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Sammendrag

Mycoplasma genitalium er assosiert med infeksjoner i urogenitaltraktus hos kvinner og menn.
Bakterien overfores ved seksuell kontakt og gir mange av de samme symptomene som
Chlamydia trachomatis. De vanligste symptomene er utflod fra urinrersdpningen og sviende
smerter ved vannlating. Hos kvinner kan det dessuten vaere utflod fra skjeden som ved
cervisitt. Mange av de M. genitalium infiserte vil imidlertid ikke ha symptomer, og er dermed
asymptomatiske.

M. genitalium er vanskelig a dyrke, og kryssreaksjoner med M. pneumoniae kompliserer
serologiske metoder. I fraveer av kommersielle molekylargenetiske metoder er det i denne
studien utviklet og etablert en Real-time PCR (Polymerase Chain Reaction) analyse som kan
benyttes til rutinediagnostikk av M. genitalium innen medisinsk mikrobiologi. Analysen er
optimalisert, verifisert og validert etter de kravene som er oppgitt i loven om medisinsk utstyr
til in vitro-diagnostikk (IVD direktivet), og er godkjent for prevematerialene urin og
endocervikalt sekret. Den egenutviklede analysen er kvalitativ og designet for pavisning av
husholdningsgenet, glyceraldehyde-3-phosphate (gap), fra M. genitalium og en intern
hemmerkontroll (MS2 DNA).

Resultatene viste at Real-time PCR analysen har en deteksjonsgrense, LODys (Limit of
Detection), pa 35 bakteriegenom/PCR reaksjon for bade biologisk og ikke biologisk
materiale. Ingen krysshybridisering av mikrober, nart beslektet med M. genitalium eller
tilherende floraen i urogenitaltraktus, ble pdvist med Real-time PCR analysen. Et BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) sek i GenBank viste eksakte treff av primerne og proben
til kun sekvensene pa gap genet til M. genitalium (aksesjonsnummer L.43967).
Amplifikasjonen viste en effektivitet pa 107, 108 og 100 % for henholdsvis urin, cervikalt
sekret og ikke biologisk materiale. Intra-assay variasjonen samlet, for alle materialene,
varierte fra CV 0,5 % til CV 3,5 % ved hoy konsentrasjon av templatet, og CV 0,4 % til CV
2,4 % ved lav konsentrasjon. Inter-assay variasjonen varierte fra CV 0,8 % til CV 3,7 % ved
hey konsentrasjon, og CV 1,5 % til CV 2,4 % ved lav konsentrasjon. Underseokelse av 50
positive og 50 negative pasientpraver viste at den egenutviklede analysen har en diagnostisk
sensitivitet, spesifisitet, positiv og negativ prediktiv verdi pa 100 %.

Sammensetningen av PCR-miksen betraktes for & vere egenprodusert og mé dermed IVD
godkjennes. Det er lite hensiktsmessig & pafere CE-merket pdA PCR-miksen, da den ma lages
like for bruk. CE-merket er pafert en egenprodusert primermikslgsning som er en av

ingrediensene 1 PCR-miksen.
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English summary

Mycoplasma genitalium is associated with infections in urogenital tract. The bacterium is
sexual transmitted, and causing many of the same symptoms as Chlamydia trachomatis. The
most common symptoms are urethral secretions and burning pain at micturation. In women it
can cause secretions from vagina. Many of the M. genitalium infected will have no symptoms,
and these individuals can unknowingly spread the bacterium to others.

M. genitalium is difficult to cultivate, and cross-reactions with M. pneumoniae complicating
serological methods. In the absence of commercial molecular genetic methods, there is in this
study developed and established a Real-time PCR (polymerase chain reaction) analysis that
can be used for routine diagnosis of M. genitalium in medical microbiology laboratory. The
analysis is optimized, verified and validated by the requirements specified in the law of
medical equipment for in vitro diagnostics (IVD-Directive), and approved for urine samples
and endocervical secretions. The self-developed analysis is qualitative and designed for the
detection of the housekeeping gene, glyceraldehyde-3-phosphate (gap), from M. genitalium
and an internal inhibition control (MS2 DNA).

The results showed that the Real-time PCR assay has a detection limit, LODys (Limit of
Detection), of 35 genome/PCR reaction for both biological and non biological materials. No
cross-hybridization with microbes, closely related to M. genitalium or associated flora in
urogenital tract, was discovered with the Real-time PCR analysis. A BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) search in the GenBank showed exact match of primers and probe to
the gap gene sequences of M. genitalium (accession number L43967). Amplification showed
an efficiency of 107, 108 and 100 % for respectively urine, cervical secretions and non
biological material. Intra-assay variation for all materials in total ranged from CV 0.5 % to
CV 3.5 % at a high concentration of template, and CV 0.4 % to CV 2.4 % at low
concentration. Inter-assay variation ranged from CV 0.8 % at CV 3.7 % at high concentration,
and CV 1.5 % to CV 2.4 % at low concentration. Survey of 50 positive and 50 negative
patient samples showed that the self-developed assay has a diagnostic sensitivity, specificity,
positive and negative predictive value of 100 %.

The composition of PCR-mix is considered to be self-produced and must therefore be IVD
approved. The PCR-mix is not suited for the CE-label while it must be prepared just before
use. The CE-label is affixed to a self-produced primer mix-solution which is one of the

ingredients in the PCR-mix.
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1 Innledning

Bakteriene, Chlamydia trachomatis og Neisseria gonorrhoeae, regnes for & vere arsak til de
fleste seksuelt overferbare sykdommer hos unge voksne verden over [1]. I mange av tilfellene
med symptomatisk non-klamydia, non-gonoréisk uretritt (NCNGU), er etiologisk agens ikke
kjent. David Taylor-Robinson samlet 13 prover fra urethra hos menn med uretritt symptomer.
Han var 1 utgangspunktet pd jakt etter & dyrke spiroplasma, da han i 1980 brakte dem til Joe
Tully og hans forskergruppe i Maryland (USA). Ved a forlenge dyrkningstiden til mer enn 50
dager, fant forskerne bakterien Mycoplasma genitalium i 2 av de 13 provene fra pasienter med
uretritt symptomer [2]. Dens rolle som patogen var i mange ar uklar, men det er na slatt fast at
infeksjon med M. genitalium er assosiert med uretritt hos kvinner og menn, og cervisitt hos
kvinner. Den smitter direkte ved seksuell kontakt [3].

Pavisning av C. trachomatis med Polymerase Chain Reaction (PCR) har pagatt siden tidlig pa
1990 tallet. Analysen var den forste kommersielle PCR testen pd markedet for pavisning av
en mikrobe. I Norge ble det 1 2007 funnet 22 847 positive prover av 272 053 utforte
undersekelser, og tallene er stigende [4]. Forekomsten av N. gonorrhoeae er betydelig
redusert i Norge de siste arene med kun 236 tilfeller 1 2007, mot over 16 000 i 1975 [4]. Det
finnes ingen kommersielle nukleinsyrebaserte tester for M. genitalium pa markedet til
diagnostisk bruk [5]. Publikasjoner for pavisning av ulike gener hos bakterien med Real-time
PCR, sakalt in house (egenutviklet) metodikk, finnes [6-10]. Disse blir regnet som
forskningstester (research) og kan derfor ikke benyttes til rutinediagnostikk ifelge loven om
medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk (IVD direktivet) [11].

1.1 Taksonomi, basal biologi og genominformasjon

Klassifiseringen er i folge Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology falgende:

Klasse: Mollicutes

Orden: Mycoplasmatales
Familie: Mycoplasmataceae
Slekt: Mycoplasma

Art: Mycoplasma genitalium
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Mycoplasma genitalium er en bevegelig grampositiv bakterie med cytoplasmisk membran,
men den mangler peptidoglycan cellevegg. Mycoplasma omfatter mer enn 100 arter, der 13
regnes for & vaere en del av den humane flora [12]. M. genitalium tilherer de humane
mykoplasma-artene og regnes for & vere den minste selvreplikerende bakterien som er kjent,
med et genom pa bare 580 076 nukleotider [13]. Genomets storrelse er kun 10 % av genomet
til den sterste prokaryote organismen, men har samme kodetetthet som andre prokaryoter,
omtrent 1 gen per kilobase [14]. Genomet inneholder bare 521 gener, hvorav 482 er
proteinkodene [13]. Til sammenligning har Haemophilus influenzae 1703 og Escherica coli
4288 proteinkodene gener [15].

M. genitalium mangler gener for biosyntese av enkelte aminosyrer, og har fa gener for
biosyntese av enkelte nukleinsyrer, vitaminer og fettsyrer. Fettsyrer, tilfort fra vertceller,
benyttes for syntetiseringen av fosfolipider og glykolipider som inngér i cellemembranen til
bakterien. Konsekvensen av det minimale settet med gener er nedsatt proteinsyntese, og
replikasjon. Bakterien vokser derfor langsomt med en generasjonstid pa 24 timer [13].
Mykoplasmer antas a ha utviklet seg fra grampositive bakterier, sannsynligvis beslektet med
klostridier og laktobasiller som gjennom evolusjonen har gitt en genomisk reduksjon [16].
Spesielt de artene av mykoplasma med minst genom har hey mutasjonsfrekvens. Denne
egenskapen tillater hurtig utvikling/evolusjon [17].

Genomet til M. genitalium ble sekvensert og publisert i 1985 [13]. Det var dermed det andre
genomet av en frittlevende organisme som ble sekvensert, etter H. influenzae. Det har vist seg
at genomet har mange homologe elementer fra det 816 kilobase store genomet til den neert
beslektede Mycoplasma pneumoniae, som er en kjent luftveispatogen med atypisk pneumoni
som klinisk manifestasjon [18].

M. genitalium genomet har en guanin-cytosin (G+C) sammensetning pa 32 %, noe som er
forholdsvis heyt sammenlignet med andre genomer i slekten som varierer fra 24-32 % G+C
[19]. Mykoplasmer er vanskelig & studere med klassiske genetiske metoder, bade pa grunn av
deres vekstkrevende egenskaper og fravaer av gode genetiske markerer. En felles egenskap for
mitokondrier og Mycoplasma er at begge bruker UGA (uracil, guanin og adenin) codon for
aminosyren tryptofan, til forskjell fra andre bakterier som har UGA codon som stoppsignal i
proteinsyntesen. Ekspresjonsanalyse av gener fra Mycoplasma kan derfor vere problematisk a
tolke pd grunn av lengden til proteinene ofte bli unormale i forhold til andre bakteriers

proteiner [12].
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P& grunn av bakteriens lille genom, brukes den i forskningsmiljeer som et utgangspunkt til det
grunnleggende spersmalet om hvilke essensielle gener er nedvendig for liv [20]. I februar
2008 kunngjorde en gruppe vitenskapsmenn, med J. Craig Venter i spissen, at de hadde lagd
det forste syntetiske genomet, Mycoplasma genitalium JCVI-1.0, strippet for andre
egenskaper enn dem som trengs for vekst og deling. Forskningsgruppen konkluderte med at
387 gener var ngdvendig for et liv i laboratorium. For & skille det syntetiske genomet fra vill-
type M. genitalium, ble det satt inn ekstra sekvenser, ”vannmerker”, i noen omrader som er
tolerante for transposoner. Prosessen med & sette genomet (582 970 kilobaser) inn i en
mykoplasma celle, og fa den til & leve som vill-type bakteriene, pagar. Prosjektet har som maél
a konstruere bakterier der ekstra gener kan settes inn, slik at de kan virke som en biokjemisk
maskin som kan produsere f. eks. hydrogen, biodrivstoff, veksthormoner, absorbere CO2 eller

andre drivhusgasser [21].

1.2 Adhesjon og patogenese

Mycoplasma er flaskeformet og bruker sin terminale ende til & feste seg pa overflaten til
forskjellige celler. Slekten kan kalles en optimal parasitt fordi de sjelden dreper deres
vertcelle, men livnarer seg av essensielle forbindelser fra celleveggen til vertcellen [22].
Akutt infeksjon er sjelden, infeksjonen folger heller et kronisk menster. Oppdagelsen av
adhesjon til vertceller har bidratt til ekt kunnskap om forstdelsen av patogenesen til
mykoplasmer. Manglende cellevegg og fimbrier, som ofte er involvert i adhesjon hos andre
bakterier, indikerer at disse prosessene skjer med forbindelser bundet til membranen kalt
adhesiner. Tilstedeverelse av flere forskjellige adhesiner hos M. genitalium og deres
interaksjon med vertceller, er godt dokumentert. M. genitalium binder seg til ulike arters
erytrocytter med deres adhesinmolekyler fra sin terminale ende [23]. Det er ogsa bevist at de
binder seg til eukaryote celler som Vero Cells [24] og epitelceller i humane eggledere [25].
Mye forskning gjenstér pé interaksjoner mellom vertscellers reseptorer og de ulike adhesiner
[12].

4,7 % av genomet til M. genitalium bestar av ni repeterende elementer kalt MgPa eller MgPar
sekvenser [26]. Elementene inneholder tre gener der mgpB koder for hoveddelen av adhesin
proteinene i genomet [12]. Genet er hypervariabelt mellom M. genitalium arter og innen de
repeterende sekvensene (sekvenslikhet pa 78-90 %) [12]. En hypotese bygger pa at denne
heterogeniteten gjor at bakteriene kan rekombinere mgpB og MgPa sekvenser slik at ulike

adhesin proteiner dannes. Bakteriene kan pa denne maten tilpasse seg den antigene
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variasjonen de ulike celletypene har pd overflaten nér de skal feste seg [27]. MgpB genet er en
homolog til P1 genet som koder for et adhesin protein hos M. pneumoniae. P1 er ogsa
repeterende, men meget konservert og godt egnet som malgen for Real-time PCR [1, 28]. M.
genitalium opptrer som en fakultatitiv intracellular patogen mikrobe. Den er i stand til &
overleve bade ekstracellulaert og intracellulert in vitro. Om det samme skjer in vivo, er ikke
fortsatt ikke kjent [12]. Etter at bakterien er kommet inn i vertcellen, starter en oppregulering

av cytokin genene som er assosiert med betennelsestilstander [29].

1.3 Smitteveier, forekomst og utbredelse

Vevet i urogenitaltraktus ser ut til & vaere det primeere tilholdsstedet for M. genitalium [12].
Bakterien kan, i likhet med C. trachomatis, pavises i luftveiene, leddvaske og oyne.

M. genitalium smitter kun mellom mennesker. Ingen dyrereservoar er kjent [12]. Bakterien
kan smitte ved ubeskyttet samleie, men det er uvisst om den kan overfores ved oral sex og
analt samleie [30]. Mange som er smittet med bakterien, har ingen symptomer, og er siledes
friske smittebarere. Inkubasjonstiden antas & vaere 1-2 uker, men dette er ennd ikke helt
avklart. Uretritt er den hyppigste diagnose hos menn som undersekes for seksuelt overferbare
sykdommer. Omtrent en tredjedel av tilfellene skyldes C. trachomatis [5]. Flere studier har
konkludert med at M. genitalium er en viktig patogen hos mannlige pasienter med NCNGU
[19, 31-33]. Infeksjonen forekommer over hele verden med varierende prevalens [12]. |
Norge er det utfert en sterre studie av Olafiaklinikken (Oslo), der prever fra 10 109 pasienter
ble testet med Real-time PCR. Pasientene som ble testet hadde enten symptomer pé seksuelt
overforbar sykdom, seksuell partner med uretritt, cervicitt eller partner med pavist M.
genitalium eller C. trachomatis. M. genitalium ble pavist hos 452 (4,5 %) av pasientene. Hos
48 (10,6 %) ble det pavist en koinfeksjon med C. trachomatis. Det er en signifikant hayere
andel pasienter med uretritt symptomer som er positive for M. genitalium enn hos
asymptomatiske pasienter [34, 35]. I en studie fra Japan ble det funnet meget lave DNA
konsentrasjoner (< 200 bakterier/ml) av M. genitalium hos samtlige asymptomatiske menn.
Hos menn med symptomer, hadde alle en konsentrasjon fra 230 bakterier/ml til 3,3x10°
bakterier/ml [19]. Selv om populasjonen i dette forsgket var liten, kan dette vare nyttig

informasjon nar en diagnose skal stilles.
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1.4 Symptomer og forlgp

Bakterien kan gi uretritt med symptomer som svie og utflod ved vannlating [36]. Utfra
symptomene, er det er ikke mulig & skille infeksjonen fra C. trachomatis. Definisjonen pa
uretritt er mer enn fire leukocytter per synsfelt i minst fem felt ved mikroskopi 1 1000 x
forstarrelse av farget utstryk (metylenblétt) fra distale uretra [5]. Hos kvinner kan det vere
utflod fra skjeden, hvis det er betennelse i livmorhalsen. Friske slimhinner utgjer en barriere
for smitteoverforing av for eksempel HIV. En infeksjon i slimhinnene i form av uretritt,
cervicitt eller lignende, kan fore til en svekkelse av barrieren. Dette kan resultere 1 okt
mottakelighet for infeksjon med HIV [5]. Det er fortsatt usikkert om bakterien kan forarsake
infeksjon 1 evre genitaltraktus med senfoelger som infertilitet og kroniske bekkensmerter. I
enkelte tilfeller kan den péavises hos kvinner med komplisert underlivsbetennelse, Pelvic
Inflamatory Disease (PID), mens infeksjonen hos menn antas & kunne utvikle seg til en
betennelse 1 bitestiklene (epididymitt) eller prostatitt [37, 38]. Det pagar for tiden
internasjonale studier for 4 underseke mulige senfolger hos kvinner [3]. Etter flere ars
forskning har Statens Serum Institutt i Danmark, bidratt til & forbedre diagnostikken og
anbefalinger av antibiotikabehandling [39]. Instituttet har i flere ar tilbudt PCR diagnostikk til
pasienter med symptomer. Folkehelseinstituttet har nylig oppdatert sin informasjon om
sykdommens rolle i smittevernhandboka [3].

