utfort,
med undantag for B. cereus for den manuella extraktionen. MagaBio uppvisade hammande effekter &ven
for prov spadda 1:100.

De storsta skillnaderna i hammartalighet noterades saledes mellan olika metoder, inte mellan
manuell och automatiserad DNA/RNA-extraktion. MagaBio och TMB magnetic hanterade dverlag det
vita pulvret battre &n NucliSens miniMAG. For humussyra var resultaten omvanda, i och med att

NucliSens miniMAG uppvisade hogst hammartaliget och MagaBio var mest lattpaverkad.
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Figur 22. Medelvarde for den relativa hdamningen for prov med hdmmare jamfort med positiva kontroller.
Vérdet 100 % innebér att provet med hdmmare gav samma koncentrationsvarde som de positiva kontrollerna,
d.v.s. ingen hammande effekt observerades. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

44 UTVARDERING AV DNA/RNA-UTBYTE FOR 22 OLIKA
EXTRAKTIONSMETODER

Vid kris och storda forhallanden &r det av stor vikt att ha tillgang till alternativa metoder som vid behov
snabbt kan ersétta de metoder som normalt anvénds. Detta kan goras endera genom att laboratoriet satter
upp nya metoder internt eller att DNA/RNA-extraktioner utfors hos ett annat laboratorium i FBD-
natverket. | bada fallen ar det avgorande fér snabb implementering att prestandan for de alternativa
metoderna &r kand innan stérningen sker. Har har 22 DNA/RNA-extraktionsmetoder utvarderats och
jamforts for fyra olika mikrobiella agens: S. enterica, B. cereus, S. cerevisiae, samt Mengovirus.
Metoderna bygger pa olika principer for extraktion och rening och inkluderar automatiserade
kommersiella kit, manuella protokoll fér rening och snabbprotokoll dér extraktionen utfors i ett ror. De
kan delas in i magnetkulebaserade metoder (automatiserade och manuella), spinnkolonn-metoder,
organiska metoder samt snabbprotokoll. Metoderna listas i Tabell 6.
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Tabell 6. Samtliga 22 extraktionsmetoder som utvarderades med avseende pa DNA/RNA-uthyte och deras

respektive slutvolymer.
Metod

Maelstrom 9600

Maelstroem 4800

maglL. EAD DNA

GenoXtract DNA

EZ1 DNA Tissue

EZ1 Virus Mini

MagaBio plus Virus DNA/RNA
Purification Kit I11

NucleoMag Pathogen kit
NucliSens miniMAG

TMB magnetic

QIAamp (grampositiva bakterier)
QIAamp (humanceller)
FastDNA Spin kit for soil
Phenol/chloroform

TRIzol

NucleoZOL

ChelexDirekt

Alkalint protokoll

Guanidine thiocyanate extraction
Proteinas K extraction
QuickExtract DNA (projekt 20)
QuickExtract DNA (manual)

Inledningsvis gjordes en screening av samtliga metoder med en agenscocktail bestaende av fyra
mikrobiella agens: S. enterica, B. cereus, S. cerevisiae, samt Mengovirus (Tabell 5). Observera att
cocktailen aven inneholl humansaliv som inkluderades i forsoken i Sektion 4.2.3, men inte ingar hér.
Cocktailen kallas dock &ven har for 5-agenscocktail. Mikroorganismerna valdes som modellorganismer
for gramnegativa och grampositiva bakterier, eukaryota celler, och RNA-virus. 5-agenscocktailen utgor
ocksa ett mer komplext prov jamfort med om ett agens analyseras at gangen, vilket stéller hardare krav
pa extraktionsmetoderna. Darfér ansags denna som en bra grund for att screena fram lovande metoder.

Metoderna som presterade bést for 5-agenscocktailen valdes ut for vidare tester med ett agens i taget.

Leverantor
TANBead
TANBead
PSS

Brufker
Qiagen
Qiagen
BioFlux

Macherey-INagel
bioMérienx
In-house

Qiagen

Qiagen

MP Biomedicals
In-house
Invitrogen
Macherey-Nagel
BioRad
In-house
In-house

In-house

Biosearch Technologies

Biosearch Technologies
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Kategori

Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor

Magnetkulor
Magnetkulor
Magnetkulor
Spinnkolonner
Spinnkolonner
Spinnkolonner
Organiskt
Organiskt
Organiskt
Snabbprotokoll
Snabbprotokoll
Snabbprotokoll
Snabbprotokoll
Snabbprotokoll
Snabbprotokoll

Slutvolym
100 ul
100 uL.
100 ul
100 ul
100 uL.
100 ul
100 uL.

100 uL
100 pL.
100 uL
100 pL.
100 uL
100 pL.
100 uL
100 uL.
100 pL.
250 pLL
250 uLL
202 pL.
225 ulL
400 pL.
400 pL



Samma agensmangder som i 5-cocktailen anvéandes och vatten tillsattes for att ersatta volymen av dvriga

agens. Utvarderingen med ett agens gjordes for S. enterica, B. cereus, S. cerevisiae samt Mengovirus.

Metoderna som utvarderades for vilket agens finns listade i Tabell 7 nedan. Koncentrationerna anges i

cfu/mL, beraknat fran Cg-varden, pa samma som i Sektion 4.2.3.

Tabell 7. Upprékning av de DNA/RNA-extraktionsmetoder som utvarderades med ett agens i taget, samt for
vilket agens detta gjordes. Metoderna valdes utifran prestanda med 5-agenscocktailen.

Agens

B. cereus

S. enterica

S. cerevisiae

Mengovirus

Metoder

NucliSens miniMAG

TMB magnetic

QIAamp (grampositiva bakterier)
Phenol/Chloroform

Proteinas K extraktion
QuickExtract (manual)
NucliSens miniMAG

TMB magnetic

QIAamp (grampositiva bakterier)
Phenol/Chloroform

Proteinas K extraktion
QuickExtract (manual)
FastDNA Spin kit for soil
Phenol/Chloroform

Yeast DNA Extraction Kit (Thermo Scientific)
NucliSens miniMAG

TMB magnetic

QIAamp (humanceller)
Phenol/Chloroform

QuickExtract (manual)

Samtliga metoder hade en ingdngsvolym pa 200 uL och de protokoll som tilldt hade en elueringsvolym

pa 100 pL. Extraktionerna genomfordes i triplikat och extrakten analyserades med gPCR (QuantStudio

5, Thermo Fisher Scientific).
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Phenol/chloroform-metoden gav hdgst DNA-utbyte for hog mangd B. cereus vid saval extraktion av
agenscocktail som vid endast ett agens (Figur 23-24). For agenscocktailen gav Maelstrom 9600,
magLEAD DNA och GenoXtract DNA likvérdiga utbyten som phenol/chloroform. Vart att notera &r att
snabbprotokollen har en slutvolym pa >200 pL, jamfort med 100 pL for de magnetkulebaserade
metoderna, vilket leder till utspadning av DNA i eluaten. Vissa snabbprotokoll gav &nda likvardiga
koncentrationer som nagra av de magnetbaserade metoderna samt metoder med spinnkolonner for
agenscocktailen. For extraktion av ett agens at gangen gav QuickExtract (slutvolym 400 pL) hogre
agenskoncentration &n TMB magnetic (slutvolym 100 pL) och likvardig koncentration som QlAamp
for grampositiva bakterier (slutvolym 100 pL). For agenscocktailen gav TMB magnetic hdgre utbyte an
NucliSens miniMAG, men for endast ett agens gav NucliSens miniMAG hdgre &n TMB magnetic. Detta
skulle kunna bero pa att TMB magnetic ar battre att hantera den komplexa matrisen som agenscocktailen

utgdr medan NucliSens miniMAG fungerar battre for renare prover.

B. cereus
Hog mangd - 5 agens
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Figur 23. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av 5-agenscocktail med hog méngd B. cereus.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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B. cereus
Hog mangd - 1 agens
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Figur 24. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for hog mangd B. cereus.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

Samma monster i resultat gar att se for den laga méangden B. cereus som for den hoga, bade for agens-
cocktailen och vid endast ett agens, med undantag for QlAamp for grampositiva bakterier for agens-

cocktailen som dér gav likvéardigt DNA-utbyte som phenol/chloroform-metoden (Figur 25-26).

B. cereus
Lag mangd - 5 agens
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Figur 25. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med 1&g méngd B. cereus. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=3.
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B. cereus
Lag méangd - 1 agens
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Figur 26. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for 1dg mangd B. cereus.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

Phenol/chloroform-metoden gav hogst DNA-utbyte for hdg mangd S. enterica, for bade agenscocktail
och ett agens (Figur 27-28). For 5-agenscocktailen gav NucliSens miniMAG och TMB magnetic
likvardiga DNA-utbyten, men for ett agens gav NucliSens miniMAG hdgre utbyte &h TMB magnetic.
For ett agens gav ocksa QlAamp for grampositiva bakterier betydligt battre DNA-utbyte i forhallande
till phenol/chloroform jamfért med fér agenscocktailen. Fér agenscocktailen gav flera snabbprotokoll
hogre eller likvardiga DNA-utbyten som de sémsta magnetmetoderna, trots att de férra hade en hogre
slutvolym (>200 pL) och presenterade varden ar koncentrationer. FOr extraktion av ett agens gav

Proteinas K extraktion och QuickExtract likvardigt utbyte som TMB magnetic.
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S. enterica
Hog mangd - 5 agens
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Figur 27. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med hdg mangd S. enterica. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 28. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for hog mangd S.
enterica. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

For den laga mangden S. enterica presterade metoderna jamnare i férhallande till varandra jamfért med
for den hdga mangden for agenscocktailen (Figur 29). FastDNA Spin kit presterade dock samre i
forhallande till de andra metoderna for den Iaga mangden. Extraktion med Proteinas K och GIT lag i
botten av snabbprotokollen fér den héga mangden, men ligger for den ldga mangden i toppen efter

ChelexDirekt. Detta kan bero pa att de lagre mangderna, och ett agens istéllet for cocktail, innebar
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mindre komplexa prover att hantera fér metoderna. Vid extraktion av S. enterica utgor ju évriga agens
potentiellt storande moment. Vid ett agens syns samma monster for den laga mangden S. enterica som
for den héga, med undantag for QlAamp for grampositiva bakterier som ar mer likvardig med NucliSens

miniMAG for den laga mangden (Figur 30).
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Figur 29. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med 1&g mangd S. enterica. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 30. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for 1dg méangd S. enterica.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Phenol/chloroform-metoden gav hogst utbyte for hog mangd S. cerevisiae for bade agenscocktail och

ett agens (Figur 31 och 32). For agenscocktailen gav FastDNA Spin kit nast hdgst utbyte, dock betydligt

lagre an phenol/chloroform. For ett agens inkluderades aven det specialiserade kitet Yeast DNA

Extraction Kit (Thermo Scientific) som gav likvardigt utbyte som FastDNA Spin kit och alltsa lagre &n

phenol/chloroform. Exkluderar vi metoderna phenol/chloroform och FastDNA Spin kit gav

ChelexDirekt hogst utbyte av 6vriga metoder (Figur 33). Det alkalina snabbprotokollet gav likvérdigt

utbyte som de bédsta magnetmetoderna, trots en hogre slutvolym for snabbprotokollen (250 pL).
Maelstrom 4800, NucliSens miniMAG, GIT extraktion och QuickExtract gav lagst DNA-utbyte.

S. cerevisiae
Hog mangd - 5 agens
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Figur 31. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med hég mangd S. cerevisiae. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=3.
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S. cerevisiae
Hog mangd - 1 agens
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Figur 32. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for htog mangd S.
cerevisiae. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

S. cerevisiae
Hog mangd - 5 agens

O Magnetkulor OSpinnkolonn  ESnabbprotokoll

T
O 6,0E+06
©
> 5,0E+06
©
T 4,0E+06
4
‘®  3,0E+06
82,0406 ﬂ H
g o il lm
E ’
= 0,0E+00 = a
L
< X X Q
(@] Q@QQ @QQ Q$V Q%V‘ &\‘9 Q‘0 Q}\ V‘ er(l "b@x (’Q}\Q, Q\KQ\’E \{_’b\\(\ Q>\ ’b‘—)% ) \,{O\ Q\)’Z}\
X < L € N N o 2

S ‘30 R &S @fb% Q @"”Q & ¥ & &

& S F S E P e ® S € & &
'bQ’fbe’é‘é"\'/\’(aQ’%%Q”\o\_VQ &
I X IS A2 SN IPS & &L

Q.>\ O® O V:b \(\,5 Rou
& &S S o
KOS

Figur 33. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med hég mangd S. cerevisiae, dar
phenol/chloroform samt FastDNA Spin kit for soil exkluderas. Felstaplarna representerar standardavvikelsen,
n=3.

Phenol/chloroform-metoden gav 6verlagset hogst DNA-utbyte dven for den laga méangden, bade for

agenscocktail samt for ett agens (Figur 34 och 35). FastDNA Spin kit gav sdmre utbyte i relation till de

andra metoderna for den laga mangden jamfort med den héga mangden (Figur 36). For den laga
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méangden stack ChelexDirekt ut med ett hogre utbyte i forhallande till 6vriga metoder. NucliSens

miniMAG gav inget detekterbart DNA for den laga mangden.

