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Syfilis ar en sexuellt dverforbar infektion som orsakas av spiroketen Treponema
pallidum subspecies pallidum. Laboratoriediagnostik utgors i forsta hand av
serologiska test tillsammans med kliniska fynd men pa grund av olika faktorer &r
dessa inte helt palitliga. Ett flertal olika PCR-metoder utvecklats som pavisar
patogenen med hjalp av T-pallidum-specifika gener. En vél studerad gen med hdg
specificitet &r polA-genen som anses vara en mycket robust och k&nslig metod och
lampar sig val for att pavisa T. pallidum i kliniska material. Syftet med projektet
ar att utveckla och optimera en kvalitativ realtids-PCR i singelplex format for
verifiering av T. pallidum, for diagnostisering av syfilis. | detta projekt har en
realtids-PCR riktad mot polA for detektion av T. pallidum utvecklats. Metodens
prestanda utvarderades med en kommersiellt framstélld DNA-kontroll med
avseende pa sensitivitet, specificitet detektions-grans. Nar samtliga moment
verifierats och faststallts testades metoden pa kliniskt material fran sar. Den T.
pallidum-specifika PCR-analysen visade att det inte forekom korsreaktivitet mot
andra agens som forvantas finnas i sar fran patient med misstankt syfilis. Metoden
uppvisade en kanslighet vid spadning 1:100 (cirka 13 kopior/ul) och en precision
pa 36,3+0,8 Ct. Det kliniska provet visade pa forekomst av T. pallidum dock ar
kéansligheten nagot samre &n existerande referensmetod.

Metoden kan anvandas i rutindiagnostik av T. pallidum dock bor utfallet fran
extraktion av DNA fran sar studeras ytterligare for att eventuellt 6ka utbytet och
detektera lagre koncentrationer i kliniskt material.

Nyckelord: polA-gen, realtids-PCR, syfilis, sar, Treponema pallidum.
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Syphilis is a sexually transmitted infection caused by the spirochete Treponema
pallidum subsp. pallidum. Laboratory diagnostics consist primarily of serological
tests together with clinical findings for different reasons these methods are not
reliable. A variety of PCR methods has been developed that target the pathogen
using T. pallidum-specific genes. A well-studied gene with high specificity is the
polA gene which is considered very robust and sensitive method and well suited
for detection of T. pallidum in clinical materials. The aim of the project is to
develop and optimize a qualitative real-time PCR in single-plex format for the
verification of T. pallidum, for the diagnosis of syphilis. A real-time PCR
targeting polA was developed for detection of T. pallidum. An evaluation of the
method's performance was done with a commercially produced DNA control with
regards to sensitivity, specificity detection limit and precision. When all test
where verified and established, the method was tested on clinical material from
ulcers. The results of the T. pallidum-specific PCR-assay showed that there was
no cross-reactivity to other agents that are expected to be in ulcers from patients
with suspected syphilis. The method showed a sensitivity at dilution 1:100 (about
13 copies/ul) and a precision of 36.3 £ 0.8 Ct.The clinical specimen showed
presence of T. pallidum, however, the sensitivity was not as good than the existing
reference method.

The method can be used in routine diagnostics of T. pallidum, however, the
outcome of extraction of DNA from ulcers should be further studied in order to
increase the yield and detect lower concentrations in clinical material.

Keywords: polA-gene, real-time PCR, syphilis, Treponema pallidum, ulcers.
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BAKGRUND

Syfilis ar en sexuellt dverforbar infektion som orsakas av spiroketen Treponema
pallidum subspecies pallidum (T. pallidum) [1]. I Sverige ar syfilis relativt ovanlig
men har under de senaste &ren 6kat [2]. Ar 2016 rapporterade folkhalsomyndig-
heten 349 fall i Sverige och av samtliga fall kunde de stdrsta 6kningarna ses i
storstadsregionerna Stockholms lan, Skane region och Vastra Gotaland [2].

T. pallidum &r en obligat parasit som inte kan 6verleva utanfor kroppen och ar
darfor beroende av vardceller for sin dverlevnad. T. pallidum far tilltrade till
varden via sma sar och éppningar i hud, slemhinnor och harséckar dar de
infiltrerar och forstor vavnaden vilket orsakar distinkta hudférandringar [3-4].
Smittspridning sker huvudsakligen genom sexuell kontakt men kan ocksa
Overforas via blodsmitta eller kongenitalt [3,5]. T. pallidum &r mycket kanslig for
penicillin och har trots sin formaga att ta upp plasmid-DNA inte utvecklat
antibiotikaresistens. Penicillin &r darfor forstahandsval vid behandling av
syfilisinfektion [6].

Sjukdomen kannetecknas av tre éverlappande stadier; primar, sekundar och tertiar
syfilis [7]. Primar syfilis kannetecknas av forekomsten av ett lokalt sar i
anslutning till intradesplatsen (vanligen genitalt) som bryts ned till ett hart o6mt
sar, sa kallat schanker [7]. Inkubationstiden kan vara lang, uppemot 9-90 dagar.
Nar primarsaret lakt 6vergar infektionen till ett sekundart stadium. Under
sekundarstadiet sprids syfilisspiroketen med blodbanan till olika organ och
orsakar sekundara hudutslag (makulara hudutslag), framfor allt pa hander och
fotsulor [3,7]. Tertidr syfilis & mycket ovanligt da sjukdomen kan léka ut spontant
under det sekundara stadiet, men cirka en tredjedel av alla patienter som inte fatt
adekvat behandling utvecklar tertidrstadiet. Vid tertidrstadiet kan manifesta-
tionerna sitta 6verallt i kroppen och orsaka andra tillstand som neurosyfilis eller
kardiovaskular syfilis [7].