Pa grunn av likheten med C. trachomatis spekuleres det om M. genitalium ogsé kan gi
seksuelt trigget reaktiv artritt (SARA) [40, 41].

Til tross for flere studier, finnes det forelopig ingen beviser for at M. genitalium kan regnes

for & veere en luftveispatogen [42, 43].

1.5 Diagnostikk

1.5.1 Dyrking

Dyrking av M. genitalium i cellekulturer er en sveert tidkrevende prosess med lav sensitivitet.
Opptil 6 maneders dyrking er ikke uvanlig for stammen kan pévises [44]. Optimalisering av
transportmedium (for eksempel Sugar Phosphat-4 og Sugar Phosphat-2) og cellelinjer med
antibiotika/antimykotika kan vaere med pé a bedre sensitiviteten. Det er beskrevet at mikroben

kan pavises etter 14 — 20 dagers inkubering i en cellekultur med optimalt milje [45].
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1.5.2 Serologi

Kryssreaksjoner mellom M. pneumoniae og M. genitalium har gjort det problematisk a
etablere en spesifikk serologisk antistofftest. Kryssreaksjoner er funnet bade med antisera fra
kaniner immunisert med M. pneumoniae og M. genitalium, og med humane sera fra pasienter
med M. pneumoniae infeksjon [46]. Artritter kan vaere en mulig indikasjon for serologi.
Serologi mi tolkes sammen med klinikk, og eventuelt bekreftes med nukleinsyrepavisning.

Det er ingen kjent kommersiell test pa markedet i dag [5].

1.5.3 Nukleinsyrepavisning med Polymerase Chain Reaction (PCR)

PCR baserte metoder blir i gkende grad brukt til diagnostikk innen medisinsk mikrobiologi
fordi de er hurtige, spesifikke og sensitive. Svart lave konsentrasjoner av DNA kan pavises
og svar vil kunne foreligge 1 lopet av to-tre timer. Den forste PCR baserte testen for M.

genitalium ble publisert i 1991 og brukte MgPa som malgen, fordi det ble ansett for & vere

meget konservert, og ha en viktig rolle i patogenesen til infeksjonen [47].

1.6 Behandling

Ulike typer antibiotika er brukt til behandling av M. genitalium infeksjoner, men den optimale
behandling er ennd ikke fastlagt. P4 grunn av bakteriens vanskelige og tidkrevende
dyrkingsmenster, er det ikke mulig & utfore resistensbestemmelse i rutinediagnostikk [5].
Resistensoppservasjoner baserer seg forst og fremst pé terapisvikt. Den mest kjente
antibiotikaklassen, betalaktamer som blant annet inkluderer alle penicilliner, er ikke
virksomme fordi bakterien mangler cellevegg. Penicillinets virkemate er svekkelse av
celleveggen slik at bakterien oppleses. Penicillinene er baktericide, de interfererer med
celleveggsyntesen slik at celleveggen edelegges og bakterien der. Tetracycliner og makrolider
er bakteriostatiske antibiotika som binder seg til ribosomene og hemmer proteinsyntesen og
derved bremses veksten. Disse er forstevalgspreparater til behandling av infeksjoner med C.
trachomatis som ogsa mangler cellevegg. Tetracyclin eller erytromycin (makrolid)
behandling i 7-10 dager har vist seg a veere lite effektiv, bade i1 forsgk med pasienter, og i in
vitro studier med cellkulturer [48-50]. Arsaken er ikke kjent, men en teori er at M. genitalium
kan veare beskyttet mot antibiotika ved at den kan oppholde seg intracellulert, i en
hviletilstand, over lengre tid [12]. Azitromycin har en litt annen struktur enn de andre

makrolidene, og gir en heyre intracellular konsentrasjon [51]. Flere studier har vist at
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behandling med azitromycin gir bedre effekt enn behandling med tetracycliner [48, 50, 52,
53]. Olafiaklinikken i1 Oslo har sammenlignet tre forskjellige behandlingsopplegg for
pasienter med pavist M. genitalium. 452 pasienter inngikk i studien. Det ble gitt p. o.
azitromycin, ofloxacin eller moxifloxacin [54]. Ofloxacin og moxifloxacin er henholdsvis
andre og fjerdegenerasjons fluorkinoloner som hemmer DNA gyrase [55]. Resultatet viste en
behandlingseffekt 1 79 % av tilfellene med engangsdose av 1 gram azitromycin. Den noe lave
behandlingseffekten kan forklares med at engangsdose med azitromycin kan indusere
resistens hos M. genitalium. Behandlingseffekten med fluorkinoloner var meget god, sarlig
for moxifloxacin. Siden farre av pasientene ble behandlet med fluorkinoloner er ikke tallene
sammenlignbare. Fluorkinoloner er kjent for & kunne gi en del skadevirkninger og
resistensutvikling [56], og moxifloxacin kan kun foreskrives pa registreringsfritak i Norge [5].
Olafiaklinikken anbefaler, 1 likhet med Folkehelseinstituttet, engangsdose med 1 gram
azitromycin som ferstehandspreparat. Ved persisterende infeksjoner etter behandlingssvikt

med azitromycin, kan moxifloxacin vere et godt alternativ [54].

1.7 Formalet med oppgaven

Formélet med denne oppgaven var a utvikle og etablere en kvalitativ Real-time PCR metode
for DNA pavisning av Mycoplasma genitalium. Testen matte oppfylle IVD-direktivets
betingelser for medisinsk utstyr og vaere CE merket for 4 kunne anvendes innenfor all
diagnostikk 1 medisinsk mikrobiologi. Det ble valgt et konservert og spesifikt gen med
egnende primer og probesekvenser. Real-time PCR analysen er optimalisert, verifisert og
validert etter Food and Drug Administration (FDA) sine krav for egenutviklede
laboratorietester [57]. Analysen er konstruert som en dupleks PCR, der en intern
hemmerkontroll er implementert for & avslere om hvert prevemateriale inneholder PCR
inhiberende komponenter. Testen ble validert for provematerialene urin og cervikalt sekret,

hostet med pensel. Ekstraksjon av prevematerialene er utfort med MagnaPure LC.
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2 Teori

2.1 IVD direktivet

Europaparlaments- og radsdirektiv 98/79/EF om medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk
(IVD-direktivet) tradte i kraft i EU/E@S-omréadet 7. desember 1998 [11]. Direktivet
komplementerer tidligere EU-regulering for annet medisinsk utstyr og er et sakalt ny metode-
direktiv. Direktivet palegger produsenten av IVD 4 serge for at produktene oppfyller gitte
grunnleggende krav til produkters sikkerhet, kvalitet og yteevne. Hensikten er & harmonisere
lovgivningen i EUs medlemsstater, for derved & hindre handelshindringer som kan oppsta
dersom ulike land stiller ulike nasjonale krav til produkters egenskaper. IVD-direktivet ble
implementert i norsk lovgivning 26. oktober 2001. Etter flere overgangsperioder ble den
endelige fristen satt til 1. april 2006. Etter denne datoen ma produkter, som omfattes av IVD-
direktivet, vaere 1 samsvar med direktivets krav for & kunne markedsferes, og vare pésatt CE-
merke (Figur 1) for det kan tas 1 bruk. CE-merket er et handelsteknisk merke som paferes

utstyret/reagenser for 4 vise at det er i samsvar med alle gjeldende krav [58].

Figur 1. CE = Communautés Européennes,
CE-merke som skal pafgres produkter som

omfattes av IVD-direktivet.
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Medisinsk utstyr for IVD er beregnet til undersekelse av prover fra menneskekroppen til
medisinske formal. For egenutviklede (in-house) tester som omfattes av IVD-direktivet, blir
sykehuset/helseforetaket & betrakte som produsent og har derfor juridiske rettigheter og
plikter knyttet til seg. Hvis sykehuset/helseforetaket mottar penger, for eksempel en
refusjonstakst for et rapportert proveresultat, er dette & betrakte som en kommersiell

transaksjon.

CE merking er ikke pakrevet for:
Utstyr/reagenser som kun benyttes innenfor én og samme helseinstitusjon, pa produktstedet,
og kun pa de pasientene som helseinstitusjonen har juridisk ansvar for, det vil si inneliggende

og polikliniske pasienter.

CE merking er pékrevet for:

Utstyr/reagenser som benyttes til & analysere prover fra andre helseinstitusjoner eller juridiske
enheter, inkludert primarhelsetjenesten.

Utstyr/reagenser som benyttes til 4 produsere resultater som er gjenstand for en ekonomisk

transaksjon, for eksempel prover som sykehuset mottar refusjon for.

Helseinstitusjoner i direktivets sammenheng skal forstas vidt, og omfatter foretak, organer,

institusjoner etc. som yter helsetjenester til pasienter, inklusive poliklinikker.

Produsentens forpliktelser:
e Kovalitetssytem for produksjonen.
e Sorge for at all teknisk dokumentasjon er tilgjengelig for myndighetene pa forespeorsel.
¢ Brukerveiledning skal medfelge produktet.
e @Gjore en samsvarsvurdering opp mot kravene i direktivet, og utstede en
samsvarserklaering.
e Registrering 1 Utstyrsregisteret hos Helsedirektoratet.
e CE-merket skal paferes utstyret og bruksanvisningen.
e System for kontinuerlig produktoverviking og kvalitetskontroll.

e Meldeplikt ved feilfunksjon.
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CE-merket gjelder s lenge folgende forutsetninger er oppfylt:

Alle komponentene i analysesystemet, det vil si preveprepareringsutstyr,
testreagenser, standarder, instrument og software brukes i den validerte
kombinasjonen.

Brukes 1 samsvar med produsentens validerte arbeidsflyt, som er angitt i
brukerveiledningen.

Brukes innenfor tiltenkt bruk™ som angitt i brukerveiledningen.

Brukerveiledning og samsvarsvurdering skal foreligge sammen med produktet og ma

inneholde:

Angivelse av produktets tiltenkte bruk.

Detaljert beskrivelse om bruk av produktet.
Prinsippet for mélemetoden (deteksjonsprinsippet).
Sammensetning av reagenser.

Lagringsbetingelser og holdbarhet.

Retningslinjer for kalibrering og brukervedlikehold.

Tiltak dersom produktets ytelse endres.

Samsvarsvurdering:

Beskrivelse av produktet.

Dokumentasjon av kvalitetssystemet.

Opplysninger om konstruksjon, virkeméate og produksjon.

Opplysninger om opprinnelse hvis det er innhold av humane komponenter.
Risikoanalyser og henvisning til harmoniserte standarder.
Utprevingsrapporter.

Merking og bruksanvisning.

Resultater og stabilitetsundersekelser.
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For enkelte produkter er det sarskilte krav:

Liste A inneholder produkter som representerer en hoy risiko for pasienter i tilfelle svikt.
HIV, Hepatitt B, C, D og HTLV 1 og 2 er de infeksiase agens pa listen. Liste B inneholder
produkter som representerer en risiko for pasienter i tilfelle svikt. Chlamydia,
cytomegalovirus, rubella og toxoplasmosis er de infeksigse agens pa listen (nomenklaturen er
hentet fra Liste B og er litt uklar & forholde seg til ved at det nevnes slektsnavn og ikke
artsnavn). Dersom produktet faller inn under omrédet som er listet opp i A eller B, innebeerer
det en noe mer omfattende samvarsvurdering med en kontroll av et uavhengig
tredjepartsorgan, et sékalt teknisk kontrollorgan. For agens som ikke er oppfert pa listene
gjelder grunnleggende krav, og produsenten ma selv finne hvor akseptabelt niva ligger. Det er
imidlertid utarbeidet en rekke standarder som angir mer detaljert hva kravene innebarer. Det
er opp til produsenten selv & avgjere om standardene vil folges, eller pa annen méte
dokumentere at kravene i direktivene er oppfylt. Dersom standarder ikke folges, ma

produsenten dokumentere at de grunnleggende krav er oppfylt p4 annen maéte.

Grunnleggende krav:
e Hoyt sikkerhetsnivéa for produksjonen.
e Fjerne, begrense eller informere om faren ved produksjon.
e Beskrivelse av analyseprinsipp.
e Sporbarhet av verdier for kontroller.
e Krav til holdbarhet/stabilitet.
e Analytiske spesifikasjoner.
e Analytisk og diagnostisk sensitivitet.
e Analytisk og diagnostisk spesifisitet.
e Noyaktighet, reproduserbarhet.
e Deteksjonsgrense.
e Maleomrade.

e Kjente interferenser og begrensinger.
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Produsenten skal alltid utstede en samsvarserklaering om at deres produkter oppfyller
direktivets krav, for CE-merket kan péafores.
Samsvarserkleringen ma inneholde:

e Produsentens navn og adresse.

e Navn pa produkt.

e Erklering om at nevnte produkt er i overensstemmelse med de relevante

grunnleggende krav gitt 1 [VD-direktivet.
e Navn og funksjon av den ansvarlige hos produsenten.

e Dato og signatur.

Erklaringen, sammen med teknisk dokumentasjon, skal oppbevares av produsenten i 5 ér, og
skal pd anmodning gjeres tilgjengelig for fagmyndighet og/ eller teknisk kontrollorgan. Dette
inneberer at produktet fritt kan markedsfores og tas i bruk i hele EU/E@S-omrédet.

Utstyrsregisteret:

Enhver med forretningsadresse 1 Norge og som er produsent eller leverander av IVD-utstyr
skal registrere seg og sine produkter i Utstyrsregisteret hos Helsedirektoratet.
Registreringssiden finnes pa hjemmesiden til Helsedirektoratet [59]. Det er utviklet et nytt
globalt nomenklatur for medisinsk utstyr som er et viktig element i CE-merking i EU-
direktivene. Global Medical Device Nomenclature (GMDN) er den eneste nomenklatur som
brukes til offisiell klassifisering innen EU/E@S. GMDN er implementert i Utstyrsregisteret,

og den registreringspliktige skal benytte denne nomenklaturen nér produktene registreres.

Melding ved feil, skader uhell og svikt:

Feil ved utstyr, samt skader, uhell og svikt der medisinsk utstyr er eller kan ha veert involvert,
skal meldes til myndighetene. Feilene mé vare av en sé alvorlig art at det kan fore til, eller
kunne ha fort til, pasientens, brukerens, annen persons ded eller alvorlig forverring av
pasientens, brukerens eller annen persons helsetilstand. Den som produserer, omsetter, eier

eller i sin virksomhet bruker utstyret, plikter 4 gi slik melding [60].
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2.2 Real-time PCR

PCR er en teknikk som ble utviklet tidlig pd 1980 tallet [61]. Den har senere hatt stor
betydning for forskning og bioteknologi. Kartleggingen av det humane genom og andre
organismer, hadde ikke vart mulig uten PCR. Teknikken har revolusjonert diagnostikken
innenfor blant annen rettsmedisin, kreftmedisin, farmaseytisk industri og fylogeni. Malet med
PCR er 4 kopiere en bit av en gensekvens i tilstrekkelig mange kopier, slik at deteksjon er
mulig. Teknikken er sveert sensitiv, og har den fordelen at den ikke er avhengig av et

fenotypisk uttrykk som ofte kan variere innen samme individ og art.