S. cerevisiae
Lag mangd - 5 agens
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Figur 34. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med 1&g mangd S. cerevisiae. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 35. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av endast ett agens at gangen for 1ag mangd S.
cerevisiae. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 36. Medelkoncentration (CFU/mL) for extraktion av cocktail med 1&g mangd S. cerevisiae, dar
phenol/chloroform exkluderas. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

Foér Mengovirus gav samtliga organiska metoder, QlAamp fér humanceller, GenoXtract DNA samt
Maelstrom 9600 hogst RNA-utbyte fér hdg mangd av agenscocktailen (Figur 37). Snabbprotokollen gav
lagst utbyte tillsammans med FastDNA Spin kit, NucliSens miniMAG samt Maelstrom 4800. For ett
agens gav phenol/chloroform hogst RNA-utbyte (Figur 38). QuickExtract gav battre utbyte i forhallande
till de andra metoderna jamfort med for 5-agenscocktailen. For ett agens gav aven TMB magnetic hogre
utbyte dn NucliSens miniMAG. Mengovirus var det enda agens dar TMB magnetic presterade béattre &n

NucliSens miniMAG vid ett agens-forsoken.
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Figur 37. Medelkoncentration (detektionsenheter) efter extraktion av agenscocktail med htg méangd
Mengovirus. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Figur 38. Medelkoncentration (detektionsenheter) efter extraktion av endast ett agens at gangen fér hog mangd
Mengovirus. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

For lag mangd Mengovirus gav phenol/chloroform bast utbyte medan 6vriga metoder som presterade
bra for hog mangd gav samre resultat (Figur 39). Snabbprotokollen gav battre utbyte i forhallande till
6vriga metoder jamfort med for den hoga mangden. For ett agens gav phenol/chloroform ocksa bast
utbyte (Figur 40). QuickExtract, TMB magnetic och NucliSens miniMAG gav likvardiga RNA-utbyten.
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Figur 39. Medelkoncentration (detektionsenheter)efter extraktion av cocktail med hdg méngd Mengovirus.
Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Mengovirus. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.
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Den enklaste typen av DNA-extraktionsprotokoll utgors av ett ror, en lyseringsbuffert, vortexning och
inkuberingar. Dessa sa kallade snabbprotokoll méjliggor korta analystider, lite manuellt arbete och
minimal DNA-forlust. Malet i denna studie var att optimera och jamfora snabbprotokoll baserade pa

olika principer, med avseende pa utbyte och DNA-stabilitet.

| Chelexbaserad DNA-extraktion ingar en avslutande inkubering vid 100°C i varmeskap i 20 till 40
minuter. Denna hoga temperatur kan ha negativ paverkan pa de insatsror som kan anvandas i
snabbprotokoll eftersom de flesta tillverkare inte rekommenderar att de utsatts for 6ver 70°C. Darfor
undersoktes olika temperaturer och inkubationstider varpa utbyte och stabilitet jamfordes.
Humansaliv som latits torka in pa glas och topsats med bomullstops anvandes som DNA-kalla. Inga
skillnader i DNA-utbyte iakttogs mellan de olika inkuberingstiderna vid 100°C (5 till 20 minuter), och
inte heller mellan de olika temperaturerna (70 till 200°C) (Tabell 8). DNA-degradering leder till mindre
mangder matbart DNA. Inga extrakt uppvisade nagra tecken pa tydlig nedbrytning av DNA efter 21
dagar i kylskap.

Tabell 8. DNA-koncentration for modifierade Chelex Direkt-protokoll. Medelvéarde och standardavvikelse
presenteras for olika tidpunkter efter genomford extraktion. n=3.

Chelex- DNA-konc. DNA-konc. DNA-konc. DNA-konc. medel

extraktion medel medel medel (ng/pL) (ng/pL) 21 dgr i kylskéap

(°C/min) (ng/pL) 0 dgr (ng/pL) 7 21dgri + frysning/tining

dgrikylskap = kylskap

100°C/20min 0,18 £ 0,03 0,22 + 0,02 0,18 + 0,003 0,19 + 0,04
100°C/15min 0,19 = 0,02 0,22 + 0,02 0,18 + 0,01 0,17 £ 0,02
100°C/10min 0,17 = 0,02 0,21 + 0,02 0,18 + 0,01 0,17 £ 0,02
100°C/5min 0,17 + 0,05 0,23 + 0,04 0,18 + 0,03 0,18 + 0,02
90°C/20min 0,21 + 0,01 0,24 + 0,03 0,21 £ 0,01 0,20 + 0,03
80°C/20min 0,14 + 0.02 0,18 + 0,05 0,14 + 0,04 0,14 + 0,03
70°C/20min 0,17 = 0.03 0,20 + 0,04 0,15 + 0,04 0,16 + 0,04
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Alkalin DNA-extraktion bryter ner dven mer svarlyserade celler sassom humana spermier. Lyseringen
sker med hjélp av tillsats av natriumhydroxid (NaOH). pH neutraliseras sedan med Tris-HCI. Det &r ett
mycket enkelt protokoll som inte ar beroende av specifika leverantérer. Har utvarderades olika
forhallanden mellan NaOH och Tris-HCI samt olika koncentrationer av de bada, med syfte att identifiera
det optimala protokollet med avseende pa utbyte och pH-neutralisering. Humansaliv som latits torka in
pa glas och topsats med bomullstops anvandes som DNA-kélla. Ursprungsprotokollet med tillsats av
lika mycket NaOH och Tris-HCI presterade sdmst, med betydligt lagre DNA-utbyte &n 6vriga varianter
(Tabell 9). Hogst utbyte genererades av protokollet med tillsats av 150 pL 0,1 M NaOH for lysering och
50 pL 0.5 M Tris-HCI. Ration 3:1 har ocksa fordelen att en stérre volym buffert kan anvandas under
sjalva lyseringen. Detta protokoll rekommenderas darfor for fortsatta tester.

Tabell 9. DNA-koncentrationer for olika forhallanden och koncentrationer av NaOH och Tris-HCI i alkalin
lysering. Medelvarde och standardavvikelse visas. n=3.

Ratio Molaritet pH Medel DNA-konc (ng/pL)
NaOH:Tris-HCl = NaOH/Tris-HCl1 (M)

1:1 0,2/0.2 12,2 0,07 £ 0,03

1:1 0,2/0.5 8,2 0,19 £ 0,04

3:1 0,1/0.5 8,7 0,27 £ 0,04

31 0,2/1 8,8 0,17 £ 0,05

3:1 0,1/1 8,2 0,21 £ 0,02

Fyra olika snabbprotokoll jamfordes med avseende pa DNA-utbyte. Utéver Chelex-extraktion och
alkalin lysering inkluderades den kommersiella metoden QuickExtract och ett in house-protokoll baserat
pa M-PER, ett reagens framtaget for proteinextraktion fran mammalieceller. Humansaliv som latits
torka in pa glas och topsats med bomullstops anvandes som DNA-kélla. Chelex-extraktionen gav hogst
DNA-uthyte, foljd av QuickExtract och alkalin lysering (Tabell 10). M-PER-metoden gav lagt utbyte
och anses inte andamalsenlig for DNA-extraktion. | vissa tester uppvisade alkalin lysering PCR-
h&mning, sarskilt i kombination med flockad nylontops. Detta b6r understkas vidare innan eventuell
validering och implementering av alkalin lysering. Det jamna utfallet mellan de tre basta metoderna
innebar att de skulle kunna fungera som komplementmetoder till varandra, exempelvis om det uppstar

brist pd nagot reagens.
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Tabell 10. Jamforelse mellan fyra snabbprotokoll. Medelkoncentraioner och standardavvikelse anges. n=3.

Protokoll DNA-konc. medel (ng/pL)
Chelex-extraktion 0,24 £ 0,08

QuickExtract 0,18 £ 0,08

Alkalin lyseting 0,14 £ 0,03

M-PER 0,080 £ 0,007

Valet av DNA-extraktionsmetod kan paverka om det resulterande DNA:t ar enkel- eller dubbelstrangat
samt hur stora DNA-fragment som utvinns. Vid bibliotekspreparation infor sekvensering ar det ofta
viktigt att k&nna till DNA:ts kvalitet och integritet eftersom vissa metoder kraver exempelvis
dubbelstréngat DNA for att fungera optimalt. |1 denna studie undersoktes hur DNA-kvaliteten med
avseende pa “strandedness” och fragmentering paverkades av olika relevanta DNA-extraktionsmetoder.
Utover DNA-kvalitet undersoktes metodernas DNA-utbyte for prov innehallande redan extraherat
DNA. Forsoket gjordes med hogmolekylart genomisk humant DNA (Roche). 10 uL av 0,2 mg/mL DNA
blandades med 190 uL. Ambion nukleasfritt vatten (Invitrogen) som sedan “extraherades” med nedan
listade extraktionsmetoder (Tabell 11). Samtliga extraktionsprotokoll finns pa en gemensam
myndighetsarea. Samtliga metoder hade en ingangsvolym pa 200 pL och de protokoll som tillat hade en
elueringsvolym pa 100 uL. De specifika volymerna specificeras i protokollen. Ett referensprov som inte

genomgick nagot extraktionsprotokoll inkluderas ocksa. Extraktionerna genomfordes i triplikat.

Tabell 11. Samtliga metoder som inkluderades i utvérdering av kvalitet av DNA efter extraktion.

Metod Leverantor Kategori
Maelstrom 9600 T ANBead Magnetkulor
Maelstroem 4800 TANBead Magnetkulor
maglL.LEAD DNA PSS Magnetkulor
GenoXtract DNA Bruker Magnetkulor
EZ1 DNA Tissue Qiagen Magnetkulor
MagaBio plus Virus DNA/RNA Purification Kit IIT BioFlux Magnetkulor
NucleoMag Pathogen kit Macherey-Nagel Magnetkulor
NucliSens miniMAG (manuellt) bioMérienx Magnetkulor
NucliSens miniMAG (GenePure Pro) bioMeérienx

TMB magnetic (manuellt) In-honse Magnetkulor
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TMB magnetic (GenePure Pro) In-house

QIAamp (grampositiva bakerier) Qiagen Spinnkolonner
QIAamp (humanceller) Qiagen Spinnkolonner
FastDNA Spin kit for soil MP Biomedicals Spinnkolonner
Phenol/chloroform In-house Organiskt

ChelexDirekt BioRad Snabbprotokoll
Alkalint protokoll In-honse Snabbprotokoll
Guanidine thiocyanate extraction In-house Snabbprotokoll
Proteinas K extraction In-honse Snabbprotokoll
QuickExtract DNA (projekt 26) Biosearch Technologies Snabbprotokoll
QuickExtract DNA (manual) Biosearch Technologies Snabbprotokoll

Med en Qubit 3.0 Fluorometer mattes darefter mangden dsDNA samt ssDNA i samtliga extrakt
inklusive referensprovet. DNA-méngderna anvéandes sedan for att berdkna andelen dsDNA vs. sSSDNA
i proven. Protokoll for métning av dsDNA och ssDNA samt berdkning av andelen finns beskrivet av
Jansson et al, (2024). Extrakten analyserades ocksa med HS Genomic DNA 50 kb kit (Agilent
Technologies) pa Fragment Analyzer (Agilent Technologies) enligt tillverkarens instruktioner. Efter
analys erhalls ett medelvarde for fragmentstorlek, hur stor andel av DNA:t som ligger mellan vissa
specifika fragmentlangder samt hur stor andel av fragmenten som ligger éver ett satt tréskelvarde (GQN-
varde, Genomic Quality Number). GON é&r ett nummer mellan 0-10 som visar hos stor andel DNA som
har fragmentstorlekar storre an det satta troskelvardet. Ar GQN-vardet 10 betyder det alltsa att 100 %
av DNA:t &r langre an det satta troskelvardet. Troskelvardet sattes i denna studie till 10 kb. Extrakten
kvantifierades med gPCR-kitet PowerQuant System (Promega Corporation) pa en QuantStudio 5

(Thermo Fisher Scientific) enligt tillverkarens instruktioner.

For rent human-DNA gav Maelstrom 9600, magLEAD DNA, phenol/chloroform och samtliga
snabbprotokoll hégst DNA-utbyte (>97 %, Tabell 12 och Figur 41). Darefter kom EZ1 DNA Tissue,
NucleoMag Pathogen kit, QlAamp fér humanceller samt FastDNA Spin kit (utbyte 75-81%). QlAamp
for grampositiva bakterier, TMB magnetic (manuell), MagaBio och NucliSens miniMAG (manuell) gav
DNA-utbyte mellan 24-37 %. Resterande metoder, Maelstrom 4800, GenoXtract DNA, NucliSens
miniMAG (robot) och TMB magnetic (robot) gav laga utbyten (<17 %). Samtliga snabbprotokoll gav
<16 % dsDNA, med undantag for Guanidine thiocyanate extraction och Proteinas K extraktion som
bada gav >95 % dsDNA (Tabell 12). Tva av tre metoder med spinnkolonner gav ocksa >95 % dsDNA,
dar den tredje metoden var QlAamp for grampositiva bakterier som gav 24 % dsDNA. Den organiska
metoden phenol/chloroform gav >95 dsDNA. Maelstrom 9600, Maelstrom 4800, magLEAD DNA,
GenoXtract DNA, EZ1 DNA och NucleoMag Pathogen kit gav samtliga >67 % dsDNA. NucliSens,
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bade manuellt genomford extraktion och med robot gav ca. 39 % dsDNA. Manuellt genomférd
extraktion med TMB magnetic gav ca 14 % dsDNA. Robotextratktion med TMB magnetic gav for laga
méangder DNA for att kunna ta fram ett matt pa andelen dsDNA.

Maelstrom 9600, EZ1 DNA Tissue, MagaBio och TMB magnetic (manuell) gav DNA-fragment
med storlekar mellan 40-50 kb (Tabell 12). Foér NucliSens (robot), TMB magnetic (robot), Ql1Aamp for
grampositiva bakterier samt Alkalint protokoll syntes inga DNA-toppar i elektroferogrammet for
Fragment Analyzer. Detta beror pa de 1dga DNA-mingderna. Ovriga metoder med spinnkolonner gav
fragment med storlekar 15-24 kb. Proteinas K extraktion och Guanidine thiocyanate extraction gav
fragment med storlek 32 respektive 39 kb, medan resterande snabbprotokoll gav fragment med storlekar
mellan 1,3-3,1 kb. Det ska dock noteras att fragmentstorleken for prover bestaende av mycket ssDNA
underskattas med denna méatmetod och resultatet ska darfor tolkas med forsiktighet. Troskelvérdet for
GON sattes till 10 kb. Samtliga snabbprotokoll hade GQN <2,5 med undantag for extraktion med
Proteinas K och Guanidine thiocyanate som hade GQN pa 6,2 respektive 6,7 (Tabell 12). De flesta
magnetkulebaserade metoder uppvisade GQN mellan 2,8-5,0 med undantag for TMB magnetic (robot)
(2,0), NucleoMag Pathogen kit (6,4), EZ1 DNA Tissue (6,9) samt Maelstrom 9600 (7,0).