Laboratoriediagnostik utgérs i forsta hand av serologiska test tillsammans med
kliniska fynd. En svarighet med serologisk diagnostik ar att kringga den
fonsterperiod som forekommer under de tidiga faserna av sjukdomen som kan ge
upphov falskt negativa resultat, men lampar sig daremot val vid uppféljning av
behandling [1,7]. Syfilis ar kliniskt pavisbar och grundar sig pa narvaron av
schanker, helhetsbilden av fallhistoriken samt lakarens erfarenhet [8]. En annan
metod for att pavisa patogenen ar med morkfaltsmikroskopi. Morkfaltsmikroskopi
ar lamplig for identifiering av T. pallidum i priméra sar, men ar praktiskt taget
aldrig ett alternativ da morkfaltsmikroskop sallan finns att tillga vid rutinlabora-
torium. [1,9]. Traditionell odlingsdiagnostik och mikroskopi kan vara en
ineffektiv metod eftersom syfilisspiroketen &r tunn och svar att pavisa i prov
fargad med gramférg eller giemsa [5,10].

PCR

Baserat pa forskning och forbattrad kunskap om T. pallidums genomiska
uppsattning har en rad olika PCR-metoder utvecklats for detektion, sdsom nested
PCR, reverse transcription-PCR och realtids-PCR [11]. Detta belyses bland annat
av Centers for Disease Control and Prevention (CDC) som &ndrat sina fall-



definitioner och numera anser PCR lamplig vid utredning av syfilis [12]. Fordelen
med en nukleinsyrabaserad analys &r att metoden identifierar patogenen istéllet for
indirekta parametrar sasom antikroppsproduktion [1]. Vid PCR-detektion utnyttjas
T-pallidum-specifika gener som kodar for specifika egenskaper hos T-pallidum.
Frekvent anvanda gener ar tpp47, bmp, tmpaA och 4D som kodar for olika
membrana lipoproteiner. En val studerad gen som visat sig vara lamplig for
Kliniska prov ar polA-genen som kodar for DNA polymeras | [1,8,11] polA-PCR
anses vara en mycket robust och kanslig metod. For nérvarande finns ingen PCR-
metod for Syfilis pa klinisk mikrobiologi i Lund. Detta efterfragas nu allt mer, da
antalet fall har 6kat i véarlden och i Sverige.

Realtids-PCR

Realtids-PCR &r en molekylérbiologisk analys som kan anvandas for amplifiering
och kvantifiering av nukleinsyror. Metoden fungerar principiellt pa samma satt
som en konventionell PCR, skillnaden &r att den amplifierade produkten
detekteras i realtid. Metoden utnyttjar genspecifika prober som &r designade att
binda in mellan en forward och reverse primer. Primern bestar av en kort DNA-
sekvens pa cirka 15-24 nukleotider som fungerar som en startpunkt for DNA-
syntes. En forward primer hybridiserar till DNA-sekvensens 5° —dnde och en
reverse primer som hybridiserar till sekvensens 3"-adnde. Proben &r inmérkt med
tva markarer, en fluorofor och en quencher. Under PCR-reaktion hybridiserar
primers till det dnskade omradet i DNA-sekvensen. Om proben hybridiserar i
omradet mellan primers avges och en fluorescenssignal som kan detekteras [13].

Fluorescensen ar en indikation pa att eftersokt agens forekommer i provet och
fluorescenssignalen som bildas ar proportionellt mot mangden amplifierat DNA i
reaktionen. For identifiering av malgenen anvands ett fluorescerande detektions-
system dar méngden amplifierad PCR-produkt avlases i instrumentet. En prob
fungerar som en reportermolekyl som hybridiserar specifikt till bakteriens DNA
och avger en ljussignal som instrumentet kan avlasa. Proben utgors av korta
komplementira oligonukleotider inmérkta med en fluorofor i sin 5°-&nde och en
quencher i 3’ som har en formaga att ”’sldcka” emission fran intilliggande
fluorofor. Nar en fluorofor exciteras 6verfors energin till quenchern, vilken
emitterar ljuset till en hogre vaglangd och fluorescensen upphdr. Mekanismen
kallas fluorescent resonance energy transfer (FRET) [13].

Under en generell PCR-reaktion sker denaturering, hybridisering och elongering i
termiska cykler. | realtids-PCR detekteras den erhallna PCR-produkten i slutet av
varje cykel. Efter ett visst antal cykler blir fluorescensen matbar. VVardet benamns
troskelvarde eller cycle threshold value (Ct) och ér ett relativt matt av PCR-
produkt i reaktionen. Resultatet presenteras i amplifieringsdiagram dér den
relativa fluorescensen (RFU) plottas mot antalet cykler och representerar den
totala mangden PCR-produkt som bildats under PCR-analysen. En amplifierings-
kurva skapas nar den fluorescerande signalen fran varje prov plottas mot cykel-
nummer. Né&r fluorescenssignalen passerar bakgrundsfluorescensen genereras ett
Ct-varde, som kan beskrivas med en exponent eller en brant kurva. Amplifierings-
kurvan bildar en S-kurva, en s.k. sigmoid funktion, som kan delas in i tre faser; en
bas-, exponentiell- och platafas. Data samlas in under den exponentiella fasen och
bidrar till information om ursprungsmangden. Ct-varden som erhalls vid PCR-
reaktionen &r omvant proportionell mot mangden DNA i provet [13].