Kort forklart er prinsippet for en tre-trinns konvensjonell PCR:

O Trinn 1. Oppvarming til 93-98 °C (denaturering). Dobbelttradet DNA splittes til to
enkelttrader.

O Trinn 2. Avkjeling til vanligvis 45-65 °C (hybridisering). To egendesignede
enkelttradet oligonukleotider, primere (ca. 20 basepar), hybridiserer til hver sin DNA
trad (templat) i hver ende av mélgenet. Oligonukleotidene er komplementare til
sekvensen de hybridiserer til.

O Trinn 3. Oppvarming til 72 °C (polymerisering) som er DNA polymerases optimale
temperatur. DNA polymerase forlenger primerens 3* ende ved a koble sammen de fire
basenukleotidene (adenin, tymin, cystin og guanin) i riktig rekkefolge slik at kopien
blir komplementzer til templatet. Adenin er komplementzr til tymin, og cystin

komplementer til guanin.

Hver syklus (trinn 1-3) gjentas ca. 20- 40 ganger. Flere hundre millioner kopier vil tilslutt
veare tilbake i losningen. Kopieringen av DNA ved PCR skjer eksponentielt. Fra hvert templat
oppstar det to kopier, som 1 sin tur er opphavet til to nye, og sa videre [62].

Amplifiseringen (kopieringen) foregr i mikrorer eller brenner i spesielle maskiner
(termosyklere) der temperaturen justeres automatisk etter programmet som er valgt av

brukeren.

Real-time PCR er en modifisert metode av konvensjonell PCR som gir flere
anvendelsesomrader. Den viktigste forskjellen er at Real-time PCR muliggjer kvantifisering
av DNA kopier i utgangsmateriale. Ved Real-time PCR blir amplikon detektert under

amplifiseringen 1 et lukket system, som resulterer i kortere analysetid og redusert mulighet for
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kontaminasjon. Spesielle luftkontrollerte rom er ikke nedvendig for Real-time PCR slik det er
for konvensjonell PCR [63]. Dette medferer at teknologien er enkel & anvende for mange

laboratorier.

Figur 2 viser en amplifikasjonskurve fra en klassisk Real-time PCR kjering. Kurven er plottet
etter PCR-sykler pé x-aksen og fluorescensintensitet fra amplifikasjonen pa y-aksen.
Fluorescensintensiteten er proporsjonal med amplikonmengden i proveroret.
Amplifikasjonsplottet viser to faser, en eksponentiell fase og en ikke eksponentiell fase, ofte
kalt plata fase. I lopet av den eksponentielle fasen dobles mengden amplikon for hver syklus.
Etter hvert som reaksjonen pagar, forbrukes komponentene (for eksempel DNA polymerase
eller primere) og en eller flere av dem blir en begrensende faktor. Nér dette skjer vil
reaksjonshastigheten falle og gi over i en platifase (syklus 28-40 i1 Figur 2).
Fluorescenssignalet, ved de forste syklusene (syklus 1-18 i Figur 2), vil vaere pa nivad med
bakgrunnsignalet (non template control - NTC), til tross for at det ogsa her skjer en
eksponentiell gkning av amplikon. Mengden amplikon mé overstige en terskel, Threshold
Line, for at fluorescens kan detekteres. Brytningspunktet for amplifikasjonskurven og

Threshold Line kalles Threshold Cycle (Cr), og blir angitt i syklusnummer [64].
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Figur 2. Amplifikasjonsplott for en positiv prgve med Real-time PCR. Syklusnummerene til reaksjonen er

vist pa x-aksen, og fluorescensintensiteten pa y-aksen (grgnn kurve). Figuren er hentet fra BioRad.
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Real-time PCR kombinerer konvensjonell PCR kjemi med fluorescensmerket probe(r), eller
interkalerende fluorescens som binder seg uspesifikt til alt dobbelttrdidet DNA (SYBR Green).
Fluoerscensmerket probe(r) har to store fordeler sammenlignet med interkalerende
fluorescens. Uspesifikke produkter, som primer-dimer og lignende, vil ikke bli detektert. Den
andre fordelen er muligheten for multipleks PCR. Det vil si & pavise flere mélgen i samme
reaksjonsrer, ved hjelp av prober merket med forskjellig fluoroforer av ulik belgelengde [64].

SYBR Green er mindre kostbart, men kan vere vanskelig & optimalisere.

TagMan prober:

Proben er en enkelttradet oligonukleotid (vanligvis 20-30 basepar) med en fluorescensmerket
reporter i 5° enden og en quencher (slukker) i 3 enden. Den er designet til & hybridisere
komplementeert til templatet pd en av trddene i mellom primerne. Basenukleotider kan ikke
kobles til 3* enden til proben. Nar proben er intakt vil fluorescens fra reporter (vanligvis kort
belgelengde) veere hemmet av quencher (vanligvis lang belgelengde). Dette kalles
Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET) [65]. Dersom proben hybridiserer til
templatet, vil DNA polymerases (Taq) 5°—3" exonukleaseaktivitet kloyve proben, slik at
reporter blir skilt fra quencher. FRET oppherer, og resultatet blir et fluorescenssignal, fra
reporter, som er proporsjonalt med mengde amplikon i reaksjonsreret [64]. Dersom mélgenet
ikke er til stede 1 preven forblir probene intakte. Real-time PCR instrumentet fortar vanligvis
en avlesning etter hybridiseringstrinnet i hver syklus. Den mest brukte reporter-quencher

kombinasjonen er 6-carboxyfluorescein (FAM) og Black Hole Quencher (BHQ) [66].

Nukleinsyre-ekstraksjon innenfor mikrobiologi:

Et viktig preanalytisk steg for PCR er ekstraksjon. Nukleinsyren ma gjores tilgjenglig for
PCR ved a lysere virusinfiserte celler, bakteriers cellevegger og membraner. Ulike
provematerialer kan inneholde substanser som kan hemme PCR reaksjon og gi falske negative
resultater [67]. Heme, galle, proteiner, alkoholer, sporstoffer og metaller er eksempler pé slike
substanser [57]. Det finnes i dag ulike kommersielle metoder for ekstraksjon, badde manuelle
og automatiserte. De fleste er basert pa en teknologi med magnetiske glasspartikler, eller
silika, som har hey affinitet til nukleinsyre. Pravene blir forst lysert, proteiner blir deretter

brutt ned for en vaskeprosess settes 1 gang. Tilslutt elueres ren nukleinsyre.
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2.3 Verifisering, validering og kontaminasjonskontroll

Nokkelen til en god laboratorietest er 4 produsere ngyaktige og presise resultater over tid.
Testen ma vere hurtig & utfoere slik at resultatene er av klinisk nytte. Begrepene verifisering
og validering brukes ofte om hverandre i litteraturen. Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) har definert begrepene i dokumentet Molecular Diagnostic Methods for
Infectious Diseases MM3-A2 [63]:
e Verifisering er definert som en engangsprosess for & fastsla og bekrefte testens ytelse,
for analysen brukes til testing av pasienter.
e Validering er en kontinuerlig prosess for a bevise at metoden, reagenser eller utstyr
fungerer etter hensikten. Viktige faktorer for validering er kvalitetskontroll, testing av
effektivitet, kompetanse hos analytiker, ssmmenliknende laboratoriepreving (SLP) og

kalibrering av instrument.

2.3.1 Verifisering

Péliteligheten til verifiseringsdata avhenger av tre viktige faktorer: validiteten til metoden,
instrumentets evne til & reprodusere resultater og tilstrekkelig opplering av analytiker.
Under grunnleggende krav i [IVD-direktivet, er det opp til produsenten selv & finne hvor
akseptabelt niva ligger. Lynne M. Sloan har publisert anbefalinger for verifisering, validering
og kontaminasjonskontroll for kvalitativ og kvantitativ Real-time PCR 1 klinisk mikrobiologi
[63]. Anbefalingene er basert pa retningslinjer fra CLSI for godkjennelse av Food and Drug
Administration (FDA) i USA. FDA krever, i likhet med EUs IVD-direktiv, verifisering av
egenutviklede laboratoriemetoder som skal benyttes til diagnostikk. Verifiseringsparametre
som ma dokumenteres er neyaktighet, presisjon, spesifisitet, hemming av PCR, médleomrade
og analytisk sensitivitet (Limit of Detection=LOD). Dokumentasjonen ma lagres pa
laboratoriet s& lenge analysen utferes og er gyldig safremt det ikke gjores vesentlige
modifikasjoner som kan pavirke analyseresultatet. En standardisert PCR metode skal gi det
samme resultatet av en prove, enten den er repetert flere ganger, eller utfort av forskjellige
operaterer. Det er alltid en mulighet for at forskjellige faktorer kan pévirke metoden og gi
falske negative resultater [68]. For verifisering av metoden, er det viktig & kjenne til en del

begreper:
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2.3.2 Ngyaktighet

Noyaktigheten til en metode er pavirket av systematiske eller tilfeldige (presisjon) feil.
Imidlertid blir neyaktighet ofte beskrevet som den systematiske feilen. Den systematiske
feilen er avstanden mellom testresultatet og sann verdi. For a kunne angi sann verdi, ma en
gullstandard metode vare tilgjengelig. Ofte mangler slike metoder innen klinisk mikrobiologi,
eller har de lav sensitivitet. Noyaktighet kan ogsa uttrykkes som diagnostisk sensitivitet og

spesifisitet [63].

2.3.3 Presisjon

Presisjon er variasjon i en méleserie, eller mellom méleserier, til en replikert prove under
foreskrevet reaksjonsbetingelser. Repeterbarhet uttrykker presisjonen under de samme
reaksjonsbetingelsene over et kort tidsintervall. Det blir ogsa kalt within-run presisjon og blir
ofte oppgitt som intra-assay presisjon i eksperimenter. Intermedizr presisjon er den totale
presisjonen under varierende reaksjonsbetingelser. Den blir ogsa omtalt som variasjoner
within-laboratory som f. eks. ulike dager, operaterer, utstyr etc. Intermedizr presisjon blir
ofte oppgitt som inter-assay presisjon i eksperimenter. Intermediarpresisjon ma ikke
forveksles med reproduserbarhet som uttrykker presisjonen mellom laboratoriene (between-

laboratory) [69].

2.3.4 Analytisk sensitivitet

Analytisk sensitivitet refererer til deteksjon av DNA med PCR fra bakteriekolonier, eller
kontrollstammer, som ikke er pdvirket av biologisk materiale. Diagnostisk sensitivitet
refererer til deteksjon av DNA med PCR i et biologisk materiale. Sensitivitet kan oppgis som
LOD [70]. Dette er den laveste konsentrasjonen DNA som kan pavises med en Real-time

PCR analysemetode.

2.3.5 Analytisk spesifisitet

Analytisk spesifisitet er en testparameter for 4 verifisere at primerne i analysemetoden ikke
krysshybridiserer med nukleinsyre fra andre arter og gir falske positive resultater. Det
anbefales to mater & teste analytisk spesifisitet pa. Den ene er & analysere et panel, bestaende

av beslektede arter og mikrober fra samme tilholdssted, med den aktuelle Real-time PCR
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metoden [63]. Den andre méten er & soke etter homologe sekvenser til mélgenet eller
primernes og probenes eksklusivitet ved hjelp av verktayet Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) fra National Center for Biotechnology Information (NCBI) [71].

2.3.6 Validering

Analysens evne til & produsere gjentagende neoyaktige og presise resultater er selve kjernen i
kvalitetstesting. Forandringer i reagenser, instrumenter, kontroller og analytikers kompetanse
kan pavirke denne kvaliteten. En valideringsrapport mé utarbeides og inneholde

dokumentasjon av valideringen.

2.3.7 Effektivitet

Amplifikasjonens effektivitet undersekes ved & analysere en fortynningserie av malgenet.
Amplifikasjonskurvene vil fordele seg med lik avstand mellom hver fortynning ved optimal
effektivitet. Effektivitetstesting brukes forst og fremst ved kvantitativ Real-time PCR, men
den gir ogsé nyttig informasjon om repeterbarhet og robusthet for kvalitative analyser.

Amplifikasjonens effektivitet er beregnet utfra standardkurves stigning med folgende formel:

Effektivitet (E) = 107"/stennesal

Teoretisk vil mengden amplikon dobles for hver PCR syklus. Avstanden mellom
fluorescensekurvene i en fortynningsserie med perfekt amplikon dobling beregnes med
formelen:

Fortynningsfaktor = 2"

n = antall sykler (Ct) mellom fluorescensekurvene.

I en 10-folds fortynning skal avstanden mellom kurvene teoretisk vaere 3,32 sykler.

Effektiviteten kan ogsé oppgis i prosent med formelen:

Effektivitet % = (E - 1) x 100 %

Effektiviteten til amplifikasjonen ber ligge mellom 90-110 % (-3,6 > stigningstall > -3,1) [64,
72].
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2.3.8 Kontroller

Kontroller brukes for & overvéke alle faktorer som kan pavirke analyseprosessen [71]. Ideelt
sett burde kontrollene vere i samme miljo som hvert enkelt prevemateriale, fra preparering til
resultat. Dette vil vaere svert upraktisk og tidkrevende & gjennomfore slik at kompromisser
mé gjares. For en kvalitativ Real-time PCR analyse vil én positiv kontroll pr. oppsett vare
tilstrekkelig. Konsentrasjonen ber vare ned mot LOD. En kontroll med hey konsentrasjon av
DNA kan lett kontaminere (’carry over”) andre prover i oppsettet og gi falske positive
resultater. Negativ kontroll inneholder nukleinsyre, men ikke sekvensen til malgenet. NTC
bestar kun av nukleasefritt vann eller buffer, og kalles en blank kontroll. Den kan anvendes
for & avslere om det er forurensing i reagensene eller et forhoyet bakgrunnsignal av

fluorescens i analysen [63].

2.3.9 Intern hemmerkontroll (IC)

IC brukes for & avslere om prevematerialet inneholder forbindelser som kan hemme
amplifikasjonen. Mengden av inhibitorer varierer mellom ulike typer provematerialer. IC kan
sloyfes dersom det er lite hemmere i et provemateriale [57]. En endogen IC er et templat som
finnes naturlig i provematerialet som blir analysert. 16S rRNA, 18S rRNA og andre
husholdningsgener er ofte brukt til dette formalet, men konsentrasjonen av disse vil variere fra
prove til prove, og vil 1 mange tilfeller veere svart hay [73]. En eksogen IC tilsettes praven for
eller etter ekstraksjonen. Deretter utfores en koamplifikasjon (dupleks PCR) med malgenet 1
samme reaksjon. Ideelt sett bor IC-templat hybridisere til de samme primerne som mélgenet
slik at amplifikasjonsbetingelsene blir mest mulig lik. Ulempen er at dette kan fore til en
konkurranse om primerne med malgenet som kan resultere i en lavere effektivitet av
amplifikasjonen og analytisk sensitivitet. Et annet alternativ er & bruke ikke konkurrerende I1C
templat der malgen og IC blir amplifisert med forskjellig primersett. Ulempen er at
amplifikasjon av IC ikke reflekterer amplifikasjonen til mélgenet pa samme mate som en
konkurrerende IC [74]. Konsentrasjonen av kontrollen méd vare meget liten for at sma

mengde hemmere kan avslores.

2.4 Malgen

MgpB genet finnes i en fullstendig kopi, men har en hypervariabel sekvens.
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Det er etablert Real-time PCR metoder med ulike MgPa sekvenser som mélgen, men pa
grunn av stor genetisk variasjon mellom forskjellige stammer, kan disse gi falske negative
resultater [27, 31, 75]. 16S rRNA-genet er ofte brukt til pavisning av M. genitalium [8, 19,
75]. Det er to store ulemper ved bruk av dette genet. 16S rRNA til Mycoplasma genitalium og
Mycoplasma pneumoniae har en likhet i sammensetningen av basesekvens pa 98 % [6].
Dessuten er 16S rRNA genene kjent for & danne sekunderstrukturer slik at sensitiviteten gar
ned [12].