Totalt sett gav foljande metoder bast resultat, med avseende pa utbyte, hog andel dsDNA och lag niva
av fragmentering (ordnade med metoden som presterade bast Gverst):

1. Maelstrom 9600

Guanidine Thiocyanat-extraktion
Proteinas K-extraktion

EZ1 DNA Tissue
Phenol/Chloroform

NucleoMag Pathogen kit
QIlAamp (humanceller)
FastDNA Spin kit for soil

N o~ wN

Tabell 12. Medelvarde (+ standardavvikelse) for DNA-utbyte (%), andel dsDNA, fragmentstorlek (kb) for de
fragment som I&g i det mest vanliga storleksomradet samt GQN (troskelvarde pa 10 kb) for extrakt fran samtliga
metoder. Berékningarna av DNA-utbytet har tagit hansyn till de olika slutvolymerna. Referensen utgérs av
hogmolekylart human-DNA frén Roche som inte genomgatt nagot extraktionsprotokoll. n=3.

Metod DNA-utbyte dsDNA Fragment- GQN
(%) (%) storlek (kb) (10 kb)
Maelstroem 9600 121+ 75 >95+0 40 £ 2.8 7,0 £0,6
Maelstroem 4800 9,8+ 0,1 84 £ 12 2710 50%0,3
magLEAD DNA 139 + 25,0 68 = 39 1,7+04 28103
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GenoXtract DNA 17+ 1,8 94+£19 23+ 16 45+ 1,7

EZ1 DNA Tissue 80 = 44 >95+ 0 43 + 6,2 6,9 £ 0,1
MagaBio 28 £ 6,1 23109 48 + 12 32%0,5
NucleoMag Pathogen kit 75+t 75 90 £ 5,5 32+23 6,4*0
NucliSens miniMAG (manuellt) 25195 39+ 16 15+ 14 32%0,8
NucliSens miniMAG (GenePure Pro) 5,9 + 0,1 39+0,7 N/D 37%0,3
TMB magnetic (manuellt) 35+ 0,6 14 £ 0,5 50£0 4,0%0,8
TMB magnetic (GenePute Pro) 0,9 £0,1 N/D N/D 20t 14
QIAamp (grampositiva bakterier) 3626 24129 N/D 25102
QIAamp (humanceller) 80 + 6,5 >95+ 0 231£20 5510,3
FastDNA Spin kit for soil 79+25 >95+0 1618 5,0 £ 0,4
Phenol/chloroform 105+ 4,2 >95+0 24+ 17 6,71 0,1
ChelexDirekt 129 £ 1,8 41£19 1,3+ 04 2,0 £0,05
Alkalint protokoll 104 £ 14 1211 N/D 25104
Guanidine thiocyanate extraction 121 £5.2 >95+0 39+ 406 6,71 0,1
Proteinas K extraction 98 + 6,5 >95+ 0 32+ 21 6,2 10,1
QuickExtract DNA (projekt 26) 105+ 10,3 13£0,9 3110 28%0,5
QuickExtract DNA (manual) 111+ 74 15£18 2704 21104
Referens 100 £ 0,1 >95+ 0 34 +£0,7 7,1 £0,05

Det utvecklade magnetkulebaserade DNA/RNA-extraktionsprotokollet, kallat TMB magnetic, gav
hogre utbyte och likvardig eller battre detektionsgrans jamfort med det kommersiella kitet NucliSens
miniMAG for RNA-extraktion fran virus. TMB magnetic kan anvandas for virusextraktion inom
standarderna 1SO 1516-1 och I1SO 1516-2, exempelvis som ett alternativ till NucliSens miniMAG.
Protokollet fungerar med saval olika typer av magnetkulor som kulor som passerat utgangsdatum, vilket
minskar beroendet av specifika leverantdrer och kontinuerliga leveranser. TMB magnetic fungerar dock

samre for DNA-extraktion, dar den inte hor till de basta av de understkta metoderna. Roboten GenePure
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Pro gav goda DNA-utbyten med det tillhdrande kitet MagaBio. Daremot fungerade det samre att
automatisera TMB magnetic och NucliSens miniMAG, vilket var huvudsyftet med studien. | nulaget
anses roboten darmed endast tillamplig tillsammans med leverant6rens eget extraktionskit.

Vid jamforelse av 22 DNA/RNA-extraktionsmetoder baserade pa olika principer (manuella och
automatiserade) for extraktion av fyra olika mikrobiella agens, gav phenol/chloroform-extraktion
Overlag hogst utbyten. For B. cereus och S. enterica gav vissa av de magnetkule- och spinnkolonn-
baserade metoderna likvardigt eller bara nagot lagre utbyten jamfort med phenol/chloroform. For
jastsvampen S. cerevisiae var skillnaderna mellan phenol/chloroform och dvriga metoder mycket stora.
Phenol/chloroform kan dédrmed anvandas som alternativ vid samhallsstorning nar kommersiella kit inte
ar tillgangliga. Tillgangligheten pa phenol/chlorofom kan forvantas vara god aven vid samhéllstorning,
och det gar ocksa att egentillverka. Arbetsmiljoproblem och skaderisker kopplade till arbete med
phenol/chloroform gér dock metoden mindre attraktiv.

Vid behov av hdgmolekylart och dubbelstrangat DNA, till exempel for bibliotekspreparation infor
sekvensering, rekommenderas framst nagon av féljande metoder: 1) Maelstrom 9600, 2) Guanidine
Thiocyanat-extraktion, 3) Proteinas K-extraktion, 4) EZ1 DNA Tissue, 5) Phenol/Chloroform.
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Rening och koncentrering av DNA-extrakt kan ingd i rutinprotokollen for provberedning alternativt
utforas i efterhand for att forbattra utfallet i analysen. Flera olika principer och metoder kan anvandas
for koncentrering och rening. | handelse av kris och storda forhallanden ar det viktigt att laboratorierna
har tillgang till alternativa metoder med kand och tillracklig prestanda, exempelvis vid leveransproblem
fran specifika foretag. Har utvarderades och jamfordes 12 metoder med avseende pa formagan att
koncentrera DNA-extrakt och sju metoder med avseende pa prestandan gallande rening av extrakt

innehallande hammare.

12 metoder baserade pa olika principer for koncentering och rening av DNA ingick i utvéarderingen som
fokuserades pa utbyte, formaga att avliagsna PCR-hammare samt anvéandarvanlighet. Bland de nya och
alternativa protokollen ingick kommersiella metoder som bygger pa flush-back filter, spinnkolonner och
mangnetkulor, samt in house-metoder som nyttjar utfallning och frystorkning av  DNA. For
fallningsmetoderna ingick &ven utvardering och optimering av olika DNA-bdarare. Metodernas mojlighet
att koncentrera prover undersoktes med rena prover innehallande DNA, medan deras mgjlighet att rena

undersoktes med prover innehallande DNA samt kanda hammare.

For undersokning av utbyte vid koncentrering anvandes prov innehallande humant referens-DNA
(2800M Control DNA, Promega Corporation) samt prov innehallande extraherat DNA fran humansaliv
samt S. enterica. For prover med referens-DNA spdddes 2800M Control DNA i Ambion nukleasfritt
vatten (Invitrogen) till 0,02 ng/uL. Proverna innehallande extraherat DNA fran humansaliv tillverkades
genom att 50 pL saliv extraherades med ChelexDirekt (BioRad) samt QlAamp DNA Mini kit (Qiagen).
For ChelexDirekt tillsattes 1 mL ChelexDirekt-buffert samt 10 uL Proteinas K (10 mg/mL) till proverna
som darefter inkuberades i 1h, 1500 rpm, 56 °C. Sedan inkuberades proverna i varmeskap i 20 min, 100
°C varpa de fick svalna i rumstemperatur i ca. 15 min. Slutligen centrifugerades proverna vid 11000 rcf,
1 min. QlAamp DNA Mini kit utfrdes enligt protokoll . Extrakten kvantifierades sedan med gPCR
(QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific), och spaddes dérefter till en slutlig koncentration av 0,02
ng/pL. S. enterica odlades upp i 5 mL LB odlingsmedium i 37 °C i 16 h. Bakterierna alikvoterades

darefter till 1,5 mL mikrofugrér med 1 mL bakteriesuspension per roér. Roren centrifugerades i 5 min,
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5000 rcf varpa supernatanten avlagsnades och pelletten tvattades med 1 mL Ambion nukleasfritt vatten.

DNA-extraktion utfordes pa replikat av 200 pL uppslammad pellet med NucliSens miniMAG

(bioMérieux) och replikaten poolades. Samtliga metoder for koncentrering utfordes i triplikat, med en

startvolym pa 500 uL. DNA-blandning for varje replikat. Slutvolymen var 50 pL, och for de metoder

dar slutvolymen var <50 L tillsattes TE-buffert (Medicago) upp till 50 pL. Nedan listas samtliga

metoder som testades for koncentrering och for vilka prov (Tabell 13).

Tabell 13. Samtliga metoder som utvarderades med avseende pa formaga att koncentrera DNA, samt proverna

som ingick i experimenten.
Metod

Amicon® Ultra 30K — 2 mL Centrifugal
Filters (Merck)
Microcon® DNA Fast Flow (Merck)

QIAamp® DNA Mini Kit (Qragen)

Genomic DNA Clean & Concentrator® -
10 (Zymwo Research)
NucliSens® miniMAG™ (bioMérieux)

Quick-DNA/RNA™ MagBead (Zymo
Research)

ChargeSwitch™ Forensic DNA
Purification Kit (Invitrogen)

Precipitering med isopropanol med/utan
glykogen som DNA-birare

Precipitering med etanol med/utan
glykogen som DNA-birare

Precipitering med PEG8000 i 0,6 M NaCl

Frystorkning

2800M Control
DNA (500 uL;
0,02 ng/pL)
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Extraherat
humansaliv
(500 nL; 0,02
ng/uL)

X

Endast med
glykogen
Endast med
glykogen

X

X

Extraherat DNA

fran S. enterica

Endast med
glykogen
Endast med
glykogen

X

X



Samtliga prov analyserades slutligen med gPCR (QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific). For
koncentrering av prov med 2800M Control DNA gav Amicon-rér och utfallning med etanol samt
isopropanol (bada med glykogen) hogst DNA-utbyte (p<0,05) (Figur 41a). ChargeSwitch Forensic
DNA Purification Kit och utfallning med isopropanol utan glykogen gav lagst DNA-utbyte. For
koncentrering av DNA extraherat fran humansaliv med ChelexDirekt respektive QlAamp DNA Mini
kit gav utfallningsmetoderna 6verlag hogst utbyten (Figur 41b). Jamfért med Amicon-rér gav utféllning
med isopropanol hdgre DNA-utbyte (p=0,0003) och metoder med magnetkulor gav lagre DNA-
koncentrationer (p<0,005). Det &r vért att notera att DNA-extrakt som koncentrerats med QlAamp DNA
Mini kit och NucliSens miniMag har en elueringsvolym pa 200 pL och ChargeSwitch Forensic DNA
Purification Kit en elueringsvolym pa 150 pL jamfort med 50 pL for évriga metoder. Vid 50 pL
elueringsvolym hade DNA-koncentrationerna troligen varit tre-fyra ganger hogre for ChargeSwitch
Forensic Purification Kit, QIAamp DNA Mini kit och NucliSens miniMAG. For DNA extraherat fran
S. enterica gav frystorkning och utféllning med etanol och glykogen hogst DNA-utbyte (Figur 41c).
Metoder med magnetkulor gav lagst DNA-koncentrationer. Observera att resultaten for S. enterica-
DNA anges som Cq-véarden. Hogre Cg-varden motsvarar lagre DNA-koncentrationer.
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Figur 41. Medelkoncentrationer eller Cg-varden nar koncentrering utforts med olika metoder. a) Koncentrering
av 2800M DNA (ng/uL). b) Koncentrering av human-DNA (ng/uL) som extraherats med ChelexDirekt eller
QIlAamp DNA Mini kit. ¢) Koncentrering av Salmonella-DNA (Cg-véarde). Isoprop och etanol + och - star for
utféllning med och utan glykogen. Felstaplarna representerar standardavvikelsen, n=3.

5.1.2 Utvardering av DNA-barare for anvandning i utfallning av DNA

Utfallning av DNA med isopropanol eller etanol visade lovande resultat och det var tydligt att tillsats
av en DNA-bérare (glykogen) var nodvandigt effektiv utfallning. Darfor studerades effekten av olika
typer och mangder av DNA-bérare vid utfallning med isopropanol. Olika mangder glykogen, 5, 10, 15,
20 samt 25 pL av 20 mg/mL, testades for utfallning med isopropanol dar 2800M Control DNA spaddes
i Ambion nukleasfritt vatten (Invitrogen) till en slutlig koncentration av 0,001, 0,01 och 0,1 ng/pL.
Provvolymen var 500 pL (n=2 per metod och DNA-koncentration). | testet med olika DNA-bérare
tillverkades prover genom att extrahera 10 uL. humant sperma (spadd 1:300 respektive 1:1800 i Ambion
nukleasfritt vatten) enligt ett internt NFC-protokoll for differentiell lysering med Chelex. Efter

56



lyseringen anvéndes spermiedelen for att testa olika DNA-bérare i protokollet for utfallning med

isopropanol jamfort med koncentrering/rening med Amiconrér (n=3 per metod och spermiespadning).

Féljande DNA-bérare undersoktes:

1. Glykogen (Thermo Fisher Scientific)

2. Linear Acrylamid (Thermo Fisher Scientific)
3. Carrier acryl (TopBio)

4. RNA fran jast (Sigma Aldrich)

Samtliga prov analyserades slutligen med gPCR (QuantStudio 5, Thermo Fisher Scientific). Tillsats av
glykogen i egenskap av DNA-bérare var nddvandigt for att mojliggéra utfallning av DNA med
isopropanol (Figur 42). Tillsats av 5 pL glykogen gav likvardiga DNA-koncentrationer som vid tillsats
av 25 pL for samtliga testade DNA-koncentrationer. For den lagsta DNA-méangden fanns det en tendens
till att utfallningen borjade prestera sémre jamfort med for de hogre koncentrationerna.

a) 0.1 ng/uL 2800M DNA b) 0.01 ng/uL 2800M DNA c) 0.001 ng/uL 2800M DNA
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Figur 42. Medelkoncentrationer (ng/uL) nar olika mangder glykogen sattes tillsammans med isopropanol till
spadningar av DNA, jamfért med okoncentrerat prov och koncentrering med Amicon filterror. Koncentreringen

har utforts pad prover med a) 0,1 ng/uL, b) 0,01 ng/uL, och ¢) 0,001 ng/pL 2800M DNA. Felstaplarna
representerar standardavvikelsen, n=2,

Né&r andra typer av DNA-bérare sattes till DNA-extrakt blev DNA-utbytena likvérdiga for alla testade
DNA-bérare (p>0,05, Figur 43).
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Figur 43. Medelkoncentrationer (ng/pL) nar olika DNA-bérare sattes tillsammans med isopropanol jamfort med
Amiconfiltrering. Testet utfordes pa spermiedelen av prover med a) 10 pL sperma spadd 1:300, och b) 10 pL
sperma spadd 1:1800, som extraherats med differentiell lysering med Chelex. Felstaplarna representerar
standardavvikelsen, n=3.