Syfte

Syftet med projektet ar att utveckla och optimera en kvalitativ realtids-PCR i
singleplex format for verifiering av T. pallidum, for diagnostisering av syfilis.

MATERIAL OCH METOD

| detta projekt har en singleplex realtids-PCR riktad mot polA for detektion T.
pallidum utvérderats med avseende for sensitivitet, specificitet, detektionsgrans
och precision.

Material

Vircell AMPLIRUN® TREPONEMA DNA CONTROL (lyofiliserat DNA av T.
pallidum Nichols strain odlad i kanin (700-2000 kopior/ul), PCR-analysator
CFX96™Real-Time System (Bio-Rad), primers, prob, SensiFAST™ Probe Lo-
ROX kit (Bioline), PCR-platta i 96-hals format (Bio-Rad), lock till PCR-platta
Bio-Rad) och 1,5 ml eppendorfror (Starstedt).

Tabell 1. Samtliga primer- och probsekvenser som anvandes vid utvéarderingen av PCR-
analys for verifiering av polA-PCR. (TET, tetrachlorofluorescein och BHQ1, black hole
quencher 1) [1].

Sekvens (57-3")

polA-forward primer GGTAGAAGGGAGGGCTAGTA
polA-reverse primer CTAAGATCTCTATTTTCTATAGGTATGG
polA-TagMan prob TET-ACACAGCACTCGTCTTCAACTCC-BHQ1

Metod

Primer och probsekvens fran publicerad artikel av Heyman et al. [1] anvandes for
att amplifiera polA-genen. En teoretisk bedémning av PCR-produktens storlek
gjordes genom att jamfdra primers mot genom for T. pallidum Nichols strain.
Detta visade att amplikonstorlek var 105 baspar, inklusive primers. Realtids-PCR
utfordes i en reaktionsvolym om 25 pl dér varje prov analyserades i duplikat. Till
varje brunn pa en PCR-platta med 96-hals format tillsattes 20 pl reaktionsmix
foljt av 5 pl templat. Reaktionsmixen bestod av en assaymix med ovan ndmnda
polA-primers och prob (Tabell 1) samt en fardigblandad mastermix (SensiFAST™
Probe Lo-ROX kit) som inneholl alla komponenter som krévs for en PCR-
reaktion. | varje analys inkluderades en negativ kontroll utan templat, som bestod
av reaktionsmix och vatten, for att sdkerstalla att ingen kontamination har skett
som kan ge upphov till falskt positiva resultat [14].

Optimering

Metodens prestanda utvarderades med spadningsserie av en kommersiellt
framstalld DNA-kontroll i syfte att faststalla ett lampligt protokoll och PCR-
program. Stamkoncentrationen uppgavs av tillverkaren vara en ldsning av
frystorkat DNA med en koncentration pa 1300 kopior/ul efter uppspadning.
Stamldsningen spéaddes successivt i en tiofaldig spadningsserie om fyra
spadningssteg (1:10 — 1:10 000), dar olika faktorer (tid, temperatur, cykelantal,
koncentration av primers etc.) som kan paverka PCR-reaktionen modifierades.



Optimeringen utgick fran en temperaturprofil med denaturering vid 95° C i (5
min), foljt av 30 cykler med 95° C (10 s), 50° C (30 s) och 72°C (30 s). Generellt
anses primers arbeta optimalt vid en temperatur pa 5° C under Trm (sméltpunkt for
primer). Med hjalp av berédknad smélttemperatur kunde optimal annealing-
temperatur forvantas ligga mellan 50° C och 55° C [13]. Utifran erhallet resultat
med initialt PCR-program justerades antalet amplifieringscykler fran 30 till 45.
Nér fluorescenssignal kunde detekteras hojdes istallet annealingtemperatur.
Hojningen gjordes i successivt i tva omgangar, fran 50° C till 53° C och 53° C till
55° C i syfte att uppna S-formade amplifieringskurvor med hdg amplitud.
Hojningen av annealingtemperaturen gjordes fram till en annealingtemperatur vid
55° C da kurvorna bérjade minska i amplitudhojd och inte langre kunde passera
troskelvardet.

Vid varje parameter som justerats jamfordes samtidigt erhallna Ct-varden fran
varje tiospadning sinsemellan. Generellt indikerar ett lagt Ct-varde pa en stark
fluorescenssignal fran provet och tvartom, vilket beror pa att det kravs farre cykler
for att tillrackligt mycket produkt ska bildas for att dverstiga troskeln. Prov med
en hog templatkoncentration forvéantades darfor erhalla ett lagre Ct-varde, jamfort
med prov med lag koncentration. | en optimal PCR-reaktion kan det forvantas
skilja tre Ct-varden mellan varje tiospadning, vilket var det som efterstravades vid
optimeringstesten [13]. For att kontrollera att réatt produkt amplifierats gjordes en
fragmentanalys (QiAxcel, Qiagen, Tyskland), d&r produkten forvantades vara 105
baspar.