Husholdningsgenet, glyceraldehyde-3-phosphate (gap), koder for et viktig metabolsk enzym i
glykolysen (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase=GAPDH) [76]. Det finnes kun én
kopi av genet i genomet til M. genitalium. Genet antas for & vare relativt konservert og
forskjellig fra homologe gener fra andre arter. Det har en likhet i sammensetningen av

basesekvenser med M. pneumoniae pa 72 % [13].
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3 Materiale og metode

3.1 Prgvemateriale

I denne studien er retningslinjene for provetaking av kliniske prever til C. trachomatis PCR
(COBAS TagMan CT Test, Roche Molecular Systems Inc., Branchburg, NJ, USA) fulgt.

3.1.1 Retningslinjer for prgvetaking

For nukleinsyrebaserte metoder anbefales forste urinporsjon (FVU-first voided urine) fra
pasienter med mistanke om urogenital M. genitalium infeksjon. De forste 5-10 ml samles i et
sterilt polypropylen plastrer [77]. For kvinner anbefales bdde FVU og provemateriale fra
cervix tatt, med STD Swab Specimen Collection and Transport Set (Roche Molecular Systems
Inc., Branchburg, NJ, USA) [77, 78]. En tykk pensel som medfelger, brukes til & fjerne
eventuelt slim eller puss fra cervix. Den tynne penselen skrapes mot cervix for & fange opp
celler. Penselen settes opp 1 transportbufferreret og blandes 1 ca. 20 sekunder. Tilslutt skvises
vasken fra penselhodet mot den innvendige kanten av transportreret. Proven i transportroret
er holdbar i sju dager ved romtemperatur. Urinpreven er holdbar inntil 24 timer ved
romtemperatur, og fire dager ved kjeleskapstemperatur (2-8 °C), inntil ekstraksjon [77].
Nedfrysing av urinprever ved — 20 °C, spesielt fra kvinner, er ikke anbefalt ettersom om lag
20 % av PCR positive M. genitalium blir negative etter fryse-tine prosessen [78].

Det er mottatt 20 kjente positive M. genitalium prever fra Fiirst Medisinsk Laboratorium.
Fiirst har de samme retningslinjene for prevetaking som er nevnt for dette eksperimentet

http://www.furst.no/bb/index6.html.

3.1.2 Forbehandling og ekstraksjon

En oppkonsentrering av urinprevene ble utfort for ekstraksjon [79]. 1 ml urin ble overfort til
et mikrorer (1,5 ml Polypropylen, Sarstedt, Numbrecht, Tyskland) og sentrifugert ved 21 000
x g i 10 minutter (Biofuge Primo, Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC, USA). 800 ml
supernatant ble fjernet for pelletten ble lost pd whirlmikser. Ekstraksjon av bdde cervikalt
sekret og de preparerte urinprovene, ble utfort med det helautomatiske MagNA Pure LC

instrumentet (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland).
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Reagenser:
MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland).

Program:

Total NA Variable_Elution_Volume
Provevolum:

200 pl

Elueringsvolum:

100 ul

3.2 Kontrollmateriale

En fortynning av Mycoplasma genitalium G37, ATCC 33530 (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA), er brukt som positiv kontroll. Det fryseterrete materialet
ble lost 1 ca. 2 ml nukleasefritt vann (Gibco, Carlsbad, CA, USA). Ekstraksjon ble deretter
utfort med MagNA Pure LC. Nukleasefritt vann er brukt som blank kontroll (NTC). En
fortynning av klonet MS2 DNA (TIB-Molbiol, Berlin, Tyskland) er brukt som en ikke
konkurrerende IC [80]. Torrstoffet er lost i nukleasefritt vann til en konsentrasjon p& 1x10°

bakteriegenomer/pl.

3.3 Primer og probe design

PCR primere i den publiserte artikkelen fra Svenstrup et al. for pavisning av gap-genet til M.
genitalium (National Center for Biotechnology Information, aksesjonsnummer L.43967,
gov[1) er brukt som utgangspunkt [9]. To alternative primere og en TagMan probe ble pa
foresporsel designet av Olfert Landt ved TIB-Molbiol. Primere og probe til MS2 DNA Real-
time PCR er designet av TIB-Molbiol. En sammenlignende Real-time PCR analyse for
pavisning av 16S rRNA-genet hos M. genitalium er brukt med de samme betingelsene som i
den publiserte artikkelen til Jurstrand et al. [8]. Alle primerne og probene er produsert og
levert av TIB-Molbiol. De fryseterrete primerne og probene er lost 1 nukleasefritt vann til

stocklesninger pd 100 pM.
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Tabell 1. Primer og probesekvenser for pavisning av Mycoplasma genitalium G37 DNA.

Aksesjonsnummer gap gen: L43967, gi: 84626123. Aksesjonsnummer 16S rRNA gen: X77334 og gi:
459531 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) og phage MS2 DNA (IC).

Oligonukleotid

Mycoplasma genitalium,

glyceraldehyde-3-phosphate (gap) gen

L43967,
X77334

Mgen01 — Forward

5

GCTTGATTTACTTGTTCAACAGATGGAC-3’

371170 - 371197

Mgen 02 — Reverse

5

GTGCTCGTGCTGCAGCTGT-3

371359 — 371341

Mgen A — Reverse

"CAACAACAACAGGAGCAGCTAA-3’

371329 - 371308

Mgen B — Reverse

"AACGCTTACAAGATGCTCCTCATA-3’

371395 - 371372

MgGAP TM- Reverse

"FAM" -TCCAGAAGCAAATGGCAAACTTAATGGG- BBQb -3’

371289 - 371262

MG16-45 — Forward 5" TACATGCAAGTCGATCGGAAGTAGC-3’ 45-69

MG16-47 - Reverse 5" AAACTCCAGCCATTGCCTGCTAGA-3" 469-447
Mgl16S-FL — Reverse | AATAACGAACCCTTGCAGGTCCTTTCAACTT-FL -3’ 213-183
Mgl6S-LC — Reverse | 5 LC640d-AATTCATGCGAACTAAAGTTCTTATGCGGTATTAGCT-3 ’ 181-145

MS2 — Forward

"TGCTCGCGGATACCCG -3’

MS2 — Reverse

5

AACTTGCGTTCTCGAGCGAT -3’

MS2-TM - Forward

5

Texas Red-ACCTCGGGTTTCCGTCTTGCTCGT- BBQb 3

* 6-carboxyfluorescein

® Black Berry Quencher

¢ Fluorescein

4 LightCycler RED 640

Tabell 2. Lengden til forskjellige amplikonsekvenser, i antall basepar, for gap, 16S rRNA gen (M.
genitalium) og MS2 DNA (IC).

Primere

Amplikon lengde:

Mgen 01- Mgen 02:

Mgen 01- Mgen A:
Mgen 01- Mgen B:

MS2 F- MS2 R:
16S F- 16S R:

190 basepar
139 basepar
226 basepar

61 basepar
425 basepar
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All amplifikasjon, deteksjon og data analysering er utfort med LightCycler 480 (Roche

Diagnostics, Mannheim, Tyskland) 1 96 brenners plateformat.

Standardbetingelser:
Retningslinjene fra LightCycler Technical Note anbefaler folgende betingelser for PCR

oppsett som ikke er optimalisert:

Tabell 3. Oversikt over konsentrasjonen av reagenser i PCR-miks ved standardbetingelser. Totalvolum
20 pl.

Reagenser Konsentrasjon

LightCycler FastStart DNA Master HybProbe
(Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland)

25mM MgCl, S5mM
FastStart Tag DNA polymerase, reaksjonsbuffer, deoksynukleosid trifosfat

(dUTP i stedet for dTTP) Ix
Primere (Mgen og MS2) 0,5 uM
Prober (MgGAP-TM og MS2-TM) 0,2 uM
UNG (Uracil-N-Glycosylase, Eurogentec S.A, Belgia) 0,5U
MS2 DNA templat, 100 plasmidkopier/ pl S5ul

15 pl av primermiksen og 5 pl eluat ble tilsatt brennene i1 reaksjonsbrettet (AB70659,
BlOplastics, Landgraaf, Nederland) og forseglet med EU-Opti-Seal (BIOplastics, Landgraaf,
Nederland). Hvert oppsett inneholdt NTC og en positiv kontroll.
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Tabell 4. Standardbetingelser for amplifikasjonsprogram pa LightCycler 480.

Temperatur Tid
UNG aktivering 50 °C 2:00
FastStart Enzym 95 °C 10:00
Denaturering 95°C 0:15
Hybridisering 60 °C 45 sykluser 0:15
Elongering 72 °C 0:12
Avkjeling 40 °C 0:20

3.3.1 Primer-dimer test

2,0ul SYBR-green | (10x konsentrasjon, Invitrogen, Oregon, USA) ble tilsatt PCR-miksen.
Den templatfrie testen ble analysert i triplikat med standardbetingelser for
amplifikasjonsprogram (Tabell 4) og reagenskonsentrasjoner (Tabell 3). TagMan proben
(MgGAP-TM) ble erstattet med vann i reaksjonsbrennen til positiv kontroll (M. genitalium
G37 DNA, 24 bakteriegenom/pl).

3.3.2 Valg av revers-primer

De ble satt opp primer-dimer undersgkelse for hver av de tre revers-primerene og gjort en
sammenligning av uspesifikke reaksjoner fra resultatene. Et BLAST sok ble utfort for &

sjekke spesifisiteten til hver enkelt primer.

3.4 Optimalisering

Retningslinjer fra LightCycler Technical Note er fulgt [81]. Dette er et forslag over en trinnvis
optimaliseringsprosedyre for & oppna best mulig reaksjonsbetingelser for analysen. En

primer-dimer test er utfort for og etter optimalisering av reaksjonsbetingelsene.

Sluttkonsentrasjonen av Mg”"er titrert i et omrade fra 3,0-5,0 mM. Det ble satt opp 5
replikater for 3,0, 4,0 og 5,0 mM. Standardbetingelser for konsentrasjonen av de gvrige

reagensene og amplifikasjonsprogram er brukt.
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Sluttkonsentrasjonen av primerne er titrert i et omrade fra 0,5-1,0 uM. Det ble satt opp 5
replikater for 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 og 1,0 uM. Eksperimentet er utfort med
standardbetingelser og optimalisert Mg*" konsentrasjon.

Sluttkonsentrasjonen av TagMan proben er titrert i et omrdde fra 0,2-0,4 pM. Det ble satt opp
5 replikater for 0,2, 0,3 og 0,4 uM. Eksperimentet er utfort med standardbetingelser og
optimalisert Mg®"- og primerkonsentrasjon.

Gradering av hybridiseringstemperaturen er utfort fra 55,0-65,0 °C. Det ble satt opp 4
replikater for 55.0, 60.0 og 65.0 °C. Eksperimentet er utfort med standardbetingelser og

optimalisert Mg®"-, primer- og probekonsentrasjon.

3.5 Verifisering
IC (250 plasmidkopier/PCR reaksjon MS2 DNA) er med i alle verifiseringseksperimentene.

3.5.1 Stabilitet

Holdbarheten til primermiksen ble undersokt etter tillaging og etter 7 maneder med triplikater
av en M. genitalium G37 stamme (ca. 238 bakteriegenom/ul). Primermiksen ble oppbevart

morkt ved 2-8 °C og kontrollstammen ved <-18 °C.

3.5.2 Analytisk sensitivitet

Ufortynnet M. genitalium G37 DNA ble ekstrahert med MagNA Pure LC. For & beregne total
mengde DNA i eluatet ble optisk tetthet (OD) malt ved 260 nm med NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Saveen & Werner AS, Sverige). I alt 10 replikater ble utfort med 2 pl
eluat som testvolum. Molekylantallet ble beregnet og fortynnet i henholdsvis nukleasefritt
vann, en blanding av negative uriner og en blanding av endocervikale prever. Eksperimenter

med maéleserier av 20 replikater av M. genitalium G37 ble utfert.

3.5.3 Analytisk spesifisitet

Bakteriene og gjarsoppisolatet ble dyrket pa agarskaler (Blood Agar Base No 2, Oxoid,
Hampshire, England) med saueblod (Fisher Scientific, Oslo, Norge) og inkubert aerobt ved 35
°C 12 degn. Bordetella pertussis, Neisseria gonorrhoeae og Bacteroides fragiles ble dyrket
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pa Columbia agar (Columbia Blood Agar Base med Vitox, Acumedia Manufactures Inc., MI)
med hesteblod (Fisher Scientific, Oslo, Norge) og inkubert ved 36 °C 15 % CO; eller
anaerobt ved 36 °C 1 5 degn. Alle agarskalene ble produsert av Substratslaboratoriet, Enhet
for mikrobiologi, Serlandet sykehus HF (SSHF). Koloniene ble hastet med 1 pl plastese og
lost 1 500 pl nukleasefritt vann i mikrorer. Pasientprevene som inneholdt Chlamydia
trachomatis, Mycoplasma pneumoniae og Chlamydophila pneumoniae ble pavist med PCR av
SSHEF. Ekstraksjon ble utfert med programmet: Total NA Variable_Elution_Volume med
MagNA Pure LC instrumentet. Herpes Simplex Virus I og II er kommersielle DNA kontroller
klare til bruk (Vircell, Granada, Spania).

3.5.4 Nagyaktighet

Eksperimentene for noyaktighet er utfort ved & bruke hele testsystemet, fra provepreparering
til resultat. Testing av neyaktighet krever, ifolge retningslinjene til Sloan, L. M [63], et panel
med 50 positive og 50 negative prover. Ved mangel pd positive pasientprover gir
retningslinjene rom for & tilsette positivt kontrollmateriale i negativt provemateriale for &
simulere en positiv pasientpreve. Et panel med 25 M. genitalium PCR positive og 25 negative
urinprever, samt et tilsvarende panel med endocervikale prover, er undersgkt for mélgenet
(gap) og en sammenlignende analyse (16S rRNA) [8]. For den sammenlignende analysen er
det brukt standardbetingelser av reagenser og PCR programmet som er angitt i publikasjonen.
15 av urinpregvene og fem av prevene fra cervix er mottatt fra Fiirst Medisinsk Laboratorium
og betraktet som sanne positive. Fire urinprover er bekreftet positive med to forskjellige Real-
time PCR analyser (gap og 16S rRNA) av SSHF. 6 urinprever og 20 endocervikale prover er
tilsatt ulike konsentrasjoner av M. genitalium G37 DNA (ATCC 33530) for a simulere

positive praver. 50 negative prover er forst testet med den sammenlignende analysen.

3.5.5 Presisjon

Fem replikater av to konsentrasjoner med M. genitalium G37 ble testet. For a simulere de
aktuelle provematerialene testsystemet skal godkjennes for, ble M. genitalium G37 tilsatt en
”pool” med 20 urinprever og 20 endocervikale prever. Provene var pa forhdnd ekstrahert i
MagNA Pure LC og testet negativ med PCR (gap). Presisjonen i gvre og nedre
konsentrasjonsomrade ble testet (ca. 23 800 bakteriegenom/ul og ca. 24 bakteriegenom/pul).
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3.6 Validering

3.6.1 Robusthet ved volumendringer

Produsenten av FastStart DNA Master anbefaler a bruke 15 pul PCR-miks og 5 pl templat til
PCR reaksjonen pa LightCycler. Det ble utfert et eksperiment for & undersgke om ulike volum
av PCR-miks og eluat kan pavirke resultatet. Til et fast volum PCR-miks (15 pl), ble det
tilsatt 1, 3, 5, og 10 pul av en positiv M. genitalium G37 kontroll (ca. 24 bakteriegenom/ul) for
ikke biologisk materiale, urin og cervikalt sekret. Til henholdsvis 5, 10 og 20 pul PCR-miks,
ble det tilsatt 5 pl positiv kontroll for ikke biologisk materiale, urin og cervikalt sekret.

Forsgkene ble gjentatt to ganger pafelgende dager.