5.1.3 Rening av extrakt innehallande hammare med sju olika metoder

For utvéardering av sju metoder med avseende pa rening tillverkades prover med 0,02 ng/uL 2800M
Control DNA i Ambion nukleasfritt vatten, varpa hammare tillsattes enligt féljande: 0,5 % SDS, 40 mM
DTT, 200 ng/uL humussyra och 0,3 mM hematin. Dessa koncentrationer bedémdes ge en lamplig niva
av PCR-hdmning i utforda fortester. Blandningarna alikvoterades till 1,5 mL mikrofugrér med 500 pL
per rér (n=3 per metod och hdmmare). Slutvolymen var 50 L, och fér de metoder dar slutvolymen var
<50 pL tillsattes TE-buffert (Medicago) upp till 50 pL. Nedan finns en lista pa samtliga metoder som

testades for rening. Protokoll for samtliga metoder finnes pa en gemensam myndighetsarea.

Amicon® Ultra 30K — 2 mL Centrifugal Filters (Merck)
Microcon® (Merck)

QlAamp® DNA Mini Kit (Qiagen)

NucliSens® miniMAG™ (bioMérieux)

Precipitering med isopropanol + glykogen

Precipitering med PEG8000 i 0,6 M NaCl

OneStep™ PCR Inhibtitor Removal Kit (Zymo Research)

No ok wbdhpE

Samitliga prov, tillsammans med ett orenat referensprov, analyserades slutligen med qPCR (QuantStudio
5, Thermo Fisher Scientific). De olika metoderna renade extrakten olika effektivt beroende pa vilken
typ av hdmnare som var nérvarande i provet. For SDS och DTT visade sig utfallning med isopropanol
med glykogen vara mest effektiv (Figur 44a-b). Amicon- och Microcon-ror renade 40 mM DTT lika
effektivt som utféllning med isopropanol, men presterade samre for prover med SDS (N/D; ej
detekterat). Utfallning med PEG 8000, QlAamp DNA Mini kit och NucliSens miniMAG fungerade val
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for SDS, men inte lika effektivt som utfallning med isopropanol. OneStep PCR Inhibitor Removal kit
fungerade inte for prov med SDS (N/D; ej detekterat). FOr prover med humussyra visade sig NucliSens
miniMAG vara mest effektiv, foljt av OneStep PCR Inhibitor Removal kit. Filtrerings- och
utfallningsmetoderna koncentrerade troligtvis humuspartiklarna (molekylar ar ofta >100 kDa)
tillsammans med DNA:t eftersom de renade proverna uppvisade starkare hdmmareffekter &n
ursprungsprovet (Figur 44c). QlAamp DNA Mini kit renade prover med hematin mest effektivt, foljd
av utfallning med PEG 8000 (Figur 43d). NucliSens miniMAG renade bort hematin betydligt sémre &n
QIlAamp DNA Mini kit samt utfélining med PEG 8000, men battre &n Amicon, Microcon samt utfallning
med isopropanol (N/D; ej detekterat).

0,5 % SDS 40 mM DTT
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Figur 44. Erhallna Cg-varden da rening av 2800M DNA-prover med PCR-hammare utforts med olika metoder.
a) Rening av prov innehallande 0,5% SDS. b) Rening av prov innehallande 40 mM DTT. c) Rening av prov
innehallande 200 ng/uL humussyra. Isoprop + star for utfallning med glykogen. Orenat innebér att provet med
0.02 ng/uL 2800M DNA och tillsatt hdAmmare analyserats utan rening. N/D; ej detekterat. (1/3) innebér att
endast ett replikat detekterades, n=3.

Samtliga metoder utvarderades ocksa med avseende pa anvandarvanlighet, baserat pa total tidsatgang,
tid for manuellt arbete, antal pipetteringar och 6verféringar samt om ndgot moment bedomdes som svart

att utfora (Tabell 14). Rening och koncentrering med flush back-filterréren upplevdes som smidigt,
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enkelt och innebar lite manuellt arbete. Spinnkolonn-metoderna (Genomic DNA Clean & Concentrator
och QlAamp DNA Mini kit) och protokollen med magnetkulor (NucliSens miniMAG, Quick-
DNA/RNA MagBead och ChargeSwitch Forensic DNA Purification Kit) upplevdes som bdkiga, med
manga steg och mycket manuellt arbete. Utfallningsmetoderna upplevdes som jamférbara med filter-
metoderna men i steget dar pelleten ska lufttorka kunde det vara svart att avgora nar den torkat
tillrackligt. Frystorkningsprotokollet var mycket enkelt men har en totaltid pa 6ver 24 timmar. Dessutom
star roren Gppna bredvid varandra under den tiden vilket kan 6ka risken for kontamination. OneStep
PCR Inhibitor Removal kit var allra enklast och snabbast men fungerade bara for rening av vissa

hammare och inte for koncentrering.

Tabell 14. Metoderna som testats fér rening respektive koncentrering. Total tid for koncentrering/rening,
manuell arbetstid, antal pipetteringar och antal éverforingar anges for ett prov. For Amicon Ultra filterror
ingar det ett extra steg vid rening, vilket 6kar tidsatgangen. Observera att total tid och manuell tid inte
nodvandigtvis multipliceras med antalet prover nar man hanterar flera prover an ett at gangen.

Metod Total tid  Manuell  Pipetteringar/ Kommentar

arbetstid Overfﬁringar

Amicon Ultra 30K — 2 mL 25 min/ 10 min/ 3/2 Smidigt, enkelt

45 min 12 min
Microcon DNA Fast Flow 20 min 5 min 1/1 Smidigt, enkelt
Genomic DNA Clean & 25 min 25 min 9/2 Minga steg, maxvolym
Concentrator begrinsande
QIAamp DNA Mini kit 25 min 25 min 9/1 Minga steg
NucliSens miniMAG 40 min 20 min 15/2 Minga pipetteringar
Quick-DNA/RNA 55 min 20 min 13/2 Minga pipetteringar
MagBead
ChargeSwitch Forensic 20 min 20 min 11/2 Smidigast av
DNA Purification Kit magnetkulemetoderna
Utfillning med isopropanol = 65 min 15 min 7/0 Enkel fram till
och DNA-birare lufttorkning av pellet,

men detta steg upplevdes

som svart
Utféllning med etanol och Over natt 15 min 7/0 Enkel fram till
glykogen lufttorkning av pellet,
upplevdes som svart
Utfillning med Over natt 10 min 7/0 Smidig, enkelt
PEG 8000
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Frystorknin >24h 5 min 0/0 Mycket smidigt men lin
¥y g y gt g

totaltid
OneStep PCR Inhibitor 6 min 3 min 1/1 Mycket smidigt och
Removal kit snabbt

Bland 12 st utvarderade protokoll for DNA-koncentrering gav utfallning med isopropanol eller etanol
Overlag hogst utbyten. Filterréret Amicon och frystorkning presterade néstan lika bra som dessa. Vissa
magnetkulebaserade metoder hade en stdrre slutvolym &n dvriga metoder och fick ddrmed lagre DNA-
koncentrationer. Utfallningsmetoderna behdvde en DNA-barare sasom glykogen for att fungera.
Eftersom utfallningsmetoderna inte kraver kommersiella kit eller instrument kan de tillampas i hdndelse

av samhallsstorningar.

For de sju metoderna som utvarderades med avseende pa rening av hammare varierade prestandan
med typen av hdmmare. For exempelvis Amicon-filterréren verkade humussyra ackumuleras vid
koncentreringen, vilket antas bero pa att filtret inte slapper igenom molekyler av humussyrans storlek.
Loslighet i vatten ar en annan faktor som paverkar mojligheten att rena bort hammare med olika
metoder. Utféllning med isopropanol eller PEG8000 gav bést resultat for SDS, medan NucliSens
miniMAG och OneStep PCR Inhibitor Removal kit fungerade bast for hematin.
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PCR ar grunden i nutida DNA/RNA-analys for detektion av patogena mikrober. Fér PCR och realtids-
PCR kravs flertalet avancerade reagens, sasom fluorescerande molekyler och véarmetaliga DNA-
polymeras av hog kvalitet. Vid analys av RNA kréavs ocksa enzym for omvand transkription, sa kallade
RT-enzym. PCR-reagenser tillverkas till storsta delen av foretag i andra lander. Detta innebér att
leveransstorningar helt kan sla ut laboratoriernas majlighet att utfora DNA/RNA-analys. Har har vi
studerathallbarheten for reagensmixar som anvéands for DNA- och RNA-analys for att underséka om
dessa kan anvandas med god prestanda aven efter att tillverkarens angivna utgangsdatum passerat.
Dessutom utvecklat protokoll for egen tillverkning och utvardering av PCR-ens mest kritiska reagens,
DNA-polymeraset.

Laboratoriernas samlade erfarenhet av olika DNA-polymeraser och RT-enzym har sammanstéllts i tva
listor som distibuerats mellan myndigheterna. Listorna omfattar 23 enskilda DNA-polymeraser och
mastermixar for PCR/gPCR samt 10 mastermixar for one-step RT-gPCR. Varje enzym &r beskrivet med
avseende pa deras ursprung, egenskaper och anvandningsomrade. Syftet med listan ar att sprida kunskap
och erfarenhet om hur analysen av specifika prover kan optimeras genom att valja ratt DNA-polymeras

eller mastermix.

| syfte att utreda stabiliteten av mastermixar med polymeras under olika temperaturbetingelser
(rumstemperatur, kyl och frys) utfordes tva langtidsstudier parallellt pa tva olika laboratorier med tva
olika mastermixar: en mastermix for RNA-virus (TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix, Thermo Fisher
Scientific) och en mastermix for DNA-virus (PerfeCTa MultiPlex gPCR ToughMix, Quantabio).

Under maj 2023 forberedes tva mastermixar for RNA-virus med olika utgangsdatum, en med
utgangsdatum 2022-05-31 och en med utgangsdatum 2024-06-31. Det vill sdga, den ena mastermixen
hade gatt ut cirka ett ar tidigare innan forsokets borjan och den andra mastermixen hade ett utgangsdatum

som strackte sig ett ar fram i tiden. De bada mastermixarna alikvoterades och placerades i

62



rumstemperatur (RT), kyl (4°C) och frys (-20°C) den 2023-05-16. Under perioden 2023-05-26 till och
med 2024-09-17 genomférdes nio tester dar alikvoterna i olika temperaturbetingelser utvarderades i
duplikat mot en SARS-CoV-2 PCR med positiv kontroll i olika spadningar (1:1, 1:10 och 1:100).

Parallellt pa ett annat labb placerades under samma tidsperiod tre identiska batcher av mastermix
for DNA-virus med utgangsdatum 2023-11-30 under samma temperaturbetingelser som ovan. DNA
extraherat fran ett kliniskt prov som naturligt var saminfekterat med tva virus anvandes som kontroll i
duplex TagMan realtids-PCR. DNA spéaddes 1:10 och 1:1000, alikvoterades och forvarades vid -80°C
fram till vidare anvandning. Spadningen 1:1000 var sarskilt forberedd for att skapa utmanande PCR-
forhallanden och utvardera mastermixens prestanda under dessa forhallanden. Primer och prober
alikvoterades ocksa och forvarades vid -20°C fram till anvandning. Mastermix placerades vid respektive
temperatur den 2023-05-05. Fran 2023-05-19 (efter 2 veckors forvaring) till 2024-09-09 (16 manaders
forvaring) genomférdes tio PCR-tester med den spadda DNA-mallen och vatten som NTC, alla i

triplikat. Totalt utfordes nio reaktioner for varje temperaturforhallande.
6.2.2 Resultat

Forsoken visar att mastermixarna ar stabila oavsett lagringstemperatur och utgangsdatum, dér positiv
kontroll utan spadning ger liknande Ct-varden for de olika temperaturbetingelserna. Mojligen kan en
mindre 6kning i Ct-vérde noteras for RNA-virus-mastermixen i RT. Dock ska det noteras att denna
mastermix hade gatt ut ett ar pa datum innan forsoket paborjades samt att den skillnaden &r generellt ar
mindre &n ett Ct-varde. Endast vid spadning 1:100 av den positiva kontrollen noteras det i lite hogre
omfattning for rumstemperatur-mastermixarna att en av de tva brunnarna oftare var negativa jamfort
med de andra temperaturerna och mastermixar (Figur 45). Overlag indikerar resultaten att den testade

RNA-virusmastermixen ar robust vid olika temperaturer och stabilt relativt utgangsdatum.