Utvardering av primer- och probkoncentrationer gjordes i avsikt att reducera
primer-dimerer. Primer-dimerer ar en produkt som bildas nér primers binder till
varandra skapar en produkt som kan misstas som malsekvens [13]. Ursprungs-
koncentrationen var 0,3 UM av respektive primers och 0,34 uM prob och &ndrades
till foljande: 0,2 uM av respektive primer och 0,34 uM prob (mix 1), 0,15 uM
primers och 0,34 uM prob (mix 2) och 0,2 uM primers och 0,25 uM prob (mix 3).
Samtliga mixar analyserades med polA-PCR och en ny fragmentanalys gjordes,
vilken jamfordes med fragmentanalys fore primertest.

Sensitivitetstestning

Vid inforande av en ny analysmetod maste metodens matosékerhet utvarderas.
Det innebar att en realtids-PCR for diagnostiskt syfte maste ha en hog sensitivitet
for att kunna detektera mycket sma mangder genetiskt material [14]. For att
bestdmma metodens tillforlitlighet utvarderades den analytiska sensitiviteten.
Detta gjordes genom bestdmning av metodens detektionsgrans. Detektionsgransen
definieras som den minsta mangd av ett amne som kan pavisas med rimlig
sékerhet och ar en viktig parameter att utvérdera vid etablering av analysmetod
[14,15]. Detektionsgrénsen faststalldes genom att analysera fem olika
koncentrationer vid fem pa varandra féljande dagar [16]. Utvérderingen gjordes
med ovan angiven DNA-kontroll som spétts i en tiofaldig spadningsserie om fem
steg (1:10 - 1:100 000), dé&r varje prov analyserades i triplikat enligt faststallt
protokoll och PCR-program fran optimeringen. Resultaten fran dessa korningar
anvandes sedan till att faststalla metodens precision som beskriver hur val
matresultaten reproduceras vid upprepade matningar pa samma prov. | denna
studie uppskattades precisionen genom berakning av matvérdenas spridning vid
upprepad méatning. Detta gjordes genom berakning av matvardenas medelvarde,
standardavvikelse (SD) och variationskoefficient (CV) [15].



Specificitetstestning

En realtids-PCR for diagnostiskt syfte maste vara specifik, dvs. inte ge ett positivt
utfall om eftersokt agens inte finns i materialet som analyserats [14]. For att
faststédlla PCR-metodens specificitet gjordes en utvardering mot andra agens som
kan forvéntas finnas i ett syfilisprov. Genom att testa metoden mot andra agens
kan potentiell korsreaktivitet uteslutas. FOr att testa metodens specificitet
analyserades verifierade patientprov och DNA-kontroller. Detta gjordes i duplikat
med faststéllt PCR-program och protokoll.

| specificitetstestningen analyserades Chlamydia trachomatis (CT), Mycoplasma
genitalium (MG), Neisseria gonorrhoeae (GC), Haemophilus ducreyi (H.
ducreyi), humant papillomvirus (HPV), Herpes simplex-virus typ 1, (HSV-1)
Herpes simplex-virus typ 2 (HSV-2) och Varicella zoster-virus (VZV). Om
samtliga agens blir negativ i polA-analysen &r specificitet for T. pallidum faststalld
och metoden kan testas pa kliniskt material. For att utvardera metoden med
kliniskt material analyserades ett syfilispositivt sarprov som tidigare verifierats
med befintlig realtids-PCR vid Sahlgrenska i Goteborg. Provet analyserades i
duplikat bade ospétt och spadd 1:10 for att upptacka eventuell inhibition. For att
utvardera resultatet jamfordes Ct-vardet med erhallet resultat fran samma prov
som analyserats vid referenslaboratoriet.

DNA extraktion

Infor specificitetstesten preparerades patientprov starkt positiva for CT, MG och
GC. | ett forsta steg upparbetades ett lysat av respektive agens. Till 400 pl prov-
material tillsattes 30 pl Proteinas K, som for optimal verkan inkuberades vid 56 °
C i 30 minuter. Efter inkubation inaktiverades enzymaktiviteten hos samtliga lysat
i vdrmeblock 15 minuter i 95 ° C. DNA extraherades dérefter i en automatiserad
extraktionsrobot magLEAD=12gC (Precision System Science Co. Ldt, Japan)
enligt tillverkarens instruktioner. Provmaterial extraherades (400 pl) och
alikvoterades till tre spetsiga 1,5 ml ror till en volym pa 50 pl i syfte att maximera
utbytet av nukleinsyrorna. For att sakerstalla att erhallet eluat fortfarande inneholl
bakteriell nukleinsyra efter extraktion med magLEAD=12gC gjordes en
extraktionskontroll med en helautomatiserad nukleinsyraanalys. For 6vriga agens
gjordes ingen preparation, eftersom metoden testades med redan verifierade
DNA-kontroller.

Databehandling

Radata fran realtids-PCR (CFX96~Real-Time Systems, Bio-Rad) behandlades i
programvaran CFX Manager. Erhallna Ct-varden, medelvérden, standard-
avvikelse samt linjarregression utfordes med hjélp av i Excel 2017.

Etisk beddomning
Projektet fokuserar pa metodutveckling med anvandning av kommersiellt
kontrollmaterial och avidentifierade provmaterial.

RESULTAT

Optimering

| tabell 2 presenteras faststéllt protokoll for polA-PCR med samtliga
koncentrationer och volymer och av respektive reagens som anvéndes vid varje
PCR-reaktion. | figur 1 presenteras amplifieringsdiagram for positivt DNA-
kontroll spadd i tiofaldiga spadningsteg (1:10-1:10 000) samt kliniskt sarprov som



analyserats med faststallt PCR-program. Fran varje prov har den relativa
fluorescensen (RFU) uppmatts och plottats mot antalet reaktionscykler och
motsvarade den totala méngd produkt som bildats i varje PCR-reaktion. | tabell 3
redovisas alla Ct-varden som erholls fran optimeringstesten med avseende pa
annealingtemperatur.