3.6.2 Effektivitet

10-folds fortynninger med fem konsentrasjoner av ekstrahert Mycoplasma genitalium G37,
ATCC 33530, er brukt for a teste effektiviteten til amplifikasjonen. Konsentrasjonen strakk
seg fra ca. 238 000 til ca. 24 bakteriegenom/pul. Effektiviteten er ogsa testet i
provematerialene, urin og cervikalsekret, som analysen skal godkjennes for. En ”pool” av 20
M. genitalium PCR negative urinpraver, 20 PCR negative endocervikale prever og
nukleasefritt vann ble brukt som fortynningsvaeske til hver av de tre maleseriene som ble lagd.
Triplikater av hver fortynning ble analysert med optimaliserte betingelser. Beregningene av

stigningstall og effektivitet ble utfort automatisk av programvaren til LightCycler 480.

3.7 Statistikk

Paret T-test er brukt for & teste primermiksens stabilitet etter oppbevaring. Enveis ANOVA er
brukt for teste robustheten til volum i PCR reaksjonen. Tukey test er brukt som
oppfelgingstest. Data i mélingene antas & vaere normalfordelte, og beregningene er utfeort med

Analyze-It i Excel.
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4 Resultater

4.1 Primervalg

I publikasjonen til Svenstrup et al. [9] er det designet et primerpar, 01 og 02, som ikke er
optimalt. Figur 3 viser en sekvens der fire baser fra primer 02 er komplementzer til primer 01.
Uspesifikke bindinger (primer-dimer), som er tilfelle med primerparet 01 og 02, kan redusere
mengden av primere/prober som er tilgjengelig for PCR reaksjonen og gi en redusert yteevne.
To alternative revers primere (A og B), og primer 02, ble undersekt for primer-dimer
dannelse. Resultatet viste amplifikasjonskurver med gjennomsnitt Cr-verdi pé ca. 34 for
primer 02. Ingen kurver ble pavist for primer A og B. Ettersom amplifikasjonskurver
indikerer dannelse av primer-dimere, ble primer 02 forkastet. BLAST sok (01. desember
2008) viste ingen forskjell i spesifisitet mellom primer A og B. Forsek med hey og lav
konsentrasjon av positivt kontrollmateriale viste det samme bilde for begge primerne. Primer

B er brukt til de andre eksperimentene i denne studien.

Mgen 01

ACAG
TTAAAAGAAGCGGAAGCARATCGCTTCATGGCTTGATTTACTTGTTCARCAGATGEACTTTTTTCAAGTACAACACTTAACTCTACAATAGAACCAG 2631
AATTTTCTTCGCCTTOGT TTAGCGAAGTACCCAACTA A ATGAACAAGTTGTOTACCTGAAAAAAGTTCATGTTCTCGAATTGAGATGTTATCTTGGTC

n2
MgGAP e
h

TTaACACTGGAACACGEAGTEACATCCCATTAAMGTTTGCCATTTEC T TCTGGAACAACAAGCCCAATTSCTTTAGCTGCTCCTGTTETTGTTGGCAC 2728
AATTGTGACCT TG TG TCAC TG TAGGGTAATTCAAACGETAAACGAAGACCTTGTTGT TCGEETTAACGAAATCGACGAGGACAACAACAACCGETG
Mgen L Mgen FL Moen A
R s i | i ettt | L

AATGTTAACAGC TGO AGCACCAGCACGACCT AT AT TATGAGGAGCATCTTETAAGCGTTCATC TO AGTATATGCATGAACTCTTAGCATCGTT 2825
TTACAATIGIOGACGTCGTGC TG TG TGCATTCAGTAATACTCCTCGTAGAACATTCGCAACTAGACSTCATATACGTACTTGACAATCGTAG AL

Mgen 02 Mgen B

—

Figur 3. Bindingsseter for primere og prober pa gap genet til Mycoplasma genitalium G37 (aksesjonsnummer: L43967, gi: 84626123).
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Mgen 01, Mgen 02, Mgen LC og Mgen FL er oligonukleotider fra publikasjonen til Svenstrup et al.

Mgen A, Mgen B og MgGAP er oligonukleotider designet av O. Landt ved T1B-Molbiol.
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4.2 Optimalisering

Tabell 5. Optimalisering av Mg**-ion, hybridiseringstemperatur, primer- og probekonsentrasjon for

pavisning av M. genitalium DNA med IC. Eksperimentet er utfart pa LightCycler 480.

MgCl, oot Crvord 2= S0 Fluorescensintensitet
Manuell avlesning
(n=5)

3,0 mM 31,10 £ 0,40 Ca. 4-13

4,0 mM 30,20 £ 0,44 Ca. 7-17

5,0 mM 29,84 + 0,34 Ca. 5-26
Primerkonsentrasjon

0,5 uM 30,38 £ 0,26 Ca. 14-18

0,6 uM 30,23 £ 0,35 Ca. 14-20

0,7 uM 29,98 +£0,78 Ca. 6-28

0,8 uM 29,81 £0,26 Ca. 14-28

0,9 uM 29,62 £0,15 Ca. 13-28

1,0 uM 29,52 + 0,24 Ca. 22-28
Probekonsentrasjon

0,2 uM 34,85+ 1.51 Ca. 4-21

0,3 uM 34,06 + 0,33 Ca. 12-20

0,4 uM 33,31+£0,31 Ca. 16-25
Hybridiseringstemperatur

55,0 °C 31,58+ 0,39 Ca. 7-9

60,0 °C 31,02 +0,18 Ca. 8-10

65,0 °C 31,81 0,09 Ca. 6-7

Cr = Cycle Threshold
SD= Standard Deviation
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Ved & oke konsentrasjonene av primere, probe og Mg -ioner kan sensitiviteten og
fluorescensintensiteten forbedres. Blir konsentrasjonen for hay, vil mengden uspesifikke
bindinger tilta, og redusere effektiviteten. For lave konsentrasjoner vil imidlertid fore til
redusert effektivitet pd grunn av underskudd av reagenser som gir en dérligere hybridisering
[64]. Ingen primer-dimer ble pavist med SYBR-green, hverken for eller etter optimalisering.
Positiv kontroll (eksklusiv probe) viste forventet resultat. Analysen viste seg ikke & vere
sarbar for uspesifikke bindinger ved relativt hoye konsentrasjoner av oligonukleotider og
Mg**-ioner. Konsentrasjonene av primere og probe ble justert opp fra henholdsvis 0,5 pM og
0,2 uM, som er standardbetingelser i retningslinjene fra LightCycler Technical Note, til 1,0
uM og 0,4 uM [81].

4.3 Validering

4.3.1 Stabilitet

Tabell 6. Oversikt over holdbarheten til egenutviklet primermiks, far og etter henstand i kjgleskap
(2-8 °C).

M. genitalium G37 (Ca. 238 bakteriegenom/ul) Gjennomsnitt Cr-verdi + SD
(n=3)

Nylaget primermiks 31,36 £ 0,15

Etter 7 maneder 32,76 £ 0,35

Cr = Cycle Threshold
SD= Standard Deviation

Paret T-test viser at primermiksene ikke gir noen signifikant forskjell (p < 0,005) av Cr-

verdiene etter 7 maneders oppbevaring 1 kjeleskap (2 °C).
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4.3.2 Analytisk sensitivitet

Kvantitering av M. genitalium G37 med NanoDrop 1000 Spectrophotometer:

Tabell 7. Ti parallelle konsentrasjonsmalinger av M. genitalium G37 DNA med NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Saveen & Werner AS, Sverige) ble brukt for & beregne total mengde DNA i eluatet.

Maling nummer ng/ul

1 12,53

2 11,79

3 12,55

4 13,61

5 14,19

6 14,62

7 15,83

8 14,86

9 16,48

10 12,92

Gjennomsnitt ng/ul 13,94
Variasjonskoeffisient (CV %) 11,0

Innhold av DNA molekyler i ufortynnet M. genitalium G37 kontroll:
Avogadros konstant: 6,022x10* molekyler/mol.
Estimert molekylvekt for dobbelttradet DNA: (# nukleotider x 607,4) + 157,9"[82].

Genomsterrelse M. genitalium: 580 076 nukleotider.

6,022><1023 molekyler/mol X 13,938 ng/ul
(580 076 x 607,4) + 157,9 g/mol

=23 825 589 molekyler/ul eller bakteriegenom /ul

“Indikerer molekylvekten til 5° trifosfat.
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Tabell 8. Oversikt over eksperimenter for angi LOD (analytisk sensitivitet) i ulike matriks.

L Ikke biologisk | Cervikalt- | Urin

M. genitalium G37 ' .

Bakteriegenom/PCR | materiale sekret
reaksjon (20 pl) (n=20) | (n=20) | (n=20) (n=20)
Fortynning | Bakteriegenom/pl Uten
IC

1:10° 23,8 119 20 20 20 20
7:107 16,1 81 20 20 20 20
5:107 11,8 59 20 20 20 20
3:107 7,1 35 20 20 20 20
1:107 2,4 12 13 17 15 18
1:10° 0,2 1 2 3 2 3

Resultatene av maleseriene viste en deteksjonsgrense for den egenutviklede analysen ned til
0,2 bakteriegenom/ul eller 1 bakteriegenom/reaksjon. Grensen der alle replikatene ble

positive er 60 bakteriegenom/reaksjon.

4.3.3 Analytisk spesifisitet:

Stammene som ble valgt for & teste den analytiske spesifisiteten er enten nart beslektet med
M. genitalium eller tilherer floraen i urogenitaltraktus (Tabell 9). Resultatene viste at
primerne og proben i analysen er spesifikke for M. genitalium siden ingen kryssreaksjoner

med stammene i panelet ble pavist.
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Tabell 9. Liste over DNA fra mikrober brukt til undersgkelse av analytisk spesifisitet.

Real-time PCR resultat

Mikrobe Kode
16S rRNA gap IC

Staphylococcus aureus ATCC 25923 - -
Enterococcus faecium CCUG 36804 - -
Escherichia coli ATCC 25922 - -
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 - -
Proteus mirabilis NCTC 60 - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - -
Mycoplasma hominis ATCC 23114 - -
Mycoplasma pneumoniae ATCC 15531 - -

Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniae
Bordetella pertussis
Neisseria gonorrhoeae
Gardnerella vaginalis
Candida albicans
Staphylococcus epidermidis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus pyogenes
Bacteroides fragiles

Herpes simplex virus type I
Herpes simplex virus type 11
Chlamydia trachomatis’
Mycoplasma pneumoniae?
Chlamydophila pneumoniae®

ABI 08-946-250

ABI 08-932-250
ATCC 8467

ATCC 49226

ATCC 14018

ATCC 14053

ATCC 12228

CCUG 29780

ATCC 19615

ATCC 25285

Vircell 07MBC023003
Vircell 07MBC024003
10 pasientprever

5 pasientprover

5 pasientprover

t++++++

!5 urin- og 5 endocervikaleprover bekreftet positive med Cobas TagMan 48, Roche

Diagnostics, Mannheim, Tyskland (SSHF).

? 5 luftveisprover bekreftet positive med iCycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA

(SSHF).

ATCC — American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA
CCUG - Culture Collection, University of Goteborg, Sverige

NCTC - National Collection of Type Cultures, Colindale, London, UK

ABI - Advanced Biotechnologies Inc, Columbia, MD, USA

Vircell, Granada, Spania
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4.3.4 Ngyaktighet

Resultatene fra eksperimentet for nayaktighet (Tabell 10) viste positivt resultat for alle
prevene i panelet med den egenutviklede analysen (gap). Med den sammenlignende analysen
(16S rRNA) viste fire av prevene i panelet negativt resultat. For den egenutviklede analysen
gir dette en diagnostisk sensitivitet, spesifisitet, positiv og negativ prediktiv verdi p 100 %
(Figur 4). For den sammenlignende analysen er diagnostisk sensitivitet, spesifisitet, positiv og
negativ prediktiv verdi henholdsvis 90, 100, 100 og 82 %. IC var negativ for 3 av de 4
provene med heyest konsentrasjon (23 800 bakteriegenom/ul) av M. genitalium templat, men
aktiviteten av hemmere er uten relevans nar malgenet er pavist.

Et panel med 50 negative urin og endocervikale prover ble analysert med den egenutviklede
analysen. Resultatene viste full overensstemmelse med panelet (resultatene er ikke vist).

IC var negativ for to av urinprevene. Prevene ble fortynnet 1:5 i nukleasefritt vann som

resulterte i positiv IC og DNA negativ M. genitalium ved gjentatt kjoring.

Sammenlignende analyse (16S rRNA)

+ -
+ SP FP
Ny analyse (gap)
- FN SN

Diagnostisk sensitivitet = SP/(SP + FN) %
Diagnostisk spesifisitet = SN/(FP + SN) %
Positiv prediktiv verdi = SP/(SP + FP) %
Negativ prediktiv verdi = SP/(FN + SN) %

SP-sann positiv; FP-falsk positiv; SN-sann negativ; FN-falsk negativ.

Figur 4. Oversikt over ulike mater & utrykke ngyaktighet.
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Tabell 10. Panel av DNA positive M. genitalium prgver fra urin og cervikalt sekret. Prgvene fra Furst

Medisinsk Laboratorium er pavist med metoden til Jensen et al. [7] (MgPa gen).

DNA positive M. genitalium prover: Sammenlignende analyse: Egenutviklet analyse:
Provenr. Urinpreve fra pasient 16S rRNA IC
med uretritt Jurstrand et al. £ap

1 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
2 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
3 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
4 Fiirst Medisinsk Laboratorium - + +
5 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
6 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
7 Fiirst Medisinsk Laboratorium - + +
8 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
9 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
10 Fiirst Medisinsk Laboratorium - + +
11 Fiirst Medisinsk Laboratorium - + +
12 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
13 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
14 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
15 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
16 SSK + + +
17 SSK + + +
18 SSK + + +
19 SSK + + +
20 23 800 bakteriegenom/pl + + -
21 2 380 bakteriegenom/pl + + +
22 238 bakteriegenom/pl + + +
23 23 800 bakteriegenom/pl + + +
24 2 380 bakteriegenom/ul + + +
25 238 bakteriegenom/pul + + +
Provenr. Cervikalt sekret fra

pasient med cervisitt
1 Fiirst Medisinsk Laboratorium - + +
2 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
3 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
4 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
5 Fiirst Medisinsk Laboratorium + + +
6 24 bakteriegenom/pl + + +
7 24 bakteriegenom/pl + + +
8 24 bakteriegenom/pl + + +
9 24 bakteriegenom/pl + + +
10 24 bakteriegenom/pl + + +
11 24 bakteriegenom/pl + + +
12 24 bakteriegenom/pl + + +
13 24 bakteriegenom/pl + + +
14 238 bakteriegenom/pl + + +
15 238 bakteriegenom/pl + + +
16 238 bakteriegenom/pl + + +
17 238 bakteriegenom/ul + + +
18 238 bakteriegenom/ul + + +
19 238 bakteriegenom/ul + + +
20 238 bakteriegenom/ul + + +
21 238 bakteriegenom/pl + + +
22 238 bakteriegenom/pl + + +
23 23 800 bakteriegenom/pl + + -
24 2 380 bakteriegenom/pl + + +
25 238 bakteriegenom/ul + + +

SSK-Serlandet sykehus HF, Kristiansand
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4.3.5 Presisjon

Cr-verdiene fra eksperimentene som er listet i Tabell 11 er brukt til & beregne intra- og inter-
assay variasjonene. Intra-assay variasjonen er beregnet fra de fem replikatene som ble
analysert 1 hvert oppsett. Intra-assay variasjonen for ikke biologisk materiale viste en
variasjonskoeffesient som varierte fra 0,3 % til 0,8 % ved hey konsentrasjon, og 1,2 % til 2,0
% ved lav konsentrasjon. For cervikalt sekret varierte variasjonskoeffesienten fra 0,5 % til 3,0
% ved hay konsentrasjon, og 0,5 % til 1,5 % ved lav konsentrasjon. For urin varierte
variasjonskoeffesienten fra 0,9 % til 3,4 % ved hey konsentrasjon, og 0,4 % til 2,4 % ved lav
konsentrasjon. Inter-assay variasjonen er beregnet fra gjennomsnittsverdien til alle
oppsettene.

Inter-assay-variasjonen for ikke biologisk materiale, cervikalt sekret og urin var pa
henholdsvis CV 1,5 %, CV 2,4 % og CV 1,8 % ved lav konsentrasjon, og CV 0,8 %, CV 3,7
% og CV 3,3 % ved hey konsentrasjon.

Tabell 11. Oversikt over resultater fra presisjonseksperimentet for M. genitalium. Tabellen viser
gjennomsnittsverdien av Cycle Threshold til de fem replikatene for ikke biologisk og biologisk materiale.