1-TILL-1 SPADNING AV PROV 1-TILL-100 SPADNING AV PROV

=—4—Rumstemp 1-till-1 medel —8=Kyl 1-till-1 medel —4—Rumstemp 1-ill-100 medel —8—Kyl 1-ill-100 medel

—a—Frys 1-till-1 medel —%—Frys Ny 1-till-1 medel = Frys 1-till-100 medel —==Frys Ny 1-till-100 medel
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Figur 45. Prestanda for polymeras dver ca. 16 manaders forvaringsperiod (datum pa X-axeln) under olika
temperaturforhallanden och spadningar (1:1 och 1:100).
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Resultaten visade att DNA-polymeraset forblev stabilt oavsett férvaringstemperatur, dven nio manader
efter utgangsdatum (Figur 46). Ct-vardena var konsekventa for alla temperaturforhallanden for bada
virusen (Figur 46A, B), med undantag for PCV3 vid en spadning pa 1:1000 (Figur 45B). Dessa
variationer i Ct-varden kunde dock tillskrivas PCV3 PCR-reaktionens prestanda under utmanande
forhallanden. Detektering av PCV3 vid 1:1000 spadning misslyckades i en eller tva replikat i samtliga
tio tester, oavsett polymerasets forvaringstemperatur. PCV2 PCR-reaktionen visade 100% detektion i
alla triplikat, oberoende av polymerasets forvaringstemperatur. Smarre fluktuationer i Ct-varden
observerades under den 16 manader langa testperioden, men dessa avvikelser berodde enbart pa den
manskliga faktorn. Intressant nog erholls de bésta resultaten i det sista PCR-testet efter 16 manader,
vilket indikerar att polymeraset kan forbli stabilt under langtidsforvaring, dven vid rumstemperatur och
langt efter utgangsdatumet.

PCV2 RT/+4 °C/-20 °C PCV3: RT/+4 °C/-20 °C
—&8— PCV2 1:10; RT PCV2 1:1000; RT PCV2 1:10; +4( —8—PCV3 1:10; RT PCV3 1:1000; RT PCV3 1:10 +4C
PCV2 1:1000; +4C —@—PCV2 1:10;-20C —&—PCV2 1:1000; -20C PCV3 1:1000; +4C —@—PCV3 1:10;-20C —@—PCV3 1:1000; -20C
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Figur 46. Polymeras prestanda 6ver 16 manaders forvaringsperiod under olika temperaturférhallanden.
Polymeras utgangsdatum motsvarar den 8:e manaden av X-axeln.

Tillgang till DNA-polymeras av god kvalitet ar avgérande for laboratorieférmagan géallande DNA- och
RNA-analys. Langvariga leveransstorningar som paverkar tillgangen till dessa kan darmed hindra
laboratoriernas arbete. Att ta fram metoder for att kunna tillverka eget DNA-polymeras skulle darfor
minska leverantorsheroendet och oka beredskapen. Tillverkningsmetoderna behéver vara sa enkla som
mojligt och inte krava avancerade instrument eller reagens. DNA-polymeraset fran Thermus aquaticus
(Taq) &r det mest anvanda PCR-enzymet varlden 6ver. Det har god effektivitet och gar att tillampa
tillsammans med hydrolys-prober i qPCR tack vare sin 5°-3” exonukleasaktivitet. For sekvensering och

andra analyser kan det dock krévas polymeraser med lagre risk for fel jamfort med Tag. Ett vanligt
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sddant sd kallat “proof reading”-enzym ar polymeraset fran Pyrococcus furiosus (Pfu), som har
formagan att ta bort felaktiga kvivebaser med sin 3°-5’ exonukleasaktivitet. Utover vildtyper av DNA-
polymeras finns det ingenjorsmassigt framtagna varianter med specifika egenskaper. Ett sétt att dka
effektiviteten ar att sétta fast en dsDNA-bindande doméan pa polymeraset, dar den mest anvanda kallas
Sso7d och kommer fran Sulfolobus solfataricus. Polymeraset fran Nanoarchaeum equitans (Neq) har
exempelvis tidigare modifierats for att 6ka dess processivitet och minska risken for fel genom inférandet
av tva bas-mutationer (kallat Neq2X) och Sso7d-domanen (kallat Neq2X7). Neg-polymeras har, liksom

Pfu, 3°-5” exonukleasaktivitet.

Malet med detta arbetspaket var att ta fram metodik for att tillverka och utvardera féljande sex
DNA-polymeraser i det egna laboratoriet utan behov av avancerad instrumentering: Tag med och utan
DNA-bindande domén, Pfu med och utan DNA-bindande doman, samt Neq2X med och utan DNA-
bindande domén. Olika stammar av E. coli anvandes for syntesen. Saval cell-extrakt som framrenade
enzymer utvarderades med hjalp av PCR och gPCR. Plasmider innehallande gener for Tag, Pfu, Neq2X
samt Neg2X7 bestalldes fran Addgene. Neq2X7 innehaller genen for Sso7d. For Taqg och Pfu klonades
Sso7d-genen in en ny plasmid for att skapa varianter av dessa bada polymeraser med den dsDNA-
bindande domanen (Figur 47). De tva E. coli-stammarna BL21 (DE) och Rosetta (DE) pLysS anvéndes
i detta arbete. | bada stammarna &r nagra proteas borttagna for att framja tillverkningen av protein.
Beteckningen DE innebar att stammarna innehaller en profag (lambda DE3) som bér pa en gen for T7
RNA-polymeras, vilken mojliggér kontroll av proteinsyntesen via inducering med IPTG (isopropyl -
D-1-thiogalacopyranoside). pLysS &r en plasmid som innehéller genen for T7-lysosym. Uttryck av
lysosymet minskar eventuellt proteinuttryck under kontroll av T7-promotorn innan induktionen startats
med IPTG. Samma tva stammar utvarderades ocksa for tillverkning av DNA-polymeras. Rosetta
fungerade avsevart battre med avseende pa bade mangd och enzymaktivitet, och anvéandes fortsatt i
utvecklingen av protokoll for polymerassyntes. Uttryck av Pfu har tidigare visat sig vara nagot toxiskt
for E. coli, vilket kan vara en bidragande faktor till att Rosetta presterade battre &n BL21.. Hela det
framtagna protokollet syns i Figur 48.

Tillverkningsprocessen inklusive rening och utvérdering av polymeras kan genomféras pa fem
arbetsdagar. Forsta dagen utfors transformering av plasmiderna in i E. coli (steg 1 i Figur 48). Dag tva
verifieras kolonierna pa selektiva plattor med koloni-PCR och positiva kloner anvands for att starta
forkulturer (steg 2-3). Dag tre odlas, induceras och skérdas cellerna (steg 4). Dag fyra utfors cell-lysering
foljt av varmedenaturering for att bryta ner o6nskade proteiner i lysatet (steg 5-6). Sedan centrifugeras
lysatet for att avldgnsa denaturerade proteiner och cell-debris (steg 7). Den l6sliga fraktionen av cell-
lysatet kan anvandas direkt i PCR (steg 8). Nésta steg ar “gravity flow”-rening med IMAC-kolonn
(immobilized metal ion affinity chromatography) (steg 9). ”Gravity flow” innebér att upprening utfors

pa labb-banken med hjalp av gravitation och utan behov av specifika instrument. IMAC-reningen tar
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bort kvarvarande proteiner och majoriteten av E. coli-DNAt. Polymeraset analyseras med SDS-PAGE
for att bestamma renheten i fraktionerna och fa en uppskattning av mangden enzym (steg 10). Femte
dagen utfors buffertbyte och eventuell koncentrering av polymeras samt utvardering av
polymerasaktivitet med hjélp av PCR eller qPCR (steg 11-13). Steg 12, borttagning av E. coli-DNA for
att minimera mangden bakgrunds-DNA, har &nnu inte inkluderats i protokollet. For att snabba upp
tillverkningsprocessen kan man pa forhand frysa in E. coli-celler som har plasmider for polymerasen i
25% glycerol (-80°C). Med dessa som utangspunkt kan framrenat och funktionellt DNA polymeras
framstallas pa tva och en halv dag via stegen 4-11 (Figur 48).

Ett nyckelsteg i protokollet &r cellyseringen, dér reagenset Y-PER och sonikering utvarderades.
Sonikering visade sig krévas for att bli av med utfallning av stora méngder E. coli-DNA, som annars
storde néstfoljande steg. DNA-polymeraserna som anvénds i PCR dr stabila i h6ga temperaturer. Darfor
kunde varmedenaturering anvéndas som ett reningssteg. Detta gav kraftigt minskade méngder av
oonskade proteiner. Olika metoder for framrening av polymeras utvdrderades. Orenat cell-lysat
anvandes ocksa for PCR-analys for att utvardera om det skulle vara mojligt att i en krissituation kunna
framstélla funktionellt DNA-polymeras utan rening, vilket skulle spara tid. Efter att ha optimerat
protokollet for tillverkning av DNA-polymeraser (Figur 47) var det mgjligt att producera stora méngder
aktivt Tag- och Pfu-polymeras med och utan Sso7d-doménen. Tillrackligt mycket Tag-polymeras for
att racka till ca 90 000 PCR-reaktioner kunde exempelvis tillverkas fran 100 mL E. coli-kultur. Neg-
varianterna var mer utmanande och endast begrédnsade mangder av dessa har hittills kunnat tillverkas.

Aven Neg-enzymen har dock uppvisat tillracklig polymerasaktivitet for att kunna fungera i PCR.

Ori
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—_— T7 Promoter
IPTG-inducering
Sso7d
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E. coli
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Figur 47. Kloning av nya varianter av Tag- och Pfu-polymeras, med Sso7d dsDNA-bindande doman.
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Figur 48. Protokoll for tillverkning av DNA-polymeras. Hela protokollet kan utforas pa fem arbetsdagar. Frén
100 mL cell-kultur gar det tillverka Tag-polymeras som récker till 90 000 PCR-reaktioner. Om celler
innehéllande plasmiderna finns nedfrysta gar det att syntetisera och rena polymeras pé tva och en halv dag.

Cell-lysat fran tillverkning av Tag-polymeras uppvisade god prestanda for saval konventionell PCR som
gPCR. Det kravdes dock relativt stora mangder cell-lysat for att uppna tillracklig aktivitet. Nar
exempelvis tva eller tre pL cell-lysat nyttjades i gqPCR erhdlls resultat jamforbara med det kommersiella
polymeraset ExTaq HS (Figur 49). Vart att notera ar att cell-lysat innehaller stora mangder DNA fran
varden E. coli, och darmed inte &r applicerbart for analys av denna eller nérbesléktade bakterier.
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Figur 49. Jamforelse mellan cellextrakt med funktionellt Tag-polymeras och ExTaq HS for gPCR-analys med
hydrolysprob. Cg-varden visas pa x-axeln och relativ fluorescens pa y-axeln.

Framrenat Tag-polymeras undersoktes vidare med avseende pa analys av laga mangder DNA och
kompatibiltet med hydrolysprober. En human-specifik gPCR-metod anvéndes och 0,1 till 50 ng DNA
analyserades med saval tillverkat Tag-polymeras som ExTaq HS. Tag-polymeraset gav 6verlag god
amplifieringseffektivet i paritet med ExTaq HS (AE=0,99 vs AE=1,00, Figur 50). For de lagsta DNA-
mangderna (0,1 och 0,25 ng) misslyckades analyserna for tillverkat Taq for ett replikat vardera. Detta
motsvarar ca 30 till 75 DNA-kopior, vilket innebér att detektionsgransen anda ar relativ god for Taq.

. B. ExTag HS
A. Tillverkat Tag-polymeras q
32 i 32 |
a |\ ® ° i 31 ‘
] 1
1 1 30
30 |1 §. i ' '
i 1
29 |, . ' 29 ! !
I _ @ -
g8 | " AE =099 | g8 AE=1.0 |
52 | 8 : Ear ! !
§as | L ! 8 ) !
s | o : 2s |1 !
2 | y=-3,33x + 26,65 ': 2 | v—'lzZSx-ZT.EO :
‘ R?=0,98 -3 R?=0,99
3 | 1 ° 23 |} i
22 U L 22 L L
-1,1 0,6 0.1 04 0.9 14 19 -1,1 -0,6 -0,1 0,4 0,9 1,4 1,9
Log DNA-koncentration Log DNA-koncentration

Figur 50. Jamforelse mellan A) tillverkat och framrenat Tag-polymeras och B) kommersiellt ExTaq HS-
polymeras vid gPCR-analys. Human-DNA i féljande mangder analyserades: 50, 10, 2, 1, 0.5, 0.25 och 0.1 ng.
n=3.

Pfu-polymeras har ofta nagot lagre amplifieringseffektivitet jamfort med Tag-polymeras och kan kréava
mer optimering for att fungera i olika PCR-assayer. Framrenat Pfu-polymeras uppvisade god prestanda
med resultat jamforbara med kommersiellt Pfu-polymeras. Saval den normala Pfu-varianten som Pfu

med Sso7d-doménen fungerade vél i qPCR med EvaGreen-farg (Figur 51).
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Figur 51. Jamforelse mellan Pfu-polymeras med och utan den DNA-bindande domanen Sso7d fér gPCR-analys
med EvaGreen-farg. Cg-varden visas pa x-axeln och relativ fluorescens pa y-axeln. Gul kurva: Pfu med 1 ng
DNA; Rosa: Pfu med 0,5 ng DNA; Lila: Pfu-Sso7d med 1 ng DNA; Bla: Pfu-Sso7d med 0,5 ng DNA.

Neg-varianterna var svarast att tillverka och endast mindre méangder kunde framstéllas. Aktivt Neg-
polymeras kunde pavisas, men amplifieringseffektivitetn var relativt 1ag utan den forvantade
exponentiella tillvaxten (Figur 52). En polymeraspreparation som fungerade val i en PCR-assay kunde
dessutom ge negativa resultat i en annan. Ytterligare arbete med att optimera tillverkningen av Neg-

polymeras krévs for att komma tillratta med dessa problem.
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Figur 52. qPCR-analys (EvaGreen) med Neg2X-polymeras.

Aven de framrenade polymerasen inneholl detekterbart E. coli-DNA. Fortsatt arbete med optimering av
tillverkningen av Tag- och Pfu-polymerasen bor darfor inriktas pa att i storsta mojliga man ta bort detta.
Detta &r en utmaning eftersom nukleaser, som effektivt tar bort DNA, kan skapa stora problem i PCR
om de inte tas bort i sin tur. Aven kommersiella polymeraser har visat sig innehélla sma méngder E.

coli-DNA, sa helt DNA-fria enzymerpreparationer kanske inte gar att uppna.
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Resultaten i studien visar att PCR-reagenser kan lagerhallas betydligt langre an vad tillverkarna
rekommenderar. Aven om reagenserna inte lagerhalls vid rekommenderade temperaturer (frys)
overskrider hallbarheten avsevart vad som anges av tillverkarna. Exempelvis forblev ett av de testade
DNA-polymerasen stabilt oavsett forvaringstemperatur (frys, kyl eller rumstemperatur), dven nio
manader efter utgangsdatum. Kvalitén pa resultaten var densamma som nar nya DNA-polymeraser och
mastermixar anvandes. Vid levereransstorningar anses det darfor vara mojligt att, efter enklare tester,
anvanda utgangna och gamla PCR-reagens for rutinanalys, vilket 6kar mojligheten att uppratthalla
laboratorieférmagan.