PCR-programmet faststalldes efter genomfdérd optimering till denaturering vid 95°
C (5 min), foljt av 45 cykler med 95° C (10 s), 53° C (30 s) och 72°C (30 s). | det
initiala PCR-programmet med 30 cykler och annealingtemperatur pa 50° C kunde
inga Ct-varden uppmaétas, daremot kunde en bdrjan till kurva observeras vid den
28:e cykeln. | nasta forsok dar antalet cykler hojts till 45 cykler med annealing-
temperatur pa 50° C kunde Ct-varden uppmatas for spadning 1:10, 1:100 och
1:1000. Amplituden for spadning 1:10 var hog och pavisade en stark fluorescens-
signal fran polA-genen. Spadning 1:100 och 1:1000 hade inte lika branta och s-
formade kurvor som 1:10 och den ena av duplikaten for 1:1000 lag precis vid
troskeln for detektion. | forsoket som analyserats med 45 cykler och annealing-
temperatur pa 53° C visade spadning 1:10 och 1:100 en nagot brantare kurva
jamfort med forsoket med 45 cykler vid 50° C. Erhallna Ct-vardena indikerade
aven pa en mer effektiv reaktion. Lutningen pa kurvan for spadning 1:1000 var
inte lika brant som spé&dning 1:10 och 1:100, men uppvisade en betydligt starkare
signal for att passera troskeln jamfort med forsoket med 45 cykler vid 50° C. | det
forsok dér annealingtemperaturen hojts till 55° C kunde den ena av duplikaten for
spadning 1:1000 inte matas. Spadning 1:10 och 1:100 hade en liknande amplitud
som vid foregaende forsok med vid 53° C, men erholl en betydligt battre s-
symmetri. Forsoket upprepades med samma temperaturprogram som anvandes vid
foregaende forsok. Resultatet visade ater samma utfall och programmet med 45
cykler och annealingtemperatur 53° C valdes till PCR-program for analysen.

| samtliga optimeringstest kunde inga Ct-varden erhallas fran negativ kontroll och
spadning 1:10 000. Detta var ett resultat som kunde forvantas eftersom negativa
kontrollen inte innehdll nagot templat och spadning 1:10 000 troligen inte hade
tillrackligt med templat for detektion.

Resultatet fran optimeringen av primer- och probkoncentrationen hade ingen
paverkan pa Ct-varden och amplitud. Men med fragmentanalys upptéacktes nagot
svagare dimer-band vid den lagsta koncentrationen (mix 2) med
primerkoncentration 0,15 pM och probkoncentration 0,34 uM, framfor allt i
brunnarna med negativ kontroll.

Reagens Stamkon- | Arbetskon- | Koncentration | Volym per
centration | centration | per PCR- PCR-

(LM) (MM) | reaktion (uM) | reaktion (pl)
Forward primer 100 10 0,3 0,75
Reverse primer 100 10 0,3 0,75
Prob 100 10 0,34 0,85
H20 5,15
Sensifast 12.5

Templat 5,0

Totalvolym 25,0

Tabell 2. Faststéllt protokoll for polA-PCR.



Tabell 3. Samtliga Ct-varden for positiv kontroll spadd i tiofaldiga steg (1:10-1:10 000) fran
metodoptimering vid olika annealingtemperaturer. Samtliga resultat for negativ kontroll erhéll
inga Ct-vérden. N/A (not detected) &r fluorescenssignal som inte passerat bakgrunds-fluorescensen
och som darmed inte genererat ett Ct-varde.

Ct-varde
Spédning Test 2 Test 3 Test 4 Test 5
(50° C) (53°C) (55° C) (55° C)
1:10 31,1|30,8(329|326(329(333]328331
1:100 34,1|34,236,7|36,0]36,0|36,0]364 359
1:1000 41,5 | 36,7 39,6 | 40,938,6 | NJA | N/A | 425
1:10 000 N/A | N/A | N/A | N/JA | N/A | N/A | N/A | N/A
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Figur 1. I figur A och B illustreras prov som analyserats med polA-PCR med faststéllt PCR-
program med denaturering vid 95° C i (5 min), foljt av 45 cykler med 95° C (10 s), 53° C (30 s)
och 72°C (30 s). I figur A visas amplifieringsdiagram for positiv DNA-kontroll spadd i tiofaldiga
steg och figur B visas resultat fran analys av kliniskt sarprov. spitt och ospatt kliniskt prov.
Vagratlinje representerar troskel for PCR-reaktionen och RFU (relative fluorescence units) den
relativa fluorescensen fran varje prov.

Sensitivitet

Detektionsgransen faststalldes till spadning 1:100 (cirkal3 kopior/ul) da detta
spadningssteg var den lagsta koncentration som kunde detekteras i varje analys.
Alla replikat med spadning 1:10 och 1:100 kunde matas i alla fem kdérningarna
men inte spadning 1:1000 dar endast enstaka replikat uppméttes vid kdrningarna.
Negativ kontroll och spadning 1:10 000 och 1:100 000 erhéll inga Ct-varden,
vilket var det resultat som var forvantat. Bestdmning av detektionsgrénsen visade
att spadning 1:10 hade ett medelvérde pa 32,5+0,2 Ct och en variationskoefficient
(CV) pa 0,7 %, spadning 1:100 resulterade i 36,3+0,6 Ct och ett CV pa 1,5 % och
spadning 1:1000 ett medelvirde pa 16,6+20,4 Ct och ett CV pa 122,7%. Aven om
spadning 1:100 uppvisa ett stérre CV jamfort med spadning 1:10 anses resultatet
vara acceptabelt.

Specificitet

Resultaten fran specificitetstestningen visade att metoden var specifik, dvs
korsreagerade inte med CT, MG, GC, HPV, HSV-1, HSV-2, VZV och H. ducreyi.
Detta illustreras i tabell 4 dar de sammanstéllda resultaten for samtliga agens som
analyserats med bade polA-PCR och agens-specifik PCR redovisas.



Resultaten fran analysen av patientprovet (Figur 1) uppvisade en ovéntad skillnad
I Ct-vérde. Ct-véardet for ospadda proven blev 30,7 och 31,0 och proven som
spatts 1:10 blev 33,8 och 34,0. Det Ct-varde som erholls med referensmetod vid
annat laboratorium visade ett lagre Ct-varde jamfort med erhallet resultat fran
polA-PCR.

Tabell 4. Samtliga resultat fran specificitetstestningen med polA-PCR samt agens-specifik
analys.

Utvarderat material Resultat Resultat
agens-specifik | polA-PCR
analys
Chlamydia trachomatis + -

Haemophilus ducreyi
Herpes simplex-virus typ 1
Herpes simplex-virus typ 2
Humant DNA

Humant papillomvirus

Mycoplasma genitalium
Neisseria gonorroeae
Varicella zoster-virus

[+ ]|+ +]+|+

DISKUSSION

Metoddiskussion

Vid val av en analysmetod &r det viktigt att ta hansyn till metodens prestanda och
relatera den till hur vanlig sjukdomen &r [10]. Ur en medicinsk standpunkt finns
inget behov av akuta analyser for verifiering av syfilis, eftersom infektioner med
T. pallidum inte ger upphov till snabbt eskalerande massutbrott [17]. En kvalitativ
PCR i singleplex format valdes da det vid klinisk diagnostik inte finns ett behov
att kanna till antalet kopior. En kvalitativ analys gar snabbare att utfora jamfort
med en kvantitativ, eftersom en kvalitativ analys inte involverar extra moment
sasom spadning av standard. Valet av malgen grundades pa tidigare publicerade
studier som visat att polA har en hog specificitet [1,8,11]. En annan avgdrande
faktor var amplikonstorlek. For att en PCR-reaktion ska vara sa effektiv som
mojligt bor PCR-produkten vara mellan 50 och 150 baspar [13]. polA &r en kort
produkt pa cirka 105 bp och uppfyller darmed det storlekskriterium som
rekommenderas vid realtids-PCR [13]. Det var 6nskvart att metoden skulle kunna
kompletteras med referenslaboratoriet i Goteborg. Referenslaboratoriet anvander
bmp-genen som kodar for 47-kDa membrane immunogen (basic membrane
protein) som T. pallidum specifik-gen och ger en produkt pa 239 bp [18].
Fordelen med att inte anvdnda samma gen &r att metoderna kan komplettera
varandra vid felskning om nagot problem uppstar med metoden.

Tolkningen av serologiska resultat kan vara komplicerat och beror pa individers
formaga att bilda antikroppar, vilka kan variera individer emellan [10]. Serologisk
diagnostik kan ha en tvivelaktig sensitivitet vid detektion i primérstadiet och kan
visa negativa resultat tidigt i sjukdomsforloppet, vilket leder till att prov maste tas
om vid ett senare tillfalle [3]. Antikroppar kan kvarsta efter utlakt infektion och
serologi kan inte skilja mellan genomgangen infektion och ny infektion [10-11].



En tidig diagnos och behandling &r darfér nodvandigt for att forhindra vidare
spridning och utveckling av irreversibel vavnadsskada [2]. Men med en realtids-
PCR ar det mojligt att stélla diagnos tidigt i sjukdomsforloppet dvs. innan
antikroppar bildats. En realtids-PCR detekterar patogenen, till skillnad fran
serologin som pavisar den sekundart via antikroppar. Morkfaltsmikroskopi ar
ocksa en direkt metod men kraver dock stor erfarenhet av yrkesutévaren [1].

Resultatdiskussion

Initialt kérdes 30 cykler med annealingtemperatur vid 50° C men fluorescens-
signalen fran samtliga prov var inte tillrackligt stark for att passera troskelvardet
och darfor kunde inga Ct-varden uppmatas. Men en bérjan till kurva kunde ses vid
den 28:e cykeln. Om reaktionen hade fatt fullfolja amplifiering i nagra cykler till
hade signalen sannolikt passerat troskeln. Darfor upprepades samma temperatur-
program med 45 cykler istallet for 30. Genom att 6ka antalet cykler blev
fluorescenssignalen tillrackligt stark for passera troskeln och Ct-vérden kunde
erhallas for spadning 1:10, 1:100 och 1:1000. Mellan varje tiospadning skiljde det
cirka tre Ct-varden, vilket var en god indikation pa en effektiv PCR-reaktion.
Spédning 1:1000 hade dock inte lika brant kurva som spadning 1:10 och 1:100
och lag darfor precis pa gransen till att inte passera troskeln.