Eksperimentet er utfgrt med hgy og lav konsentrasjon over fem dager.

Ikke biologisk materiale | Cervikalt sekret Urin
M. genitalium G37 (n=5) (n=5) (n=5)
~23 800 bakteriegenom/pl Gjennomsnitt Gjennomsnitt Gjennomsnitt
Cr-verdi=SD CV % | Cr-verdi£SD CV % | Cr-verdi+SD CV %
Dag 1 25,59 +0,12 0,5 25,54+ 0,12 0,5 25,50+ 0,87 34
Dag 2 25,46 + 0,09 0,3 25,85+0,14 0,5 24,61 +0,47 1,9
Dag 3 25,67 +0,20 0,8 25,33 +0,39 1,6 25,15+0,56 2,2
Dag 4 25,73 £ 0,20 0,8 23,46 + 0,81 3,5 2427+0,80 3,3
Dag 5 2521 +0,11 0,5 25,27+ 0,26 1,0 26,38+ 0,24 0,9
~24 bakteriegenom /ul
Dag 1 34,65+ 0,67 1,9 33,95+0,51 1,5 3444+0,84 24
Dag 2 33,82+ 0,66 1,9 32,92 +0,43 1,3 32,95+0,25 0,8
Dag 3 34,58 £ 0,49 1,4 33,08 +0,17 0,5 33,26+0,23 0,7
Dag 4 34,66 + 0,40 1,2 34,40 + 0,48 1,4 33,90+0,13 04
Dag 5 35,29+0,72 2,0 34,77+ 0,43 1,3 33,94+0,26 0,8

Cr = Cycle Threshold SD= Standard Deviation CV= Coefficient of Variation
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4.4 Validering

4.4.1 Robusthet ved volumendringer

Enveis ANOVA viser at bdde ulike volum av PCR-miksen og templat (positiv kontroll), ikke
gir noen signifikant forskjell av Cr-verdiene for ikke biologisk materiale (P > 0,05).

Enveis ANOVA viser at bdde ulike volum av PCR-miksen og templat, gir en signifikant
forskjell av Cr-verdiene for cervikalt materiale (P < 0,05). Utvidet Tukey test viser at det er
en signifikant forskjell mellom 5 pl og 3, ul og mellom 5 ul og 1 pul av templatet (P < 0,05).
Det er ogsa en signifikant forskjell mellom 15 pl og 10 pul PCR miks (P < 0,05). Enveis
ANOVA viser at ulike volum av templatet, gir en signifikant forskjell av Cr-verdiene for urin
(P <0,05). Utvidet Tukey test viser at det ikke er en signifikant forskjell av Cr-verdiene for
urin mellom 5 pl templat og de tre andre volumene (P > 0,05). De ulike volumene av PCR-

miksen gir ikke noen signifikant forskjell av Cr-verdiene for urin (P > 0,05).
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Tabell 12. Oversikt over eksperimentene med ulike volum av PCR-miks og eluat.

M. genitalium G37

Gjennomsnitt Cr-verdi + SD

~24 bakteriegenom/ul Volum PCR-miks
Volum pr.
Matriks reaksjon 20 pl 15 ul 10 pl Sul
Ikke blOlOngk 1 ul 35,78 + 0’95
materiale (vann)
3pul 34,53 +£1,02
(n=3)
S5ul 3480+ 1,41 | 33,95+0,84 |34,79+0,70 | 33,36 £0,77
10 pl 33,84 £ 0,30
1 ul 35,37+ 0,23
Cervikalt sekret
3ul 34,68 £ 0,47
(n=3)
5ul 34,78 0,14 | 33,43+0,34 | 35,18+0,81 | 33,76 = 0,60
10 pl 33,58 +0,13
1 ul 35,23 +£0,37
Urin
3ul 34,31 £ 0,68
(n=3)
S5ul 34,77+0,77 | 33,77+0,63 |33,92+0,32 | 33,66+ 0,45
10 pl 33,02 + 0,85

Cr = Cycle Threshold
SD= Standard Deviation

4.4.2 Effektivitet

Threshold Line er plassert manuelt i amplifikasjonskurvens lineare fase.

Et gjennomsnitt av Cr-verdien til de ulike fortynningene er vist i Tabell 13.

Programvaren til LightCycler 480 bruker Cr-verdiene til 4 beregne en standardkurve (beste

rette linje). Standardkurvene er vist i Figur 5-Figur 12. Standardkurvenes stigningstall var

innenfor grenseverdiene for bade biologisk og ikke biologisk matriks. Cr-verdiene var linezre

pé en log lineer skala for 5 log intervaller av fortynningseriene med M. genitalium. Den

kalkulerte effektiviteten til reaksjonen var naer 2,0. Effektiviteten til amplifikasjonen er noe

forskjevet for biologisk matriks sammenlignet med ikke biologisk. Det ble ikke pavist noen

forskjell av bakgrunnsignalet (NTC) til de ulike matriksene.
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Tabell 13. Effektivitetstest av M. genitalium G37 DNA pa LightCycler 480.

Gjennomsnitt Cr-verdi = SD

For optimalisering

Etter optimalisering

M. genitalium
o Ikke biologisk Ikke biologisk Urin Cervikalt
materiale materiale sekret
Bakteriegenom/pl
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
~ 238 000 20,97 + 0,07 21,34+ 0,08 22,89+ 0,15 23,75+ 0,07
~ 23 800 24,26 + 0,08 24,68 + 0,09 25,13 +0,49 26,45+ 0,30
~ 2380 27,56 + 0,09 27,96 £ 0,07 29,04 + 0,30 29,95 + 0,33
~ 238 31,37 +£0,21 31,42 +0,13 32,81 £0,48 33,25 +0,34
~ 24 3498 £ 0,41 35,14 £ 0,96 34,85+ 0,56 35,74 + 0,33
Kurvens
-3,502 -3,318 -3,160 -3,153
stigningstall
Effektivitet 1,930 (93 %) 2,001 (100 %) | 2,072 (107 %) | 2,076 (108 %)

Cr = Cycle Threshold

SD= Standard Deviation
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Amplification Curves
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Figur 5. Fluoresenskurver til en 10-folds fortynningserie av M. genitalium G37 DNA i ikke biologisk
matriks fgr optimalisering pa LightCycler 480. Konsentrasjon fra ca. 238 000 til ca. 24 bakteriegenom/pl.
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Figur 6. Standardkurve for ikke biologisk matriks fgr optimalisering. Gjennomsnitts Cr-verdi er plottet
mot log konsentrasjonen til hver av de fem fortynningene av LightCycler Software.
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Figur 7. Fluoresenskurver til en 10-folds fortynningserie av M. genitalium G37 DNA i ikke biologisk
matriks etter optimalisering pa LightCycler 480. Konsentrasjon fra ca. 238 000 til ca. 24
bakteriegenom/pl.
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Figur 8. Standardkurve for ikke biologisk matriks etter optimalisering. Gjennomsnitts C+-verdi er plottet
mot log konsentrasjonen til hver av de fem fortynningene av LightCycler Software.
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Figur 9. Fluoresenskurver til en 10-folds fortynningserie av M. genitalium G37 DNA i urin pa LightCycler
480. Konsentrasjon fra ca. 238 000 til ca. 24 bakteriegenom/pl.
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Figur 10. Standardkurve for urin. Gjennomsnitts Cy-verdi er plottet mot log konsentrasjonen til hver av
de fem fortynningene av LightCycler Software.
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Amplification Curves
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Figur 11. Fluoresenskurver til en 10-folds fortynningserie av M. genitalium G37 DNA i cervikalt sekret pa
LightCycler 480. Konsentrasjon fra ca. 238 000 til ca. 24 bakteriegenom/pl
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Figur 12. Standardkurve for cervikalt sekret. Gjennomsnitts C-verdi er plottet mot log konsentrasjonen
til hver av de fem fortynningene av LightCycler Software.
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5 Diskusjon

5.1 Analytisk sensitivitet

I denne studien er det etablert en dupleks Real-time PCR analyse med TagMan prober for
diagnostikk av M. genitalium og en intern hemmerkontroll. Analysen er basert pa en
publikasjon til Svenstrup et al. [9] for pavisning av gap genet til bakterien. Primersekvensene
i denne publikasjonen sé ikke ut til & vaere optimale slik at nye sekvenser ble designet.
Eksperimentet for primer-dimer dannelse viste en klar forbedring i forhold til de originale
sekvensene noe som sannsynligvis indikerer en forbedret sensitivitet.

Analysen er sensitiv og spesifikk for bade urin og endocervikale praover, og kan utferes i lopet
av 3-4 timer. Ulike fortynninger med 20 replikater viser at analysen har en meget bra
deteksjonsgrense ned mot 1 bakteriegenom/reaksjon. Denne grensen kan imidlertid ikke
brukes innen diagnostikk fordi andelen falske negative resultater er for stor i1 dette
konsentrasjonsomrédet. I bade biologisk og ikke biologisk matriks ble kun 2-3 av 20
replikater positive (10-15 %) ved en konsentrasjon pa 1 bakteriegenom/reaksjon. Dette
indikerer 85-90 % sjanse for et falskt negativ resultat. Arsaken til denne usikkerheten kan
skyldes at analysen blir meget sarbar for sma pipetteringsfeil i dette konsentrasjonsomrade,
kontrollmaterialet er ikke homogent eller fordamping av PCR-miksen i reaksjonsbrettet.
Testens realistiske deteksjonsgrense ma folge Poisson normalfordeling som angir den laveste
bakterie konsentrasjonen der > 95 % av replikatene er positive [83]. Den analytiske
sensitiviteten (LODys), for badde biologisk materiale og ikke biologisk materiale, er 35
bakteriegenom/reaksjon. Denne mengden med DNA ber vare tilstrekkelig til & pavise
bakterien hos pasienter med symptomer pé uretritt eller cervicitt. Studier med kvantitative
PCR-metoder har vist at pasienter med sma mengder DNA fra M. genitalium ofte er
asymptomatiske [19, 84]. Men testens gode sensitivitet er avhengig av korrekt provetaking,
som ferste urinporsjon, cellehosting i cervix, oppbevaring, transport og ekstraksjon. Studien
til Svenstrup et al. [9] viste en deteksjonsgrense pa > 5 bakteriegenom/reaksjon (gap),
Jurstrand et al. [8] > 5 bakteriegenom/reaksjon (16S rRNA), Yoshida et al. [19] 10
bakteriegenom/reaksjon (16S rRNA), Blaylock et al. [85] 10 bakteriegenom/reaksjon (gyrA)
og Jensen et al. [7] <5 bakteriegenom/reaksjon (MgPa). Alle disse forsekene er utfort med
ikke biologisk materiale som fortynningsvaeske (vann), og uten IC. Siden det ikke finnes noe
kjent kvantitativt kontrollmateriale av M. genitalium pa markedet, ma konsentrasjonen angis

med metoder som f.eks. optisk tetthetsmaling (NanoDrop). Slike malinger har ofte lav



Side |50

presisjon (CV 11 %), og ma i tillegg utfores for meget hoye konsentrasjoner av
kontrollmateriale. Fortynninger ned mot deteksjongrensen (3x107) krever mange

pipetteringstrinn som kan gi noe avvik fra forventet konsentrasjon.

Eksperimentet viste at det biologiske materiale ikke pavirket den analytiske sensitiviteten. Det
kan derfor se ut som fjerningen av PCR hemmende forbindelser nesten er komplett i urin og
cervikalt sekret etter ekstraksjon av MagNA Pure LC, eller at provematerialene som ble brukt
inneholdt smi mengder inhiberende forbindelser. Men her vil det vere biologisk variasjoner
[86, 87]. Flere studier har imidlertid pavist PCR inhibitorer i urin og endocervikale prover

med andre ekstraksjonsmetoder [88-90].

5.2 Analytisk spesifisitet.

Analytisk spesifisitet er utfort for & teste om primere/prober i PCR-metoden krysshybridiserer
med annet DNA i provematerialet, eller fra beslektede organismer [91]. Et panel (Tabell 9)
med mikrober, nert beslektet med M. genitalium eller fra den urogenitale flora, er brukt.
Panelet besto av DNA fra mikrober fra en stammebank og agens fra ulike pasientprever
bekreftet med forskjellige PCR-metoder (SSHF). Ingen kryssreaksjoner ble pavist. I tillegg er
det utfort et BLAST sok 1 GenBank (01. desember 2008) som viste eksakte treff av primerne
og proben til kun sekvensene pa gap genet til M. genitalium (L43967). Genet er et
husholdningsgen som kan ha homologe sekvenser hos andre arter, eller andre genotyper, enn
dem som er oppgitt i GenBank. GenBank inneholder bare en liten del av alle
nukleinsyresekvenser som finnes 1 naturen, og primer og probesekvensene ma kontrolleres
jevnlig mot nye publiserte sekvenser.

Deltagelse i et program fra et eksternt kvalitetsvurderingsorgan, som Quality Control for
Molecular Diagnostics (QCMD- http://www.qcmd.org ), kan vere nyttig for a overvake nye

genotyper. QCMD tilbyr prevepaneler for en rekke mikrobiologiske agens for & sammenlikne
de deltakende laboratorienes prestasjoner, men dessverre star ikke pavisning av M. genitalium
DNA pa programmet forelopig. Sammenliknende laboratorieproving omtales ogsé som
’ringtest” eller ”proficiency testing” og er en form for ekstern kvalitetskontroll. Et samarbeid
med et annet laboratorium om utveksling av et panel med oppsamlede positive og negative

pasientprover, kan veare en grei erstatning.



Side |51

5.3 Nagyaktighet

For & undersoke noyaktigheten til analysen ma en referansemetode (gullstandard) vaere
tilgjengelig. Dette er komplisert fordi M. genitalium er vanskelig & dyrke péa agar og i
cellekultur, og serologi byr pa kryssreaksjoner med andre mykoplasma arter [12]. Alternativet
er 4 sammenligne den nye PCR-analysen med en PCR-analyse med et annet malgen. Den
egenutviklede analysen hadde en svert god diagnostisk sensitivitet, spesifisitet, prediktiv
positiv og negativ verdi basert pa undersegkelse av panelet med 50 positive (Tabell 10) og 50
negative pasientprover. Den sammenlignende analysen hadde noe lavere ngyaktighet etter at
fire av de positive pasientprovene fra Fiirst Medisinsk Laboratorium viste negativt resultat.
Arsaken kan vare at undersokelsen er utfort med standardbetingelser, og ikke optimalisert
etter reagensene og instrumentet som er brukt i denne studien. En annen mulighet er at
primerne og probene ikke er spesifikke til templatet. Svakheten med undersekelsen er at antall
positive pasientprever er lite, men eksperimentet indikerer at den egenutviklede analysen er
fullt pa heyde med Real-time PCR analysen til Jurstrand et al.[8]. En blind studie av pasienter
med klinisk mistanke om M. genitalium infeksjon kunne vert utfort med de to metodene, men
med den lave prevalensen som er pavist i Norge (4.5 %) vil dette veert svaert ressurskrevende.
Det er ikke stilt noe krav om en slik undersekelse i IVD-direktivet.

De simulerte pasientprevene har ulik konsentrasjon av M. genitalium, men avslerer ikke ulike
karaktertrekk som genetisk variasjon innen malgenet. De to metodene er basert pa det samme
prinsippet, og vil ikke avdekke forskjeller for viktige faktorer innen diagnostisk sensitivitet

som prevetaking, oppbevaring, transport og ekstraksjon [63].