Det ar fullt realistiskt att snabbt kunna producera DNA-polymeraser nédvandiga for molekylar
diagnostik i ettavsparrningslage, med hjélp av i projektet framtagen metodik. Detta kan ske till en
forhallandevis lag kostnad och utan behov av avancerade instrument, men kraver forberedande arbete
och utpekat ansvar att bygga beredskap for att snabbt kunna stalla om till produktion och utvérdering av
polymerasernas prestanda. DNA-polymeraser av flera varianter och med olika kan tillverkas med den

utvecklade metodiken.
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Kunskap om vilka agens som orsakat en smitta &r avgorande for att snabbt kunna vidta ratt atgarder for
att stoppa ytterligare spridning. Vid sjukdomsutbrott och vid kontroller for att sakerstélla att exempelvis
mat och vatten inte orsakar smitta ar det darfor viktigt att snabbt kunna detektera och artbestimma
eventuella patogena agens. Implementering av nya och alternativa analysmetoder breddar
laboratoriernas mojlighet att analysera relevanta agens, vilket bland annat ger fler valmdjligheter och
redundans i handelse av kris och storningar. Detta kan innefatta saval metoder som bygger pa etablerad
teknik som nya innovationer, och darmed kan ge ytterligare forbattrade mojligheter att detektera
specifika agens. | projektet validerades en kommersiell realtids-PCR-metod, 1Q-Check Vibrio PCR
Detection Kit, for analys av bakterier av sléktet Vibrio. Dessutom utvecklades och utvérderades en
hyperplex-PCR (hpPCR)-panel for parallell detektion av 16 olika agens och toxingener.

Vibrio spp., huvudsakligen V. cholerae, V. parahaemolyticus och V. vulnificus, kan orsaka allvarliga
matférgiftningar via konsumtion av kontaminerade livsmedel i form av skaldjur eller vatten. For
narvarande &r risken lag i Sverige for nagra storre utbrott av vibriosis men aterkommande varma somrar
innebar en hogre risk for utbrott da Vibrio spp. gynnas av ett varmare klimat. For att starka beredskapen
for diagnostik av dessa bakterier gjordes en validering av ett kommersiellt multiplex-test, 1Q-Check
Vibrio PCR Detection Kit, som baseras pa genamplifiering och detektion genom realtids-PCR. Detta
test mojliggor kvalitativ detektering av V. cholerae, V. parahaemolyticus och V. vulnificus i prover som
tidigare anrikats med odling. 1Q-Check Vibrio Kit anvénder ett optimerat system av primers och prober
for att sakerstélla hog specificitet. Analysen &r utformad som en multiplexreaktion som inkluderar en
intern hamningskontroll som amplifieras parallellt med mal-DNA for ett tillforlitligt resultat (negativ
resultatvalidering). Verifieringen utformades utifran 1ISO 16140-3:2021, Microbiology of the food chain
— Method validation — Part 3: Protocol for the verification of reference methods and validated
alternative methods in a single laboratory, och godkéndes for anvandning vid ett
myndighetslaboratorium. Resultaten visade att metoden ar dndamalsenlig for detektion av Vibrio i

livsmedel.
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Realtids-PCR é&r en effektiv metod for att detektera och kvantifiera mikrober, men kraver att man pa
forhand missténker ett specifikt agens som analys kan inriktas mot. Sekvensering av exempelvis 16S
rRNA-genen hos bakterier ger majlighet att identifiera arter utan att i forvag behdva rikta in sig pa en
specifik organism. Metoden ar dock tidskrdvande och begransad till just bakterier och missar darfor
eukaryota patogener och virus. Hyperplex PCR (hpPCR) ar en svensk uppfinning som tillhandahalls av
foretaget Aplex Bio. Tekniken mdjliggor parallell detektion av upp till 100 olika DNA- eller RNA-
fragment genom nyttjandet av patenterade fluorescerande nanopixlar (foér detaljerad beskrivning av
hpPCR, se www.aplex.bio). Sekvens-specifika padlock-prober gor att endast korrekta PCR-produkter
ska detekteras. Via rolling circle amplification kan enskilda PCR-produkter synliggoras, vilket ger
potential att na mycket goda detektionsgranser. HoPCR anvands har for att utveckla och utvérdera en
proof-of-concept-panel for analys med en bred fragestallning av prover som antas innehalla smittsamma
agens. | panelen ingar hogpatogena bakterier, samt bakterier, eukaryota parasiter och virus som orsakar
mag- och tarmsjukdomar. For att bredda analysen undersoks mojligheten att inkludera saval primrar for
genus som for specifika arter av detta genus. Totalt ingar 16 olika agens och toxingener i assayen, vilka
detekteras med 16 olika nanopixel-prober. Efter att ha visat proof-of-concept &r det mojligt att utoka
panelen med fler agens, varpa denna panel kan anvandas som ett forsta steg vid analys av prover som
tros innehalla smittbarande bakerier, parasiter eller virus. Sedan kan ytterligare konfirmerande analyser
sasom gPCR eller 16S-sekvensering utforas.

Samtliga FBD-myndigheter deltog i urvalet av agens att inkludera i hpPCR-assayen. Tillsammans
beslutades att fokusera pa hogpatogena bakterier samt patogener som orsakar sjukdomar i mag- och

tarmsystemet.

Féljande agens inkluderades:

Bacillus spp.

Bacillus anthrasis
Yersinia sp.

Yersinia pestis
Francisella tularensis
Coxiella burnetti
Brucella abortus
Salmonella spp.
Vibrio cholerae
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10. Shigatoxinproducerande Escherichia coli (STEC) stx 1

11. STEC stx 2

12. Cryptosporidium parvum

13. Norovirus G1
14. Norovirus G2

15. Hepatit A

For Bacillus och Yersinia inkluderades primrar och prober for bade genus-nivan och de hogpatogena

arterna Bacillus anthracis och Yersinia pestis. Det &r senare mojligt att addera genus- respektive

artspecifika assayer aven for andra agens for att ytterligare dka formagan att fanga upp intressanta

patogener i prover. Primersekvenser samt de agensspecifika delarna av padlock-proberna finns i Tabell

15 och 16.

Tabell 15. Primersekvenser och primerkoncentrationer for respektive agens i hpPCR-panelen.

Primer name

Bacillus spp_F2
Bacillus spp_R2

B. anthracis _F1

B. anthracis _R1
Yersinia sp_F1
Yersinia sp_R1

Y. pestis _F2

Y. pestis _R2

F. tularensis sp_I2
F. tularensis sp_R2
C. burnetti _F1

C. burnetti _R1
Brucella spp. _F1
Brucella spp. _R1
B. abortus_F1

B. abortus_R1
Salmonella spp. _F1
Salmonella spp. _R1
V. cholerae_F1

V. cholerae_R1

Primer sequence (5'-3")

CAAACCTCTTCTTATCAGTGGTTTC
CCCGTAAAGTCTTCAATCGGAGA
TTCCCAATAAATGTCTGTATC
CATGGTACTACTCAAACAAG
TTGACACAACCTTAGGCAATATGG
ACTGGTCAATGGTGCGCTATAA
CTGTAGGATCGGTAATTTCGAGCA
GCTCACGATTGAAGAAATTGTTGATC
CTTGGGCAACTGTAACAGTTAAGC
GCGATTACTTCTTTGTCATAAACTAC
CACGAGACGGGTTAAG
CACACGCTTCCATCAC
TGGTCTATCTGTAAATTTTTATTAAG
CTGTGGTTTTCCTCAATC
GGTGTATATCAACCAGCAG
CCGTTCCAGTAATTAAGAG
TCGTCATTCCATTACCTACC
AAACGTTGAAAAACTGAGGA
TTAAGCSTTTTCRCTGAGAATG
AGTCACTTAACCATACAACCCG
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Final
concentration
150 nM
200 nM
150 nM
200 nM
7.5 nM
10 nM
75 nM
100 nM
150 nM
200 nM
30 nM
40 nM
150 nM
200 nM
75 nM
100 nM
15 nM
20 nM
45 nM
60 nM



STEC stx_F1

STEC stx_R1
Cryptosporidium spp_F1
Cryptosporidium spp_R1
Norovirus G1 _F1
Norovirus G1 _R1
Norovirus G2 _F1
Norovirus G2 _R1
Hepatit A _F1

Hepatit A _R1

TTTGTYACTGTSACAGCWGAAGCYTTACG 15 nM
CCCCAGTTCARWGTRAGRTCMACRTC 20 nM
GAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGG | 15aM
CTGCTTTAAGCACTCTAATTTTCTCAAAG 20 nM

CGCTGGATGCGNTTCCAT 30 nM
CCTTAGACGCCATCATCATTTAC 40 nM
ATGTTCAGRTGGATGAGRTTCTCWGA 15 nM
TCGACGCCATCTTCATTCACA 20 nM
TCACCGCCGTTTGCCTAG 30 nM
GGAGAGCCCTGGAAGAAAG 40 nM

Tabell 16. Sekvenser for omraden dar padlock-proberna binder till respektive malsekvens.

Padlock probe name
PLP_Bacillus spp
PLP_B. anthracis
PLP_Yersinia sp
PLP_Y. pestis
PLP_F. tularensis sp
PLP_C. burnetti
PLP_Brucella spp.
PLP_B. Arbortus
PLP_Salmonella spp.
PLP_V. Cholerae
PLP_STEC stx 1
PLP_STEC stx 2
PLP_Cryptosporidium spp
PLP_Norovirus G1
PLP_Notrovitus G2
PLP_Hepatit A

Den utvecklade hpPCR-panelen innehaller saledes 15 primerpar (bada STEC-varianterna plockas upp
av ett och samma primerpar) och 16 padlock-prober. Primerkoncentrationer justerades empiriskt for att
sékerstéalla hoga antal detekterade RCA-produkter eller “counts” (>1000) for positiva prover. Till den

initiala RT-PCR:en sattes 1 pL extrakt till en total reaktionsvolym av 10 pL. Fér att maximera

Padlock probe target sequence (5’-3’)
TGGTTTCTTGATGAGGGTTTGCGAGAAATGTTCCAG
AAGATTCAGAGACTCGTACATACATAGAAGGACGAT
ATAAGTGCCGTCATTGTGATCCGTGATAACGCCCAT
GATCACTGCCACGCACTGGTATTGGCAATGCTCGAA
CAGTTAAGCAAGGTAATAACTTCTGTAGCGGTAAGT
TTAAGACTGGCTACGGTGGATACATACTGAGCACGC
TTAAATGTAGGTTCACATGATGGATGGCACAAATTA
GAGTGGCGCCAGTAGTATTGACGACATAGATATCGT
TATTCAGTGCGATCAGGAAATCAACCAGATAGGTAG
AACCATTTTTAAACATTCTCAGYGAAAAS
TCATTACATAAGAACGCCCACTGAGATCATCCAGTG
ACACAGGAGCAGTTTCAGACAGTGCCTGACGAAATT
ATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGGA
CGGGCAGGAGATYGCGRTCTCCTGTCCACAATCCGA
CCAGATTGCGATCGCCCTCCCACGTGCTCAGATCTG
TTAAGAACCCTGAACCTGCAGGAATTAATATTTACA
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detektionen utfoérdes 40 PCR-cykler. Samtliga tolv agens analyserades var for sig med 16-plex-panelen
(STEC-stammen inneholl bada toxin-varianterna stx 1 och stx 2). Samtliga prover gav forvantade
resultat, det vill séga tydlig detektion av korrekta agens och inga korsreaktioner for andra assayer (Figur
53). For DNA fran Bacillus anthracis, Yersinia pestis och Brucella abortus erh6lls positiva resultat for
saval de genus-inriktade assayerna som de art-specifika. Det ligsta antalet ”counts” iakttogs for Hepatit

A, men detta resultat var ocksa tydligt positivt (>1000 counts).

Bacillus anthracis Yersinia pestis Francisella tularensis
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Figur 53. Resultat for analys av 12 patogena agens med 16-plex hpPCR-panelen. Medelantalet detekterade RCA-
produkter (counts) presenteras for respektive prov och assay. n=2.

7.2.2 Utvardering av hyperplex-PCR-panel fér patogen-detektion

Utvarderingen av hpPCR-panelen fokuserades pa exklusivitet/inklusivitet, detektionsgrans och
hdmmareffekter. | samtliga forsok sattes 5 uL prov till den initiala RT-PCR-reaktionen (totalvolym 10
pL). I denna studie presenteras samtliga utfall med detekterade counts som positiva, men ett troskelvarde
kommer att behévas om metoden implementeras i rutinanalys. hpPCR-analyserna utfordes av foretaget

Aplex Bio utgaende fran prover beredda av natverket.

ExKklusivitet och inklusivitet undersoktes dven under utvecklingen av 16-plex-panelen i och med
att samtliga tolv testade agens dar gav forvantade resultat utan korsreaktioner. Ytterligare tester
genomfdrdes dar hdga mangder Bacillus cereus, E. coli, Yersinia enterolitica respektive Mengovirus
analyserades. Bacillus cereus och Yersinia enterolitica forvantades ge positiva resultat for respektive
genusassay, medan E. coli och Mengovirus vantades ge negativa utfall. Dessutom analyserades en hog
mangd DNA fran ytterligare en stam av Francisella tularensis (tularensis, Typ A), som forvantades ge
positivt resultat for Francisella-assayen. Francisella tularensis (holarctica, Typ B) inkluderades i
ovriga experiment med denna art. Detektionsgrans undersoktes i tva experiment. | det forsta
kombinerades tolv agens i en spadningsserie dar den hdgsta koncentrationen skulle motsvara ca 10 000
DNA-kopior och 1000 RNA-kopior i hpPCR-analysen och den l&gsta omkring 1 kopia/0,1 Kkopia.
Antalet kopior berdknades fran tidigare uppskattningar av koncentrationer med Qubit och far darfor

anses vara ungefarliga. Antalen valdes baserat pa initiala qPCR-forsok. Dessutom undersoktes
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detektionen av laga mangder STEC (ca 10 kopior), Bacillus anthracis (ca 100 kopior), samt Norovirus
G2 (ca 10 kopior) i nérvaro av hoga méangder (ca 100 000 kopior) Salmonella och Vibrio cholerae, samt
analyser innehdllande endast de ldga mangderna STEC, Bacillus anthracis samt Norovirus G2.
Hammareffekter studerades med humussyra som modellhammare. Tva nivaer av hammare testades
tillsammans med DNA och RNA frdn STEC, Bacillus anthracis, samt Norovirus G2. Resultaten
jamférdes mot kontroller med vatten i stallet for hdammare.

Vissa hpPCR-analyser uppvisade positiv detektion for agens som inte fanns med i de berdrda
proverna. Orsaken till detta &r i skrivande stund inte klarlagd. Innan metoden kan implementeras behdver
denna problematik hanteras. | testet av exklusivitet och inklusivitet gav samtliga agens forutom Yersinia
enterolitica, som var negativ for Yersinia-genus-assayen for hpPCR-panelen, forvéantade resultat.
Kontrollférsok visade att &ven motsvarande gPCR-assay gav negativt resultat for Yersinia enterolitica.
Dérmed beddms problemet inte vara kopplat till hpPCR-tekniken. Bacillus cereus gav positivt utfall for
Bacillus-genus-assayen i hpPCR, medan E. coli och Mengovirus gav negativa resultat. Francisella
tularensis (Typ A) detekterades i Francisella-assayen. | undersokningen av detektionsgrans gav
samtliga forvantade assayer (14 st) positiva utfall for den hdgsta agens-koncentrationen. Alla dessa
assayer forutom Brucella abortus och Bacillus anthracis uppvisade 6ver 1000 counts, vilket tyder pa
god analytisk kvalitet. Aven Norovirus G1 detekterades, trots att det inte fanns med i provet. Med
fallande DNA/RNA-mangder detekterades farre och farre agens (Figur 54). Stora skillnader i
detektionsgrans uppvisades mellan olika agens, vilket delvis beror pa osakerhet i den initiala Qubit-
kvantifieringen Aven skillnader i prestanda mellan assayerna bedéms paverka detektionsgransen. For
Vibrio cholerae detekterade hpPCR-panelen samtliga DNA-méngder med hdga antal counts. De bada
STEC-assayerna gav 6verlag fa counts och misslyckades att detektera flertalet DNA-mangder trots att
toxingenerna forekommer i flera kopior och att det totala antalet malmolekykler darmed bor vara fler &n

for dvriga agens.
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Figur 54. Understkning av detektionsgrans for hpPCR-panelen. Analyserna innehdll samtliga agens férutom
Cryptosporidium i minskande nivaer. PS1-1 innehdll inte Norovirus G1. PS1-1: ca 10000 kopior av bakterierna,
ca 1000 kopior av virus; PS1-2: ca 1000 kopior av bakterierna, ca 100 kopior av virus; PS1-3: ca 300 kopior av
bakterierna, ca 30 kopior av virus; PS1-4: ca 100 kopior av bakterierna, ca 10 kopior av virus.

Né&r STEC (ca 10 kopior), Bacillus anthracis (ca 100 kopior), samt Norovirus G2 (ca 10 kopior)
analyserades var for sig eller i narvaro av héga mangder (ca 100 000 kopior) Salmonella och Vibrio
cholerae, gav hpPCR endast positiva resultat for Norovirus G2. qPCR detekterade Norovirus G2 och
STEC (stx 1 och 2) i samtliga prover, samt Bacillus genus och Bacillus anthracis i prover som endast
inneholl ca 100 kopior Bacillus anthracis. Bacillus genus-assayen i hpPCR-panelen var i princip
opéverkad av den hogsta mangden humussyra, 1500 ng. Aven Bacillus anthracis-assayen gav detektion
i narvaro av 1500 ng humussyra, men med laga antal counts. STEC-assayerna fungerade inte for 500 ng
humussyra, vilket gar i linje med deras laga prestanda éverlag. Norovirus G2 kunde ocksa detekteras av
hpPCR for 1500 ng humussyra.
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Den kommersiell realtids-PCR-metod 1Q-Check Vibrio PCR Detection Kit ar andamalsenlig for
detektion av bakterier av slaktet Vibrio i livsmedel.

hpPCR-panelen uppvisade lovande resultat med forbattringsmojligheter sasom att lagga till
ytterligare agens. Mdjligheten att parallellt kunna detektera RNA och DNA ses som en styrka for
metoden. Fortsatt optimering av hpPCRens initiala RT-PCR-steg behdvs for att na optimal detektion
och repeterbara resultat. Detta arbete pagar i skrivande stund hos foretaget som star bakom hpPCR-
tekniken, Aplex Bio. Dessutom behdvs studier for att bestdmma vilka antal counts som behdvs for att
ett resultat ska anses vara tillforlitligt. Resultaten visar ocksa att hpPCR-panelen har god eller mycket
god talighet for modellhdmmaren humussyra. Potential att kunna detektera manga agens i samma assay
ar mycket tillltalande och anvéandbart, speciellt for screening av prover, dar fragestallningen &r oklar
eller kunskapen om provets innehall ar liten. Anvandning av sadan metodik har potential att snabbare
komma fram till provets komposition och motsvarande adekvat behandling, vilket kan spara liv. En
ytterliggare fordel kan vara att detta &r en svensk teknik som i en avspéarrningsituation kan finnas att
tillga. hpPCR-panelen &r totalt sett lovande men kraver ytterligare optimering och utvardering innan den

kan valideras och implementeras vid laboratorierna.
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En av de viktigaste delarna for framgang i beredskap &r 6vning och traning. Alternativa metoder eller
reagens ingar kanske inte laboratoriernas standardanalyser och riskerar dar med att glommas bort i
samband med &vning och traning. For att starka var beredskap och minska sarbarheten for
samhallsstorningar behover vi aven 6va och trana for det ovéntade. | projektet har det hallits en
workshop for att starka kompetensen inom odling och typning samt tva utbildningar i PCR med fokus

pa krisberedskap.

| samband med storda forhallanden som kan paverka till exempel el- eller materialforsorjning till
laboratorier och som innebdr att ordinarie mer avancerad metodik inte fungerar finns det fortfarande
mdjlighet att géra enklare odling och typning av bakterier. Odling och isolering av bakterier &r en metod
som inte kraver tillgang till kommersiella kit. Daremot kravs kunskap kring produktion och anvandning
av lampliga substrat samt kompetens och erfarenhet av hur man identifierar bakterier utifran morfologi
eller med hjélp av enklare typning. Ofta sker typning med MALDI-TOF, en form av masspektrometri,
vilket ar en snabb och enkel metod men som ocksa ar helt instrumentberoende. Typning som bygger pa
till exempel biokemi, gramfargning och mikroskopering kan vara fordelaktiga vid storda forhallanden
for att utesluta eller sakerstélla forekomst av patogena bakterier. Detta kraver emellertid rutiner for
lagerhallning av forbrukningsartiklar samt enklare apparatur och uppratthallande av kompetens. Det ar
viktigt for laboratoriepersonal att ha kunskap och erfarenhet av hur respektive bakterie vaxer pa olika
agarplattor samt dess morfologi. Det racker dock inte med mikroskopering och kolonimorfologi for att

typa bakterier.

I samband med kunskapsinhamtningen och workshopen under foregaende projektomgang
diskuterades vad som kravs for att artbestamma bakterier under storda forhallanden da tillgang till
ordinarie metoder, exempelvis MALDI-TOF och PCR, inte finns att tillgd. Gramfargning och
makroskopisk kolonimorfologi ar grunden for vidare artbestimning. Snabbtester, exempelvis oxidas och
katalas, dr ocksa enkla att utfora direkt. Om bakterien ar odlad pa blodagar kan hemolys eller ej hemolys
avléasas. Med hjalp av dessa tester, tillsammans med gramfargning och makroskopisk kolonimorfologi,
gar det att utesluta vissa bakterier, vilket ar ett viktigt verktyg i diagnostiken. Det finns fortfarande
laboratoriepersonal pa de olika myndigheterna med goda kunskaper i klassisk bakteriologi, men
problemet ar att kunskapen inte anvands regelbundet och pa sikt riskerar att tappas. Som ett resultat av

en workshop som genomfordes 2019 framkom behovet av utbildningsinsatser angaende grunder i
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klassisk bakteriologi. Dessutom kravs kunskap for att kunna avgéra vilka bakterier som &r relevanta

beroende pa till exempel matris och anamnes.

FBD projekt 31 har genom tidigare workshop (FBD 2022/24) faststéllt behovet av utbildningsinsatser
inom klassisk mikrobiologi for identifiering och typning av hdgpatogena mikroorganismer for att sakra
kritisk mikrobiologisk diagnostikformaga under storda foérhallanden. Utbildningsinsatser i detta
delprojekt har fokuserats pa odling av BSL3-agens samt gramfargningsteknik. BSL3-agens odlades upp
pa selektiva och mindre selektiva substrat for att studera dess morfologi (se bilaga 1). Som en del i
arbetet sammanstalldes ocksa en tabell over kanda egenskaper hos olika BSL3-agens sasom
mikromorfologi, gramféargning och information om avdddning (se bilaga 2). For att simulera riktiga
prover spikades olika matriser for att studera matriseffekter. Resultaten fotograferades och materialet
diskuterades teoretiskt i en workshop med representanter fran SVA, Livsmedelsverket och FOI. Samma
dag holls en aven en utbildning i gramfargning dar deltagarna fick en teoretisk genomgang av metoden
och sedan mojlighet att 6va praktiskt (se bilaga 3).

Utbildningen PCR-analys i krisberedskap utvecklades vid Lunds universitet (LU) for att ge personal vid
myndigheterna djupgaende teoretisk och praktisk kunskap inom PCR-baserad DNA/RNA-analys med
specifikt fokus pa kvalitetssakring och felsokning under storda forhallanden (se bilaga 4). Forelasningar
blandades med laborativa experiment, diskussioner samt en praktisk 6vning som gick ut pa att identifiera
okanda agens med begrénsade laborativa resurser (Figur 55). Utbildningen omfattade 40 timmar och
gavs som intensivkurs vid Avdelningen for teknisk mikrobiologi vid tva tillfallen: v. 35, 2023 och v. 16,
2024. Kursansvariga var personer fran LU och Nationellt Forensiskt Centrum (NFC), Polismyndigheten.
Vid varje tillfalle deltog atta anstallda fran myndigheterna som ingar i FBD-natverket. Totalt deltog tre
personer fran FM, tre fran NFC, tre fran SVA, tre fran FOI, tva fran Livsmedelsverket och tva fran
Fohm. Bland deltagarna fanns personer med metodansvar, projektledare och laborativ personal. Vissa
hade mangarig erfarenhet av arbete med PCR medan andra var nybdrjare. Utdver de sexton personer
som deltog pa plats sa foljdes kursens forelasningar av ytterligare sex personer fran FOI och SVA.
Féljande foreldsningar ingick i utbildningen: 1) Introduktion till PCR, 2) Realtids-PCR (gPCR), 3)
Reverse Transcription gPCR — Relativ kvantifiering, 4) Validering, kontaminationsrisk och

kvalitetskontroll, 5) PCR-hdmning och pre-PCR processing, och 6) Forensisk DNA-analys.
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Fyra laborationer och en praktisk 6vning ingick i utbildningen, dér deltagarna labbade tva och tva
och sedan redovisade sina resultat i diskussioner i helgrupp. Forst studerades detektionsgransen i PCR
genom att analysera spadningsserier av DNA med saval konventionell PCR med agarosgel-detektion
som realtids-PCR (qPCR). Detta gav en grund for att diskutera likheter och skillnader mellan olika PCR-
baserade tekniker. | den andra labben (PCR-optimering) undersoktes effekten av att 6ka respektive
minska mangden av fyra kritiska ingredienser i PCR: magnesiumjoner, nukleotider, primrar och DNA-
polymeras. | den tredje labben analyserades prover innehéallande PCR-hammare (humussyra fran
jord/sediment) med olika DNA-polymeraser, facilatorer och detektionssystem (DNA-bindande farg
eller hydrolys prob) for att undersoka hur hammartaligheten kan optimeras. | den fjarde labben
analyserades RNA med hjalp av reverse transcription qPCR och skillnader och likheter mellan DNA-
och RNA-analys diskuterades. | laborationerna fick deltagarna blanda mastermixar fran grunden, bereda
och utfora agarosgelelektorofores, forbereda PCR/qPCR samt utvardera resultat frin DNA/RNA-analys.

Figur 55. | utbildningen ingick bade praktiska och teoretiska moment kopplade till PCR-analys i krisberedskap.

I den avslutande 6vningen fick deltagarna anvénda det de l&rt sig under veckan genom att planera,
designa och genomfora experiment for att identifiera vilka agens som ingick i tre prover med oként
innehall (framrenat DNA). Scenariot handlade om att identifiera smittagens i en vattentakt. VVissa prover
inneholl hammare och tillgangen till analysreagens var kraftigt begransad. Deltagarna fick vélja mellan
olika DNA-polymeraser och hade mojlighet att tillsatta vissa facilatorer. Dessutom kunde de anvanda
antingen agarosgelelektrofores eller realtids-PCR. Svar krévdes inom en arbetsdag. Vissa grupper
rapporterade endast franvaro/narvaro av ett specifikt agens, medan andra dven angav DNA-
koncentration. Ovningen gav upphov till manga intressanta diskussioner om upplagg och genomférande
av laborationer med alternativa metoder under storda forhallanden. Deltagarna var dverlag nojda med
utbildningen (Tabell 17). Saval personer med lang tidigare erfarenhet av PCR som nybdrjare uppgav att
de larde sig mycket under kursen. De flesta angav évningen Det okanda provet som det mest givande

momentet, samt mojligheten att lara kidnna och diskutera med personer fran andra myndigheter.
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Tabell 17. Resultat fran kursutvardering for de tva tillfallen som utbildningen PCR-analys i krisberedskap
arrangerades. De atta deltagarna vid respektive kurstillfalle gav betyg 1 till 5 kopplat till fem olika fragor.

Fraga 2023 2024

Overgripande betyg till utbildningen 50 49
Lirde du dig mycket? 4,6 47
Var kursledarna kunniga inom dmnet? 5,0 4.9
Planering och genomférande 43 4,6
Kursmaterial 4.9 4,8
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9 SLUTSATSER

FRAMATBLICKANDE

Pandemin i covid-19 har visat pa hur viktigt arbetet med att utveckla/ utvérdera alternativa
analysmetoder oberoende av kommersiella reagenser ar for att starka samhallets beredskapsdiagnostik.
Detta projekt har identifierat omraden dar det finns behov av fortsatt arbete for att starka
analysformagan i handelse av kris. Bade extraktion och PCR &r metoder som ar generella och
aterkommande steg i manga analyser och darmed av storsta vikt att uppratthalla. Likasa kan odling
och enklare typning i brist pa mer avancerad diagnostik bidra till att vidmakthalla verksamheten.
Genom att identifiera kritiska moment, utvardera/utveckla alternativa metoder for dessa samt 6ka
redundansen genom utbildning av personal kan vi 6ka samhallets formaga att uppratthalla en
fungerande beredskapsdiagnostik aven under storda foérhallande.

PROJEKTRESULTAT | FORHALLANDE TILL PROJEKTETS
URSPRUNGLIGA MAL

Samtliga sex delmal anses vara uppfyllda. Utdver de initiala malen inkluderades dven en utvardering
av analysmetoden hyperplex PCR (hpPCR) som tillhandahalls av foretaget Aplex Bio med avseende

pé relevanta agens.

SAMVERKANSVINSTER

Majligheten att fa diskutera fragestallningar rérande analyser och reagenser ur ett beredskapsperspektiv
i ett storre sammanhang dar fler aktorer ingar har 6kat vardet i projektet. Bade workshops, inventeringar
och dvning har bidragit till att fler medarbetare pa respektive myndighet har varit delaktiga i underlaget

till projektgruppens arbete.
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FORUM FOR
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK

10 BILAGOR

FB.>

10.1 BILAGA 1- MORFOLOGI PA PLATTOR HOS UTVALDA BSL3-AGENS

Agens Selektivt medium Icke-selektivt medium
Bacillus PLET-agar: Anvénds vid misstanke om hdg bakgrundsflora i Blodagar: Bildar stora (3-5 mm) regelbundna gréavita kolonier, ger ej
anthracis proverna. Gravita och ofta platta kolonier med en yta likt frostat hemolys.

glas.

Chromagar Anthracis med PLET-tillsatser: Anvénds vid
misstanke om hdg bakgrundsflora och konkurrerande stammar av

narbeslaktade Bacillus.

P& Chrom-PLET vita eller ljust bla efter 24 h medan andra Bacillus
ar morkt bla efter 24 h. Efter 48 h har dven fargen pa B. anthracis

blivit morkare bla (bild saknas).
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Agens Selektivt medium Icke-selektivt medium

Brucella spp |Farrellagar: Vita kolonier TSA (tryptic soy agar) med 5% notblod (Farellagar utan tillsats av
antibiotika): Vita kolonier

Blodagar: Honungsférgade till vita kolonier, ger ej hemolys
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Agens Selektivt medium Icke-selektivt medium

Burkholderia

mallei

IAshdown’s agar: Sma runda vita kolonier som ofta har en glansig

yta.

Burkholderia

pseudomallei

Ashdown’s agar: Vita kolonier Blodagar: Vita kolonier

Francisella

tularensis

T4-agar: Bleka, grdaktiga och ofta blanka kolonier. T5 agar: Bleka, graaktiga och ofta blanka kolonier.
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stekt &gg i morfologin

Agens Selektivt medium Icke-selektivt medium
Yersinia CIN-agar: Cerisefargade kolonier. Upphéjda kolonier som liknar ett |[Blodagar: Bildar sméa graaktiga kolonier, som inte ger hemolys pa
pestis : blodagar (ca 1 mm i diameter)
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Stav.

Oxidaspositiv

[Tryptofanas (indol-
negativ

\Voges-Proskauer negativ
H>S negativ
Ureaspositiv

Ger ej hemolys pa

blodagar

Agens Mikromorfologi Gramfargning Egenskaper Avdodning
Bacillus Stora ororliga stavar i|G+ Katalaspositiv Hypoklorit eller Klorin (min 2.5%) i vatten justerad till
anthracis kedjor. pH<=7 med koncentrerad attiksyra. Effekten kvarstar
*Kapselfargning med gammal Oxidasnegativ @ven vid 0.5% Na hypoklorit. Ldsningen tillbereds
Kan bilda sporer, metylenblattlosning (halvfylld flaskal direkt innan anvéndning eftersom aktiviteten avtar med
som &r ovala och minst 1 &r). Kapsel rod, \Voges-Proskauer positiv  tiden. pH-vardet ar viktigt da natriumhypoklorit med
centralt placerade i  [pakteriekropp bla. (Tham, Nagra o N for hdgt pH vérde har begransad sporavdddande
bakteriecellen. vanliga biokemiska tester inom Lecithinaspositiv effekt.
bakteriologin) ) _
Mannitolnegativ Verkningstid 20 min.
Ger ej hemolys pa Alkohol dodar ej sporer
blodagar
Brucella spp [Ororlig liten kockoid (G- Katalaspositiv 70 % EtOH.

1% natriumhypoklorit
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Agens

Mikromorfologi

Gramfargning

Egenskaper

Avdodning

De flesta Brucella spp.
bildar ej syra genom
fermentation av
kolhydrater.

Burkholderia
mallei

Sm4, kockoida och
ororliga stavar. Har ej
flageller.

G-

Katalaspositiv
Oxidas varierar

Fermenterar ej
kolhydrater

70 % EtOH.

1% natriumhypoklorit

Burkholderia [Sma, rorliga stavar, |G- Katalaspositiv 70 % EtOH.
pseudomallei [som har flera polara
flageller. Oxidaspositiv 1% natriumhypoklorit
Fermenterar ej
kolhydrater
Francisella  [Kockoid eller korta |G- Katalaspositiv 70 % EtOH
tularensis ororliga stavar.

Oxidasnegativ

Tryptofanas (indol-
negativ

Ureasnegativ

Fermenterar glukos.
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Agens

Mikromorfologi

Gramfargning

Egenskaper

Avdodning

Yersinia
pestis

Icke rorliga stavar.

G-

Katalaspositiv
Oxidaspositiv

Tryptofanas (indol-)
negativ

Ureasnegativ
Citratnegativ
Eskulinasnegativ

Metylrott positiv

70 % EtOH.

1% natriumhypoklorit

Coxiella

Sma ororliga och
pleomorfa stavar

G-

Mycket resistent mot
kemikalier och hdg
temperatur. Bakterien kan
bilda en endosporliknande
kropp.

70 % EtOH. Hypoklorit eller Klorin (min 2.5%) i
vatten justerad till pH<=7 med koncentrerad &ttiksyra.
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FORUM FOR FB-
BEREDSKAPSDIAGNOSTIK 2

BILAGA 3— GRAMFARGNINGSUTBILDNING

Syfte: Att praktiskt testa gramfargningens olika delar, fran att forbereda preparat till att lasa av i

mikroskop.

Workshop bérjade med en teoretisk genomgang av sakerhetsaspekter samt teorin bakom

gramfargning. Efter detta genomfdrdes den praktiska delen.

Infor workshop hade ett antal olika stammar odlats upp for att ge exempel pa nagra olika
gramvarianter:

e E. coli (gramnegativ stav)

e Staphylococcus pseudintermedius (grampositiv kock)

e Streptococcus zooepidemics och pyogenes (grampositiv kock)

e Bacillus cereus (grampositiv stav)
e Haemophilus influenzae (gramnegativ kockobacill)

Deltagarna fick sedan trana pa att forbereda preparatet. Forst fick man ldra sig att lagga preparat enligt
standardforfarande. Dessutom testades ocksa hur utfallet av fargningen skulle bli beroende pa hur
tjockt preparatet blev samt paverkan av fixeringstid dver ppen laga. Betydelsen av att slamma isolatet
i NaCl kontra ultrarent vatten jamfordes ocksa.

Vid de olika fargningsstegen uppmuntrades deltagarna ocksa att testa att variera tiden for varje steg,
samt intensitet i avfargning.

Deltagarna fick sedan mikroskopera sina fargade preparat och se hur de olika behandlingarna
paverkats. Slutsatsen blev att metoden ar relativt robust och det som paverkade resultatet mest var ett

Overdrivet brannande av preppet for fixering.

| nasta moment fanns redan forberedda preparat med okant innehall som deltagarna fick farga och
sedan mikroskopera. Malet var att identifiera vilken eller vilka typer av bakterier man sag pa

preparatet samt om man kunde urskilja nagon 6vrig morfologisk skillnad.

Testet bestod av tre olika preparat:

A. Bacillus cereus (Stor grampositiv stav) + Pseudomonas aeruginosa (gramnegativ stav)

B. Haemophilus influenzae (gramnegativ kockobacill) + Staphylococcus pseudintermedius
(grampositiv kock)

C. Nocardia asteroides (grampositiv stav) + Streptococcus zooepidemicus (grampositiv kock)
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Mikroskoperingen ledde till en givande diskussion da nagra av bakterierna varit med i de tidigare
momenten medan nagra var nya. Dessutom var det blandningar som gjorts for att kunna leda till

forvirring om huruvida fargningen gatt ratt till, t ex om avfargningen varit for kraftig.
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Kristallviolett:
Losning A:  Kiristallviolett 10 mg
95% EtOH 100 ml
Blanda tills innehallet 16st sig
Losning B:  Ammoniumoxalat, 1% i destillerat vatten
Blanda 20 ml av I6sning A och 80 ml av 16shing B

Lugols:

e 3,3 gjod och 6,7 g kaliumjodid blandas i en mortel, tills de blandats val.

e Fukta massan med sma portioner destillerat vatten och 6verfor till en flaska.
e Fyll p4d med destillerat vatten till totalt 1000 ml.

e Skaka innehallet till dess allt har 16st sig och forvara morkt.

Safranin 0,25%:

e Vigin 2,5 g safranin och 16s i 100 ml 95% EtOH
e Lt std pa omrorning tills det 16st sig
o Tillsatt 900 ml destillerat vatten

Aceton-alkohol i droppflaska:

e 05% EtOH 4 delar
e Aceton 1del

Instruktion fargning

1. Sitt en droppe vatten eller 0,9 NaCl 16sning pa ett objektsglas

2. Slamma lite bakteriematerial i droppen.

Nir glaset torkat fixerar man genom att féra objektglaset med bakteriesidan uppat genom
gasldga 4-5 génger.

Droppa rikligt med kristallviolettlosning och vanta 1 minut.

Skolj med lugols 16sning och 1at 16sningen ligga pa 1 minut
Avfarga forsiktigt med acetonsprit till dess att ingen farg loses ut.
Skolj forsiktigt med kranvatten.

Kontrastfarga flodigt med safraninlésning i ca 30 sekunder

. Skolj forsiktigt med kranvatten, torka med filterpapper.

10. Mikroskopera

»

© PN v b
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10.5BILAGA 4 — INBJUDAN TILL PCR-UTBILDNING 2023

PCR-analys 1 krisberedskap

Utbildning i samarbete med projekt 31 inom Forum fir
beredskapsdiagnostik

Anmil deltagande till jphannes.hedman@tmb.lth.se senast 9 juni.

Deltagare: Laborativ personal vid myndigheterna. Inga forkunskapskrav. Atta
platser, en plats avsatt for varje partner. Meddela ocksi om det finns intresse for
mer iin en deltagare.

Plats: Avdelningen for teknisk mikrobiologi (TMB), Lunds universitet
Datum: 28 augusti - 1 september 2023

Tekniker: Konventionell PCR med agarosgel-elektrofores samt realtids-PCR

Firelisningar:
« Introduktion till PCR
» Realtids-PCR (gPCR)
* Reverse Transcription qPCR
* Validering, kontaminationsrisk och kvalitetskontroll
* Pre-PCR processing
= Forensisk DNA-analys
Laborationer:

* Detektionsgriins — konventionell PCR vs realtids-PCR
= PCR-optimering

= Pre-PCR processing

* Reverse Transcription qPCR

* “Okiinda provet™.

Samtliga mastermixar tillreds fran grunden.

Diskussioner och ws diir vi griiver djupare i de principer som styr PCR. och mijligheten

att fi anviindbara resultat fran svira prover.

Pa forfragan kan foreldsningarna ocksa ges digitalt. Kursen ges pé svenska med
kursmaterial pa engelska.

Viillkomna till Lund! / Johannes, Linda och Lisa
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10.6 BILAGA 5 - INBJUDAN TILL PCR-UTBILDNING 2024

PCR-analys 1 krisberedskap 2

Utbildning i samarbete med projekt 31 inom Forum for
beredskapsdiagnostik

Anmil deltagande till johannes.hedman@tmb.lth.se senast 1 mars.

Deltagare: Metodansvariga samt laborativ personal vid myndigheterna. Atta
platser, en plats avsatt fiir varje partner. SVA har i ar foretriide till en av de tva
extraplatserna. Meddela sd snart som méjligt om ni dnskar mer in en plats.

Plats: Avdelningen for teknisk mikrobiologi (TMB), Lunds universitet
Datum: 15-19 april 2024

Tekniker: Konventionell PCR med agarosgel-elektrofores samt realtids-PCR

Firelisningar:
+ Introduktion till PCR
+ Realtids-PCR (gPCR)
* Reverse Transcription gPCR
+ Validering, kontaminationsrisk och kvalitetskontroll
+ Pre-PCR processing
* Forensisk DNA-analys
Laborationer:

* Detektionsgriins — konventionell PCR vs realtids-PCR
+ PCR-optimering

* Pre-PCR processing

* Reverse Transcription gPCR

+ “QOkiinda provet”.

Samtliga mastermixar tillreds frin grunden.

Diskussioner och ws dir vi griver djupare i de principer som styr PCR. och méjligheten

att fa anviindbara resultat frin svira prover.

Pa forfragan kan foreldsningarna ocksd ges digitalt. Kursen ges pi svenska med
kursmaterial pi engelska.

Viilkomna till Lund! / Johannes och Lisa
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