| ett i ett forsok att ytterligare forbéattra reaktionen héjdes annealingtemperaturen
till 53° C. Genom att héja temperaturen kunde en tydlig forbattring av kurvornas
amplitud observeras. En héjning av annealingtemperatur till 55° C forbattrade
amplituden ytterligare, men den ena amplifieringskurvan for spadning 1:1000
kom inte upp i diagrammet. Detta kunde forvantas eftersom den berdknade
smaltpunkten for primer och prob uppskattades ligga ndra denna temperatur. N&r
temperaturen ar for hog kan inte primers binda in lika effektivt till malsekvensen.
For att bekréfta att detta inte var en slumpmassig handelse upprepades samma
forsok. Resultatet visade da samma utfall som foregaende forsok. | jamforelse
med en tidigare studie av Heymans et al. [1] som anvande ett liknande
temperaturprogram med annealingtemperatur pa 55° C &r resultatet rimligt,
eftersom detta projekt anvédnde samma primer- och probsekvens. forvantades
spadning 1:10 000 ligga utanfor detektionsomradet eftersom detta spadningssteg
spatts till den grad att den innehaller for fa templat for att detektion troligen inte &r
mojligt.

PCR-produkten som erhallits med faststallt protokoll (Tabell 2) verifierades med
fragmentanalys som visade att produkten var 105 baspar och bekraftade darmed
att PCR-reaktionen fungerat. | fragmentanalysen kunde &ven en hég andel primer-
dimerer observeras. Primer-dimerer kan ge upphov till felaktiga resultat. For att
undersoka om dessa dimerer interfererade med PCR-reaktionen gjordes ett test
med olika primer- och probkoncentrationer. Resultatet fran primeroptimeringen
visade ingen skillnad i Ct-varden och amplitud. | fragmentanalysen upptacktes
nagot svagare band, framfor allt i brunnarna som analyserats med mix 2, som
hade den lagsta primerkoncentrationen. Aven om det blev en liten skillnad i
primer-optimeringen tillférde det inget att &ndra koncentrationen och det kunde
konstateras att minskad méngd dimerer inte hade stor betydelse for prestandan.

| sensistivitetstestningen faststélldes detektionsgransen till spadning 1:100,
eftersom detta var den lagsta koncentration som kunde detekteras i alla fem
korningar. Teoretiskt sett borde detektionsgransen varit vid spadning 1:1000 da
denna spadning forvantades vara den koncentration som innehaller den minsta



detekterbara méangden templat (cirka 1,3 kopior/ul) men da kontrollmaterialet
hade en lag koncentration fran borjan (cirka 1300 kopior/ul) &r detta resultat
rimligt. Berdkningarna av metodens precision visade att spadning 1:100 hade en
samre precision jamfort med spadning 1:10. Skillnaden beror pa att spadning
1:100 innehaller farre templat vilket gor att spridningen blir stérre. En spridnings
pa 36,3+0,6 Ct ar ur denna synpunkt ett bra resultat. Om standardavvikelsen hade
varit >0,8 hade spridningen troligen orsakats av bristféallig spadning av
kontrollmaterialet.

| specificitettestningen blev samtliga agens negativ med polA-PCR. Men nar
metoden testades med HSV-2 erholls Ct-varden for en av brunnarna. Falskt
positiva resultat beror oftast pa kontamination. For att utesluta korsreaktivitet
analyserades HSV-2 pa nytt och blev da negativ. Det falskt positiva resultatet
atgardades genom att byta ut vatten och reagens (SensiFAST) och satta till dem i
rent rum. FOr att garantera ett tillforlitligt resultat gjordes omkdrningen i sex
stycken brunnar istallet for tva. Efter omkoérning med sex brunnar, ny mastermix
och nytt vatten kunde det konstateras att den ospecifika PCR-produkten orsakats
av kontaminerat reagens. Kontamination &r ett vanligt problem med PCR-
analyser. For att upptacka kontamination &r det viktigt att inkludera en negativ
kontroll for att forhindra falskt positiva resultat. En ovéantad likhet med ett tidigare
prov eller kontroll kan ocksa tyda pa kontamination [10]. Vid inférande av PCR-
analys i rutinverksamhet ar det darfor viktigt att faststalla rutiner sa att
kontaminationsrisken kan forhindras. En sadan atgéard kan exempelvis innebara att
regelbundet byta ut reagens. Det kan &ven vara bra att se Over stadrutiner for att
sakerstalla att det verkligen ar rent nar proven satts till i 96-halsplattan.

Infor specificitetstestningen med CT, MG och GC gjordes tva extraktions-
kontroller da verifierade DNA-kontroller fér anvandning av realtids-PCR inte
fanns tillgangligt. 1 den ena kontrollen undersoktes patientprov som extraherats
med automatiserad metod (magLEAD=12gC) for att sakerstélla proven fortfarande
inneholl bakteriell nukleinsyra efter extraktion. Detta gjordes med befintlig
nukleinsyrabaserad analys (transcription-mediated amplification), som visade att
proven var positiv for CT, MG och GC. En ytterligare kontroll gjordes med hjélp
av en PCR-analys riktad mot human RNase-gen. Detta gjordes att sakerstalla att
polA-metoden inte amplifierar humant DNA. Resultaten visa att CT, MG och GC
var positiv for humant DNA, vilket ddrmed bekréfta att polA-metoden inte
korsreagerar med humant DNA.

Ytterligare kvalitetskontroller gjordes infor specificitetstest med H. ducreyi.
Infektioner orsakade av H. ducreyi &r mycket séllsynt och krévde darfér utodling
av kommersiell kontrollstam for att material ska kunna testas med PCR-analys.
For att kontrollera att det var H. ducreyi som véxte gjordes en artspecifik-PCR.
For att bekréfta att den amplifierade produkten var H. ducreyi gjordes en
konventionell Sangersekvensering med 3500xL genetic analyzer (Applied
Biosystems, USA) som jamfordes mot kand referenssekvens med hjélp av Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) i databasen for National Center for
Biotechnology Information (NCBI), som med 99 procents sakerhet bekréfta att
det var H. ducreyi som amplifierats.

Trots vissa svarigheter kan det konstateras att metoden ar helt negativ for alla
agens som analyserades vid specificitetstestningen och bekraftade darmed att
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metoden ar specifik for T. pallidum. Hade den blivit sant positiv hade metoden
inte kunnat anvandas for diagnostiskt syfte.

Né&r PCR-analysen testades med patientprov blev resultatet inte som forvantat.
Resultatet med polA-PCR visade en lagre koncentration PCR-produkt jamfort
med det resultat som erhallits med referensmetod vid Sahlgrenska i Goteborg. En
viss skillnad kunde forvantas da referenslaboratoriet anvander en annan
extraktionsmetod med andra reagens samt analysera provet med andra instrument.
Den bristande 6verensstammelsen mellan resultaten &r oklar, men da matningen
av detektionsgransen visat att metoden har en tillfredsstallande prestanda
misstanks diskrepansen ha orsakats av skillnader i extraktionsmetod. Extraktionen
formodas inte ha varit lika effektiv som referensmetod. En annan paverkan att ta
hansyn till &r att provet analyserades under andra forhallanden. Provmaterialet var
farskt nér det analyserades vid referenslaboratoriet och har dérefter utsatts for en
viss pafrestning da det frysts in, skickats och tinats upp.

KONKLUSION

Utvecklingen av en T. pallidum-specifik PCR utnyttjande av polA visade att det
inte forekom korsreaktivitet mot andra agens som forvantas finnas i sar fran
patient med misstankt syfilis. Metoden uppvisade en kénslighet vid spadning
1:100 (cirkal3 kopior/pul) och en precision pa 36,3+0,6 Ct. Resultaten fran det
kliniska provet visade pa forekomst av T. pallidum dock ar kansligheten nagot
samre an existerande referensmetod. Studien har fokuserat pa en optimering av
PCR metoden. Man bor dven studera utfallet fran extraktion av DNA fran sar
ytterligare for att ddrmed kunna 6ka utbytet och detektera lagre koncentrationer i
Kliniskt material. Det framtida vérdet &r att metoden kan anvandas i
rutindiagnostik av T. pallidum.
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Figur 1: Amplifieringsdiagram fran optimeringstest med denaturering vid 95° C i (5
min), foljt av 30 cykler med 95° C (10 s), 50° C (30 s) och 72°C (30 s).
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Figur 2. Amplifieringskurvor fran optimeringstest med denaturering vid 95° C i (5 min),
foljt av 45 cykler med 95° C (10 s), 50° C (30 s) och 72°C (30 s).
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Figur 3. Amplifieringsdiagram fran optimeringstest med denaturering vid 95° C i (5 min),
foljt av 45 cykler med 95° C (10 s), 55° C (30 s) och 72°C (30 s).

Amplification

8000 4
6000 1

5000 1

RFU

4000 1
3000 1

2000

1000 ]

Cycles

Figur 4. Amplifieringsdiagram fran optimeringstest med denaturering vid 95° C i (5 min),
foljt av 45 cykler med 95° C (10 s), 55° C (30 s) och 72°C (30s).
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Tabell 1. Ct-vérden for negativ kontroll (NK) och positiv DNA-kontroll spadd i tiofaldiga
steg (1:10-1:10 000) fran primeroptimering. Mix 1: 0,2 UM av respektive primers och
prob 0,34 uM, mix 2: primers 0,15 uM och prob 0,34 uM och 0,2 primers och prob 0,25
MM. N/A (not detected) fluorescenssignal som inte passerat bakgrundsfluorescensen och
som darmed inte genererat ett Ct-varde.

Ct-véarde

Mix 1 Mix 2 Mix 3
NK
Replikat 1 N/A N/A N/A
Replikat 2 N/A N/A N/A
1:10
Replikat 1 32,9 33,0 33,3
Replikat 2 33,1 33,1 33,1
1:100
Replikat 1 36,1 36,2 36,6
Replikat 2 37,8 36,8 35,9
1:1000
Replikat 1 419 41,0 40,5
Replikat 2 N/A 39,4 39,2
1:10 000
Replikat 1 N/A N/A N/A
Replikat 2 N/A N/A N/A
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Figur 5. Resultat fran specificitetstestning for analys av negativ kontroll (NK), Chlamydia
trachomatis (CT), Mycoplasma genitalium (MG) och Neisseria gonorrhoeae (GC) med RNase-
PCR for utvardering av humant DNA.
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Figur 6. Resultat fran specificitetstest for analys av Herpes simplex-virus 1 (HSV-1), Herpes
simplex-virus 2 (HSV-2) och Varicella zoster-virus (VZV) vid utvardering polA-PCR.
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Figur 7. Resultat fran specificitetstestning for analys av H. ducreyi vid utvéardering av polA-PCR.
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