5.4 Presisjon

Presisjonsmalingene viste meget god repeterbarhet og intermedizr presisjon for bade
biologisk og ikke biologisk materiale ved hoye og lave konsentrasjoner av mélgenet. Intra-
assay variasjonen samlet, for alle materialene, varierte fra CV 0,5 % til CV 3,5 % ved hoy
konsentrasjon, og CV 0,4 % til CV 2,4 % ved lav konsentrasjon. Inter-assay variasjonen
varierte fra CV 0,8 % til CV 3,7 % ved hey konsentrasjon, og CV 1,5 % til CV 2,4 % ved lav
konsentrasjon. For & oppnd god repeterbarhet og intermedizar presisjon, er det viktig at
reagensene, instrumentene og analytikernes arbeidsrutiner er stabile. Det mest kritiske reagens
er enzymet DNA polymerase. Alle Taq DNA polymeraser viser en liten mélbar aktivitet ved
romtemperatur. Dette kan fore til primer-dimer dannelse og uspesifikke reaksjoner ved

romtemperatur. [ verste fall kan det miste aktiviteten ved for mange fryse-tine operasjoner.
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Hot Start DNA polymeraser viser ingen aktivitet ved romtemperatur og gir derfor et renere
amplifikasjonsprodukt. LightCycler FastStart DNA Master HybProbe er kjemisk modifisert
med molekyler bundet til aktivt sete som edelegges ved oppvarming ved 95 °C i 10 minutter
[92]. Oppsettene 1 eksperimentet for presisjon er utfort av en analytiker. Forskjeller i
arbeidsrutiner mellom analytikere, som f. eks pipettering, kan gi utslag i presisjonen. Nye
analytikere ber gjore et presisjonseksperiment med tilfredsstillende resultat som et ledd i
oppleringen av metoden. LightCycler 480 er vedlikeholdsfritt og kontrollerer

deteksjonsenheten og temperaturen i termocyleren ved oppstart av hver analyse.

5.5 Maleomrade

Angivelse av mileomrade gjelder vanligvis ikke for kvalitative analyser [63]. Ved & definere
LODys er det satt en terskel for hva som er innenfor repeterbart omrade. Positive resultater
med en Cr -verdi hoyere enn LODys ma repeteres, og resultatet av den siste amplifikasjonen
blir tellende. CT-verdier pa 40 eller hayere betyr ingen amplifikasjon og resultatet kan ikke
vektlegges [70].

5.6 Valg av intern hemmerkontroll

I denne studien er det valgt en eksogen, ikke konkurrerende IC, der bdde malgenet og IC
amplifiseres i samme reaksjonsbrenn. Denne konstruksjonen er praktisk, og har ekonomiske
fordeler p.g.a. redusert reagensforbruk, selv om amplifikasjonen av IC ikke fullt ut reflekterer
amplifikasjonen av malgenet [57]. Konkurranse om primerne vil ikke forekomme, men det vil
vare en konkurranse om andre amplifikasjonsreagenser, som DNA polymerase, ANTP og
Mg”"-ioner som kan minske den analytiske sensitiviteten [93]. Alternativet vil da vere &
amplifisere mélgenet og IC 1 hver sin reaksjonsbrenn (monopleks PCR). Konsentrasjonen av
IC er konstant og bar vare sd lav at konkurransen ikke pavirker sensitiviteten til mélgenet,
samtidig som smd mengder hemmere av amplifikasjonen kan avsleres. Eksperimentet for
analytisk sensitivitet viste at konsentrasjonen til MS2 DNA er sa lav (250 kopier/reaksjon) at
den ikke vil pavirke gap-genets analytiske sensitivitet. Ved pdvisning av hemmere i praven

repeteres analysen ufortynnet og i 1:10 fortynning [83].

DNA fra bakteriofagen Lambda ble forst prevd som IC. To primere, en probe merket med
fluoroforen, Texas Red, og templat (phage Lambda DNA) ble produsert og levert av Tib-
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Molbiol. Lambda DNA brukes som IC til spinal- og luftveispraver av SSHF. Kontrollen ble
tilsatt hver prove for ekstraksjon i en konsentrasjon som ville gi maksimalt 1000
kopier/reaksjon (Cr-verdi pd ca. 30) ved fullt utbytte. Ved analyse av urinprevene oppsto et
problem som ikke var forutsett. Enkelte av resultatene for Lambda DNA viste en
konsentrasjon som var mer enn 1000 ganger hgyere enn det forventede resultatet (Cr-verdi pa
ca. 20). Lambda DNA utvinnes fra en E.coli stamme og BLAST sk viste eksakte treff for
bade primere og probe pa sekvenser hos enkelte E.coli stammer. Sannsynligvis inneholdt
noen av urinprevene store mengder E.coli som ferte til krysshybridisering. IC kan i disse
tilfellene utkonkurrere amplifikasjonen av gap-genet, og dermed oke risikoen for et falskt

negativt resultat.

5.7 1VD-godkjennelse

Real-time PCR analysen for pavisning av M. genitalium DNA er godkjent etter
Europaparlaments- og radsdirektiv 98/79/EF om medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk og
kan derfor ogsa brukes innen rutinediagnostikk av urin- og endocervikaleprover fra
primarhelsetjenesten. Etter at [VD-direktivet endelig tradte i1 kraft 1. april 2006 er det ikke
lenger tilstrekkelig & tilby diagnostikk med egenutviklede Real-time PCR metoder til
primarhelsetjenesten uten a kunne legge fram dokumentasjon pé verifisering og validering.
Egenutviklede nukleinsyrebaserte metoder er utbredt pd medisinske mikrobiologiske
laboratorier i Norge, men hittil har f4 IVD-godkjent disse. Arsaken kan skyldes uklare eller
manglende retningslinjer fra myndighetene eller frykt for merarbeid med heye kostnader.
Helsedirektoratet har pr. 01.desember 2008 ikke klart & etablere et teknisk kontrollorgan for
pavisningsmetoder av agens pa Liste A og B. For enkelte agens finnes kommersielle kit som
oppfyller kravene i IVD-direktivet (CE merket). Resultater fra sammenliknende
laboratoriepraving viser at kitene ikke ngdvendigvis er bedre enn egenutviklede tester og er
dessuten kostbare. For de agens som ikke star pd Liste A eller B, gjelder grunnleggende krav,
og produsenten mé selv finne ut hvor akseptabelt niva ligger. Nukleinsyrebaserte
analysemetoder har utviklet seg s& hurtig de siste arene at retningslinjer har vaert vanskelig &
anbefale [57]. Utfordringen for laboratoriene har vaert & vite hvilke verifiseringseksperimenter

som ber gjeres, hvor mange og for hvilke provematerialer.
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5.8 Hva skal CE-merkes?

I denne studien blandes enzymene (DNA polymerase og UNG), magnesium og en
primermiks-lesning til en PCR-miks, for ekstrahert provemateriale og kontroller tilsettes. Det
er sammensetningen av reagenser i PCR-miksen som betraktes for & vere egenprodusert [VD
utstyr, og skal CE-merkes for det tas i bruk. PCR-miksen for M. genitalium er verifisert og
validert for urin og cervikalt sekret 1 LightCycler 480-instrumentet. Det er ingen
salgsemballasje, som folge av at utstyret ikke fysisk er plassert pa markedet. Som [VD-
direktivet (§ 3-4) tilsier, kan det da ses bort i fra kravet til CE-merking av emballasje. Videre
vil PCR-miksen vere av en slik art at det ikke vil vaere hensiktsmessig & CE-merke, fordi det
ikke kan péferes PCR-miksen, da den ma lages like for bruk. En nedfrosset PCR-miks klar til
bruk ville veert & foretrekke, men det vil medfere at miksen mé fryses etter bruk, for & bevare
aktiviteten til DNA polymerase. Produsenten garanterer ikke for aktiviteten til DNA
polymerase nar det er tint mer enn én gang. Stabiliteten for en slik miks vil sannsynligvis
veere redusert.

De enkelte reagensene i PCR-miksen, bortsett fra primermiksen, er klare til bruk, men ikke
CE-merket av produsenten (research produkt). Leveranderene anses for a vere ansvarlig for
produktet inntil de kombineres med andre produkter. Etter dette overfores ansvaret til
produsenten av PCR-miksen. Primermiksen er den eneste av ingrediensene i PCR-miksen
som er egenprodusert, og skal derfor paferes CE-merket. Den bestar av primere og prober for
M. genitalium og IC, blandet i nukleasefritt vann. Primerne og probene kjepes i frysetorret
tilstand og ma lases i nukleasefritt vann til en bestemt konsentrasjon, for de blandes sammen
til en primermiks. Miksen oppbevares 1 kjoleskap (2-8 °C) og er stabil 1 minst 6 méneder.

I vurderingen av hva som skal IVD-godkjennes er det brukt CE-merkede kommersielle Real-
time PCR kit som modell. CE-merkingen til kommersielle kit gjelder bare for reagensene i
kitet. Det kan kun benyttes de reagensene, kontrollene, reaksjonsplatene, forsegling og Real-
time instrument som er beskrevet 1 brukerveiledningen (Se Brukerveiledning og
samsvarsvurdering pa side 67). Reagensene ma tilsettes 1 oppgitt (optimalisert) mengde, og
PCR programmet i veiledningen ma folges. Oppsettet mé utferes av et trenet personell i et
PCR laboratorium med et godt kvalitetssystem. Kvaliteten pa prevene inngar ikke i denne
delen av CE-merkingen. Det er ikke stilt krav til pravetakingsutstyr/medium eller
ekstraksjonsmetode, men veiledningen oppgir hva slags prevemateriale som kan benyttes.
En reverifisering ma utfores hvis det gjores vesentlige endringer i metoden som f.eks. skifte

av enzymleverander, innfering av en ny type provemateriale eller ved bruk av andre Real-
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time PCR instrumenter. Ved mindre endringer, som f.eks. bytte av reaksjonsbrett, ma

omfanget av reverifiseringen vurderes.

5.9 Risikovurdering:

Det er vanskelig & gi en objektiv kartlegging av risiko ved bruken av en Real-time PCR
metode. En risikovurdering kan ikke gi et sikkert svar pa om noe 1, eller ved metoden, er
helseskadelig eller ikke. Risikovurderingen vil derimot kunne identifisere s& mange som
mulig av de potensielle farene knyttet til analysen. Den ma vere detaljert i identifikasjon av
farer og angi sannsynligheten for at de skal kunne oppsté, samt konsekvensene av dem.
Under utarbeidelsen av IVD-direktivet er det gjort en risikovurdering over agens som kan
utgjore en risiko for pasienter i tilfelle svikt av metoden [60]. M. genitalium star ikke oppfort
pa listen (A eller B) over infeksigse agens som representerer en slik risiko. Bakterien er
assosiert med uretritt og cervisitt og vil neppe pafere pasienten alvorlige lidelser ved en
overfladig antibiotikakur eller en ubehandlet infeksjon. Bruken av produktet (egenutviklede
analysen) reduserer sannsynligvis risikoen for helseskade hos pasienten. Om pagéaende studier
viser at M. genitalium kan knyttes til infertilitet er det sannsynlig at bakterien flyttes opp til
Liste B som C. trachomatis, og en mer omfattende risikoanalyse ma utfores [12]. For 4 unnga
at falske positive eller negative resultater forekommer er det viktig med et godt trenet
personell, stabile reagenser og utstyr, og en grundig overvéking av prosessen.

Hendelser som kan fore til at analysen ikke kan utferes, kan inntreffe. Arsaken kan vere
kontaminasjon, darlig reagenskvalitet, mangel pa reagenser, feil pa utstyr, forsinkelse av
leveranse eller produksjonsproblemer hos leverander. Tiltak ber derfor vare klar pa forhénd.
Et tiltaket kan vare & sende provene til et annet laboratorium for & forhindre forsinkelse av
resultatene.

Sikkerhetsdatabladene oppgir at reagensene i PCR-miksen ikke innholder noen kjente farlige
forbindelser som kan utgjere fare for laboratoriepersonellet. Vanlig forhdndsregler for

kjemikalier ma folges.

5.10 Validering:

Kvaliteten til reagensene, instrumentene, analytikers arbeidsrutiner og pipetteringsegenskaper,
kan bidra til & pavirke amplifikasjonen. En valideringsrapport er skrevet som dokumentasjon

for at PCR-miksen er stabil og gir en god ytelse (Se Valideringsrapport pa side 73)
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Amplifikasjonen overvakes ved a notere Cr-verdien til en DNA positiv M. genitalium kontroll
(lav konsentrasjon) i et Levey-Jennings diagram [94]. Resultatene antas & felge Gauss kurve
og evalueres etter Westgaards regler [95]. Sporingstiltak, med eventuell ny produksjon av
primermiks og kontroller, ma utfores dersom Westgaards regler ikke oppfylles. Kontrollen har
en holdbarhet pa 6 maneder og oppbevares <-18 °C, men ber porsjoneres for 4 unnga en
svekkelse ved tine-fryse prosessen. Nar en ny lot. av primermiksen, eller positiv kontroll tas i
bruk, ma den sammenlignes med den gamle. Denne prosesskontrollen overvaker ikke bare
kvaliteten til den CE-merkede PCR-miksen, men ogsa enzymene,
magnesiumkonsentrasjonen, pipetteringen til operateren, oppvarming, avkjeling og
avlesningsenheten i LightCycler 480. Lot. nummer til alle reagensene som brukes i PCR
miksen fores 1 et skjema for & sikre full sporbarhet. Reagensene til ekstraksjonen er fra et
kommersielt kit og klare til bruk. Prosessen blir overvaket ved en ekstraksjonskontroll (positiv
kontroll) som er med i hvert ekstraksjonsoppsett. Kontrollen overvékes pa samme méte som
prosesskontrollen for amplifikasjon (Westgaards regler) for godkjennelse av oppsettet.
Kontrollen trenger ikke vaere DNA fra M. genitalium. Prosesskontrollene for amplifikasjonen
og ekstraksjonen kan slds sammen til en kontroll, men i et laboratorium med stort prevevolum
er to prosesskontroller & foretrekke. IC (MS2 DNA) tilsettes proven for ekstraksjon og kan
ogsé fungere som en prosesskontroll. Ulempen er at dette er nakent DNA som ikke gir noe

informasjon om kvaliteten til lyseringsprosessen.

5.11 Robusthet ved volumendringer

Enveis ANOVA viser at analysen er robust mot volumforandringer av bdde PCR-miksen og
templat. Testen viser en signifikant forskjell av Cy-verdien (P < 0,05) mellom noen av de
laveste volumene for cervikalt sekret og urin. Forskjellene i Ct — verdiene var imidlertid pa
kun to sykler for prevene med lav konsentrasjon av templat og enveis ANOVA kan ha vert
en for sensitiv test for dette eksperimentet. Forskjellen mellom Ct — verdiene kan skyldes
tilfeldigheter, pd grunn av fa replikater, eller unegyaktig pipettering av analytiker. En annen
arsak kan veare at sluttkonsentrasjonen av templat og PCR-reagenser varierer noe i de

forskjellige reaksjonene, pé grunn av ulikt totalvolum.
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5.12 Effektivitet

En rekke variabler kan pdvirke effektiviteten til en PCR-reaksjon, for eksempel lengden pa
amplikon, uspesifikke produkter, sekunder strukturer, primerkvalitet, pipettering og lite
optimale reaksjonsbetingelser [96]. Etter at primere og probe ble valgt, ble det utfert grundige
optimaliseringseksperimenter for & gke effektiviteten til amplifikasjon. Effektiviteten til
biologisk materiale pd > 100 % kan indikere sma pipetteringsfeil ved tillaging av
fortynningsrekkene, koamplifikasjon eller uspesifikke produkter. Det mest sannsynlige er
likevel innhold av inhibitorer som kan hemme PCR-reaksjonen, spesielt i fortynningene med
lav konsentrasjon. Effektiviteten av amplifikasjonen til biologisk matriks er innenfor
akseptabelt niva og indikerer god reproduserbarhet og robusthet. Resultatene samsvarer med
undersekelsene til Svenstrup et al. [9, 97] som viste en effektivitet av amplifikasjonen i ikke
biologisk materiale pa 100 %. Det ble observert en liten reduksjon av fluorescensintensiteten i
alle eksperimentene med urinprever. Forbindelser i urinen ser ut til 4 ha egenskaper som
hemmer sterke fluorescenssignaler for fluoroforen (FAM) som detekterer gap-genet, men ikke
fluoroforen (Texas Red) som detekterer IC. Dette kan skyldes egenfargen pa provematerialet
som pavirker deteksjonen. Fenomenet blir ofte omtalt som interferens, og har bare en

kosmetisk betydning som ikke ser ut til & pavirke resultatene.

5.13 Kontaminasjon:

Selv om Real-time PCR testen er et lukket system er det nedvendig & fysisk skille de ulike
prosessene i analysen for 4 forhindre kontaminasjon. Tre forskjellige arbeidsrom er valgt. Et
rom til prevepreparering og ekstraksjon, et rom med kabinett (DNA fritt) for tilblanding av
PCR-miks, en arbeidsbenk for tilsetting av eluat til PCR-miks og et rom til amplifisering
(LightCycler 480). UNG er tilsatt reaksjonen for & forhindre reamplifikasjon av PCR
produkter fra tidligere kjoringer ved 4 fjerne uracil inkorporert i amplikon. Derfor brukes
deoksyuracil trifosfat (dUTP) i stedet for deoksytymin trifosfat (dTTP) i PCR-miksen. UNG
fungerer ikke over 55 °C [98]. Nye arbeidshansker og smittefrakker tilherende hver
arbeidsstasjon skal brukes og skiftes ved mistanke om kontaminasjon. Aerosol resistente
filterspisser benyttes ved alt PCR arbeid. Arbeidsbenker, pipetter og annet utstyr rengjores
med 5 % klorlesning eller tilsvarende kommersielle kjemikalier. MagNA Pure LC og

LightCycler 480 rengjeres etter produsentens anbefalinger.
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5.14 Dokumentasjon

Til den egenutviklede analysen er det skrevet en brukerveiledning og samsvarsvurdering som
alltid skal vaere tilgjengelig for analytiker (Se Brukerveiledning og samsvarsvurdering pé side
67). Det er ogsa utarbeidet en valideringsrapport pa bakgrunn av valideringseksperimentene
til analysen.

En samsvarserklaring er utfylt for den egenutviklede Real-time PCR analysen av
Mycoplasma genitalium (Se Samsvarserklaring pa side 75). SSHF bekrefter dermed at
analysen oppfyller IVD-direktivets grunnleggende krav, og CE-merking kan paferes. Et
obligatorisk abonnement av Global Medical Device Nomenclature (GMDN) ble etablert for a
kunne registrere medisinsk utstyr 1 Utstyrsregisteret til Helsedirektoratet. Analysen er tildelt

folgende kode 1 Utstyrsregisteret: NO9839975240-193

6 Konklusjon

I denne studien er det utviklet en kvalitativ Real-time PCR analyse for pavisning av M.
genitalium DNA, med intern hemmerkontroll, fra urin- og endocervikalepraver. Analysen er
verifisert og validert pa en s& grundig mate at vi (Enhet for mikrobiologi SSHF) mener den
oppfyller kravene til IVD-godkjenning og kan paferes CE-merket og benyttes til diagnostikk.
Siden det ikke finnes noen fasit”, eller spesifikk prosedyre for IVD-godkjenning av
egenutviklede Real-time PCR analyser, er denne evaluringsprosessen kun et forslag over
hvordan det kan gjores.

M. genitalium er en forholdsvis nyoppdaget bakterie (1980) der mye av sammenhengen med
klinikk, bortsett fra uretritt og cervisitt, ikke er kartlagt. Det er derfor viktig at Real-time PCR
positive prover ma vurderes sammen med de kliniske symptomene til pasienten. Sensitiviteten
til analysen er sé hey at nukleinsyre fra bakterien kan pévises i epitel lenge etter adekvat
antibiotikabehandling, og dersom det er enskelig med kontroll etter behandling, ma ny preve

tidligst tas etter en maned [99].
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Brukerveiledning og samsvarsvurdering

Reagenser til kvalitativ pavisning av Mycoplasma genitalium DNA med LightCycler 480.
Analysen inneholder 1 tilegg en intern hemmerkontroll (IC), for & avslere om det er

hemmende forbindelser av amplifikasjonen i provematerialet.

Reagenser

Primere og prober blandes sammen med nukleasefritt vann til en CE-merket brukslgsning

(primermiks) som oppbevares morkt ved 2-8 °C 1 6 méneder.

Tabell 14. Primer og probesekvenser for pavisning av Mycoplasma genitalium G37 DNA.
Aksesjonsnummer gap gen: L43967, gi: 84626123(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) og phage MS2 DNA
(1C).

Konsentrasjon

Oligonukleotid Mycoplasma genitalium, i PCR-miks L43967

glyceraldehyde-3-phosphate (gap) gen uM
Mgen 01 — Forward 5" GCTTGATTTACTTGTTCAACAGATGGAC-3’ 1,0 371170 - 371197
Mgen B — Reverse 5" AACGCTTACAAGATGCTCCTCATA-3" 1,0 371395 -371372
MgGAP TM - Reverse | 5° FAM* -TCCAGAAGCAAATGGCAAACTTAATGGG- BBQ" -3’ 0,4 371289 - 371262
MS?2 — Forward 5" TGCTCGCGGATACCCG -3’ 0,5
MS?2 — Reverse 5" AACTTGCGTTCTCGAGCGAT -3’ 0,5
MS2-TM - Forward 5" Texas Red-ACCTCGGGTTTCCGTCTTGCTCGT- BBQ® 3 0,2

* 6-carboxyfluorescein

® Black Berry Quencher
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LightCycler FastStart DNA Master HybProbe, 12239272001, Roche Applied Science.
FastStart Tag DNA polymerase med reaksjonsbuffer og } To komponent lgsning.

dNTP (dUTP i stedet for dTTP) Oppbevares <-18 °C

MgCl, Oppbevares 2-8 °C
Nukleasefritt vann Oppbevares 2-8 °C
UNG (Uracyl-N-Glycosylase),

Eurogentec S.A. Belgia (Medprobe, Norge) Oppbevares <-18 °C.
Positiv kontrollmateriale:

Fortynnet Mycoplasma genitalium G37, ATCC 33530 Oppbevares <-18 °C.
Non Template Control (NTC): Nukleasefritt vann. Oppbevares 2-8 °C.

Det er ifolge databladene til reagensene ikke oppgitt at de inneholder humane komponenter

eller helsefarlige forbindelser. Vanlig forhandsregler for kjemikalier ma folges.

Introduksjon

Bakterien er seksuell overforbar og assosiert med uretritter og cervisitter.

Analysen er tiltenkt brukt for pasienter med symptomer pa uretritt eller cervisitt, men ogsa i
tilfeller med en mer komplisert klinikk som epididymitt, prostatitt og underlivsbetennelse hos
kvinner. Analysen skal kun brukes kvalitativt med pavist eller ikke pavist som svar.

Preovematerialene som kan anvendes er urin og cervikalt sekret.

Beskrivelse

En sekvens pa 226 basepar fra genomet til M. genitalium (gap) kopieres med spesifikke
primere, og detekteres med en TagMan probe péd LightCycler 480. For a kunne detektere
gensekvensen til M. genitalium ma den kopieres i et tilstrekkelig antall. Kopieringen skjer
med vanlig PCR metode. En TagMan probe, merket med 6-carboxyfluorescein (FAM) som
Reporter og Black Berry Quencher (BBQ) som Quencher, hybridiserer til templatet mellom
de to primerne. Proben blir klavd av DNA polymerase, Fluorescence Resonance Energy
(FRET) oppherer, og fluorescens detekteres. En sekvens pa 61 basepar fra plasmidet MS2
DNA (IC) kopieres samtidig med en TagMan probe, merket med en annen fluorofor (Texas
Red). Real-time PCR analysen utfares pa LightCycler 480. Instrumentet er vedlikeholdsfritt

og kan ikke kalibreres. Temperatursjekk gjennomfoeres av instrumentet.
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Verifisering og validering

Metoden er verifisert og validert etter retningslinjene fra Sloan [63]. Alle opplysningene fra

disse eksperimentene er lagret i en perm som er lett tilgjengelig for gjennomsyn.

Ett oppsett skal alltid inneholde minst en positiv kontroll og en NTC. Real-time PCR
prosessen overvékes ved a notere Cr-verdien til positiv kontroll i et loggskjema. Etter 20
observasjoner beregnes middelverdien og grenseverdiene i et Levey-Jennings diagram [94].
Cr- verdien til den positive kontrollen overvédkes etter Westgaard regler [95].

Faller Cr- verdien til positiv kontroll utenfor 3 SD, repeteres amplifikasjonen. Ved to
pafolgende resultater utenfor 2 SD, ma nye reagenser eller en ny lot. med positiv kontroll tas i

bruk.

Sensitivitet

LODys er 35 bakteriegenom/reaksjon.

Produksjon av primermiks

Primere og prober produseres av Tib-Molbiol og mottas i fryseterret form. Et sertifikat
medfolger hvert oligonukleotid med en neyaktig volumangivelse av nukleasefritt vann for a
oppnd en konsentrasjon pa 100 uM. For & sikre sporbarhet skal dokumentasjon av
prepareringen med oligonukleotidene inneholde lot.nummer, mengde vann tilsatt, operaterens
identitet og dato. Oligonukleotidene oppbevares morkt ved <-70 °C. Dokumentasjon av
produksjonen av primermiksen skal inneholde mengden vann som er tilsatt, oligonukleotider
med lot. nummer, operaterens identitet, produksjonsdato og holdbarhetsdato. Enzymer, ANTP
og magnesium fra ulike produsenter blandes sammen med primermiksen til en PCR-miks.
Konsentrasjonene til reagensene er optimaliserte i forhold til hverandre, for & gi en stabil og
effektiv amplifikasjon. Arbeidet mé utfores i et "lDNA fritt” kabinett, og det ma til enhver tid
fores lot.nummer for alle reagensene som er i bruk for a sikre sporbarhet. For opplering,
utstyrskontroll, avfallshandtering osv. folges de generelle prosedyrene til Enhet for

mikrobiologi, Serlandet sykehus HF.



M. genitalium

Holdbar: DDMMAA
N0983975240-193 (Ustyrsnummer, Helsedirektoratet)

Enhet for mikrobiologi SSHF

(Produksjonsdato:) DDMMAA
Figur 13. CE-merke som skal pafgres primermiks.

Preparering av PCR-miks

PCR miksen tilblandes 1 et DNA fritt kabinett like for amplifisering. 15 pl fordeles 1 hver
brenn pa reaksjonsbrettet (AB70659, BlOplastics, Landgraaf, Nederland). 5 pl prove
(templat), eller kontroll, tilsettes brennene utenfor kabinettet, og forsegles med EU-Opti-Seal
(BIOplastics, Landgraaf, Nederland). Reaksjonsbrettet sentrifugeres kort (ca. 5 sekunder) for

amplifikasjon.

Tabell 15. Tilsettingsvolum av reagenser i PCR-miks for pavisning av M. genitalium DNA med IC pa
LightCycler 480. Totalvolum 20 pl.

Reagenser Mengde pr. reaksjon
25 mM MgCl, 3,2 ul
FastStart Taqg DNA Polymerase 2,0 ul
Primermiks (Mgen og MS2) 9,3 ul
UNG 0,5 ul
Prove (templat med 1C)/kontroll 5,0 ul
Volum 20,0 ul

5000 kopier (5 pl) MS2 DNA tilsettes 200 pl urin eller cervikalt sekret for ekstraksjon.
Ved maksimalt utbytte blir konsentrasjonen av MS2 DNA 250 kopier/PCR reaksjon.
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Tabell 16. Amplifikasjonsprogram for pavisning av M. genitalium DNA med IC p& LightCycler 480.

Program Temperatur Tid

UNG aktivering 50 °C 2:00
FastStart Enzym 95 °C 10:00
Denaturering 95°C 0:15
Hybridisering 60 °C 45 sykluser 0:15
Elongering 72 °C 0:12
Avkjeling 40 °C 0:20

Dataanalyse

Resultatene fra M. genitalium vises i kanal 440-510 nm.

Resultatene fra IC vises 1 kanal 533-640 nm.

Se brukermanualen til LightCycler 480 for detaljer.

Vurdering av resultat

Tabell 17. Oversikt over tolking av resultater.

M. genitalium | Intern hemmerkontroll .
NTC Resultat

(prove) (prove)
Negativ Positiv Negativ Negativ
Positiv Ikke relevant Negativ Positiv

) ‘ PCR feil. Analysen repeteres
Negativ Negativ Ikke relevant ‘ ‘

ufortynnet og i 1:10 fortynning.

Positiv Ikke relevant Positiv Kontaminasjon. Analysen repeteres

'NTC-Non Template Control

Positive resultater med Cr-verdi >38-40 ma repeteres. Resultatet av den siste amplifikasjonen

blir tellende.

Cr-verdi >40 svares negativ.
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Tiltak hvis analysen ikke kan utfores

SSHF sender provene til St Olavs hospital for & forhindre forsinkelse av resultatene.

Melding ved feil. skader uhell og svikt

Feil ved utstyr, samt skader, uhell og svikt der medisinsk utstyr er, eller kan ha vert involvert,
skal meldes til myndighetene. Feilene mé vaere av en sé alvorlig art at det kan fore til
systematiske falske negative, eller falske positive resultater, eller vare en fare for

laboratoriepersonalets helse.
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Valideringsrapport

M. genitalium Real-time PCR

Bakgrunn

Validering er en kontinuerlig overvakingsprosess som pagar etter at
verifiseringseksperimentene er ferdig, og tilfredsstiller de krav som er satt. Laboratoriet som
utforer analysen overvéker prosessen og er ansvarlig for opprettholde stabilitet og yteevne
over tid. Valideringsprosessen omfatter reagenser, instrumenter og analytikernes kompetanse

og evne til & produsere presise og ngyaktige resultater.

Beskrivelse

En sekvens pa 226 basepar fra genomet til M. genitalium (gap) kopieres med spesifikke
primere og detekteres med en TagMan probe pa LightCycler 480.

For & kunne detektere gensekvensen til M. genitalium ma den kopieres i et tilstrekkelig antall.
Kopieringen skjer med vanlig PCR metode. En TagMan probe, merket med 6-
carboxyfluorescein (FAM) som Reporter og Black Berry Quencher (BBQ) som Quencher,
hybridiserer til templatet mellom de to primerne. Proben blir klovd av DNA polymerase,
Fluorescence Resonance Energy (FRET) oppherer, og fluorescens detekteres.

En sekvens pa 61 basepar fra plasmidet MS2 DNA (IC) kopieres samtidig med en TagMan
probe, merket med en annen fluorofor (Texas Red).

Real-time PCR analysen utfores pd LightCycler 480. Instrumentet er vedlikeholdsfritt og kan

ikke kalibreres. Temperatursjekk gjennomferes av instrumentet.

Formél
Validering av en Real-time PCR analyse for pavisning av M. genitalium DNA og IC i kliniske
urinprever og endocervikale prover. Analysen skal tas i bruk ved Enhet for Mikrobiologi,

Serlandet sykehus HF etter at den er validert.
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Validering

e Den enkelte analytiker er i stand til & gjenta oppsett med godkjente positive og
negative kontroller over tid, med forskjellige lot. nummer av reagenser.

e SLP-samarbeid med Fiirst Medisinsk Laboratorium én gang i aret er etablert.

e 25 ekstraherte urinprever og 25 endocervikale prever med M. genitalium DNA og 25
ekstraherte urinprever og 25 endocervikale praver uten M. genitalium DNA er brukt til
valideringen (Tabell 10).

o Effektivitetstest. Effektiviteten til amplifikasjonen ma ligge mellom 90-110 % [64,
72].

Sammendrag
Real-time PCR analysen detekterer gap-genet til M. genitalium i 50 av 50 prever som

tidligere er pavist med en annen analyse. Det var ogsé full overensstemmelse mellom pravene
uten M. genitalium DNA.

Middelverdien (CT-verdi) til positiv kontroll er beregnet fra 20 separate kjoringer. Positiv
kontroll er innenfor Westgaards regler og godkjent i alle oppsett. Godkjenningen gjelder for
alle opplerte analytikere, og ved alle brukte lot. nummer av reagenser.

Effektiviteten til amplifikasjon var pd 107 % og 108 % for henholdsvis urin og cervikalt
sekret.

Et SLP-samarbeid med Fiirst Medisinsk Laboratorium er etablert i pavente av eksterne SLP-

leveranderer.
Utarbeidet av: Dato:
Gjennomgatt av: Dato:

Godkjent av: Dato:
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Samsvarserklaering

Serlandet sykehus HF Kristiansand
Enhet for mikrobiologi
Serviceboks 416

Egsveien 100

4604 KRISTIANSAND

Produkt
DNA pavisning av M. genitalium med Real-time PCR.

Vi erklaerer herved at nevnte produkt er i overensstemmelse med de relevante grunnleggende
krav gitt i IVD direktivet. M. genitalium stér ikke pa liste A eller B over infeksigse agens som

representerer en risiko for pasienter i tilfelle svikt.

Utarbeidet av: Dato:

Funksjon:

Pa vegne av produsenten:

Godkjent av: Dato:

Funksjon:




