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1 Forord

Hensikten med oppgaven var a finne, validere og optimalisere en metode for hepatitt E-
virus (HEV) RNA deteksjon og kvantisering i blod som kan tas i bruk ved Avdeling for
mikrobiologi og smittevern ved Universitetssykehuset Nord-Norge. Det er estimert at 20

millioner smittes av viruset arlig, og at seroprevalensen av HEV i Norge er 14 %.

Hgsten 2015 tok jeg kontakt med Christine Hanssen Rinaldo da hun hadde lagt ut
problemstillinger som kunne vazere aktuell for 5. drsoppgaver via Universitetets
nettportal. Problemstillingen vedrgrende HEV fanget min interesse med en gang, da den
innebar mye praktisk laboratoriearbeid som jeg syntes hgrtes veldig spennende ut. Da
prosjektbeskrivelsen ble skrevet skulle formdlet med oppgaven vaere a estimere
seroprevalens av HEV i normalbefolkningen i Tromsg ved & analysere 2200
serumprgver fra Tromsg 7 undersgkelsen. Vi endret imidlertid problemstillingen
underveis da et doktorgradsarbeid ved avdelingen skulle ta for seg bl.a. dette, og endte

med etablering av en metode for HEV RNA deteksjon som mal i stedet for.

En stor takk rettes til min veileder og biveileder. Til biveileder Stian Henriksen for
oppleering med utstyr og instrumenter, godt selskap pa laboratoriet og for at han alltid
var tilgjengelig pa telefon (og rask pa fgttene) nar undertegnede hadde problemer med
utfgrelse av forsgk. Til veileder Christine Hanssen Rinaldo for hennes uendelige
talmodighet, gode diskusjoner og betraktelige bidrag til revisjon av manuskript. En takk

gar ogsa til Irene Beate Olsgy, for spennende samtaler rundt temaet HEV.

Forsgkene ble utfgrt pa lab ved Avdelingen for mikrobiologi og smittevern fra hgsten

2016 til varen 2017, med god hjelp av biveileder Stian Henriksen.

Karoline Borgen, juni 2018



II



Innholdsfortegnelse

0] (10 oo P I
2 SAIMIMEINIATAE ...eureereereesresseesresseessesssessesssesssessesssessesssessesssesseessssssessssssessesssesssessesssessesssssssessssasessasssssssessesasesssans I\Y
20 000 0 (=T D11 =TT TSSOSO 1
200 0 5 =3 0 =1 1t o TP 1
070 S A S 00 PP 3
3.3 PrODIEMISTIIIINE . c.euceeeeseereeeeeeeeeseesseesse et s s es et sss s s bbb b s R b bbb 4
3.3 Begrensninger Med OPPZAVEIN ... ueeeeereesesssesssesssesssesssesssessssssssssssssssssesssasssesssasssesssssssssassssssassssssssssssass 4
4 Materiale 08 MELTOAE ... bbb 5
4.1 MALEIIAlE DEMYELET ..couieurieeieeeeueesreiseesseisesseesessesssessseesse s bsse bbb s b s R s bbb 5
4.1.1 1st World Health Organization International Standard for Hepatitis E Virus RNA
Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based ASSAYS .....ccuuneereeureerreesreesseessessessesssesssesssesnees 5
4.1.2 1st World Health Organization International Reference Panel for Hepatitis E Virus
RNA Genotypes for Nucleic Acid Amplification Technique (NAT)-Based ASSays.....cccumenmeenees 5
4.1.3 QCMD panel PA HEV RNA ......oereeseesssessssessssesssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssasesssaeses 5
4.1.4 Standardrekker med HEV RNA fra AILONa ......coieneenneenneeneeeseeeseeisesssesssessessesse s ssssssssssssssssseens 5
4.1.5 TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix fra Applied BioSyStemS.......corenmeenmeenmerneeeseesseesseessenns 6
4.2 MBEOMET cereeeeueeneereeueeeseeseesseesse s esse bbb b s s s RS E R HeER 8 SRR AR AR bbb e b et 6
4.2.1 NUcliSENS €asyMAG RNA €KRStraKSjOM....c.iurieieriereenneesseieeesessssssssssesssesssessssssse s sesssssssssssssssseses 6
4.2.2 Manuell ekstraksjon med QIAamp Viral RNA MiNi ....ocneeeeeseeseseesssssssssessessssssseens 6
4.2.3 Kommersielt HEV RT-PCR Kit.....ccouniriieseeseeseiseeseesssisess st sesssssssssssessssssse s esssssssssssssssseses 7
4.2.4 IN-NOUSE HEV RT-PCR ...ouiirieriemrseessssesssssessssesssssesssssssssssesssssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssesssaneses 8
R 2 D L=< N 9
5.1 Analytisk sensitivitet med modifisert kommersiell HEV RT-PCR .....cccooonenniennienneennenneenneeneeinnes 9
5.2 Analytisk sensitivitet av in-house HEV RT-PCR ... ssssesssessssssssssseees 10
5.3 Optimalisering av in-house HEV RT-PCR ...ttt sssessss s essssssssssssssseses 11
5.3.1 ReVETrS tranSKITPSJONSEEST ..cuuriurrereueeereesseesseessessseessesssesssesssesssssssssssssesssssssesssssssessss s st sassases 11
5.3.2 2-stegs versus 3-stegs ampPlifiKasjon ... senseees 13
5.3.3 Optimalisering av primerkOnSENtrasjon ... e seesseessesssesssessse s sssesssssssssssseses 14
5.3.4 Optimalisering av probe KONSENTIAS]ON ... eeereereenseenseseessessseessesssssssesssesssessse s sssssassseses 15
5.4 Relasjon Mellom [U OF GEQ ... eenreermeuneeereessesseessesssssssesssesssesssessssssssssssssesssssssesssssssesssessssssssessssssssssssassseses 15
5.5 Analytisk sensitivitet ved bruk av kommersiell RNA standard..........coeoenneennenneenseenecenseeneens 16
5.6 Testing av Easy mag versus QlAamp Viral RNA Mini RNA ekstraksjon......ncneeneens 18
5.7 Testing av QUMD PANEL ...ttt sesse s bbb e sss s s sss s s bbb 20
5.8 TeSting av ZENOLYPE PATIEL ..cuiuuieriereeeeiecereetseiseeese st sssessse bbb bbb s sss s s bbb 21
ORI T] QD] 1) PN 23
0 30 0134 103 o) OSSO 26
8 ReEfEIaNSELISTE ...t 27
Bl GUT TS TO couv ettt eeeeesree st s s s s s s RS R R R 29
1T 0121 D] o PP 29
O VEALEEE ..eoeeeereeereereeseesseeeesseesesse s ee s s s s s s s bR sES £ E AR 30

II1



2 Sammendrag

Bakgrunn: Hepatitt E-virus (HEV) er et lite (28-35 nm), nakent, icosahedralt virus med
et enkelttradet RNA genom med positiv polaritet, som er klassifisert i familien
Hepeviridae. Det er estimert at 20 millioner smittes av viruset darlig, og at
seroprevalensen av HEV i Norge er 14 %. Selv om tallene kan tyde pa at infeksjoner med
HEV er relativt vanlig ogsa i Nord-Norge, manglet Universitetssykehuset i Nord-Norge

metoder for pavising av HEV-infeksjon.

Formal: Finne, validere og optimalisere en metode for HEV RNA deteksjon og
kvantisering i blod som kan tas i bruk ved Avdeling for mikrobiologi og smittevern ved

Universitetssykehuset Nord-Norge.

Metode: Oppgaven sammenligner resultater fra en kommersiell HEV RT-PCR test,
RealStar HEV RT-PCR, med resultater fra en tidligere publisert og mye benyttet in-house
HEV RT-PCR metode. Da den modifiserte versjonen av RealStar HEV RT-PCR ikke er
validert for bruk, valideres og optimaliseres de ulike stegene i in-house RT-PCR metoden

som RNA ekstraksjon, revers transkripsjon og RT-PCR.

Resultater: RealStar HEV RT-PCR kvantiterte noe hgyere enn in-house PCR, uten at vi
vet om det er mer korrekt. Metodene har imidlertid lik sensitivitet. Begge metoder
hadde 100 % rett pd QCMD panelet og detekterte alle genotypene i genotypepanelet.
Den mest effektive RNA ekstraksjon far en ved manuell ekstraksjon ved bruk av
QIAamp med carrier RNA, men her er input volum begrenset til 140 pl. Ogsa for
EasyMag ekstraksjon gir 140 pl den mest effektive ekstraksjon men et hgyere input
volum gir hgyere RNA konsentrasjon. Revers transkripsjon pa 30 minutter gir bedre
resultat enn 5 og 15 min reaksjonstid, men som et kompromiss mellom gkt sensitivitet
og tidsbruk vil vi benytte 15 min. 2-stegs amplifikasjon gir bedre resultat enn 3-stegs
amplifikasjon. Mastermixen bgr sammensettes av 400 nM eller 900 nM forward primer
og 900 nM revers primer. For & unnga forbyttinger vil vi benytte 900 nM av bade

forward og revers primer. Dessuten vil vi benytte 250 nM probe som ga best resultat.

Konklusjon: Da den optimaliserte in-house HEV RT-PCR metode gir 100 % score bade
pa QCMD panel og genotypepanel, konkluderer vi med at denne metoden kan tas i bruk
tii HEV diagnostikk ved Avdelingen for mikrobiologi og smittevern ved

Universitetssykehuset i Nord-Norge.
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3 Innledning

3.1 Hepatitt E

Leverbetennelse (hepatitt) er en av de mest vanlige av de alvorlige
infeksjonssykdommene og skyldes oftest infeksjon med hepatitt A-virus (HAV), hepatitt
B-virus (HBV), hepatitt C-virus (HCV), cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV)
eller hepatitt E-virus (HEV) (1). HEV ble fgrst oppdaget i 1983, da en frivillig lot seg
infisere av en avfgringsprgve fra en person rammet av hepatitt som ikke var smittet av
HAV eller HBV (2). Viruset ble beskrevet som "waterborne or enterically transmitted non-
A, non-B hepatitis” frem til 1991, da genomet til viruset ble sekvensert og fikk navnet
HEV (2-4). Til tross for dette finnes det flere holdepunkter for at sykdommen har
eksistert lenge fgr. Et av de fgrste beskrevne utbrudd var muligens i Tyskland i 1794, da
mange utviklet hepatitt, men seerlig gravide dgde (5). Det er estimert at 20 millioner
smittes av viruset arlig, 3 millioner far en symptomatisk HEV-infeksjon og 56 600 dgr -
de fleste av disse i Afrika og Asia (6). En studie fra Skottland tyder pa at HEV er den
vanligste arsaken til akutt hepatitt i var del av verden, da HEV var arsak til akutt hepatitt

31 ganger oftere enn HAV og 7 ganger oftere enn HBV (1).

HEV er et lite (28-35 nm), nakent, icosahedralt virus med et enkelttradet RNA genom
med positiv polaritet, som er klassifisert i familien Hepeviridae (7). Forelgpig finnes det
syv kjente genotyper som alle er av samme serotype. Genotype 1 og 2 smitter kun
mennesker, da via forurenset vann og er arsak til humane epidemier som kan omfatte
mer enn 30 000 personer. Genotype 3 og 4 kan isoleres bade fra mennesker og dyr i
utviklingsland og industriland (8). Genotype 3 fgrer til majoriteten av humane
infeksjoner i industrialiserte land i Europa, Japan og USA, men siden 2008 har genotype

4 blitt funnet stadig oftere i pasienter og grisebesetninger i Europa (7, 9-11).

HEV genotype 1 og 2 smitter som tidligere nevnt via forurenset vann men ogsa vertikalt,
mens de andre genotypene i hovedsak smitter ved inntak av kjgtt som ikke er
tilstrekkelig varmebehandlet, via direkte kontakt med smittede dyr, ved
organtransplantasjon og blodoverfgringer. Flere studier er utfgrt pa vertikal smitte.
Khuroo et al gjorde en studie pa vertikal transmissjon, hvor 8 barn fgdt av mgdre med
HEV-infeksjon ble fulgt (12). Seks av ungene viste tegn pa HEV-infeksjon, hvorav HEV

ble padvist via PCR hos fem av disse. Det er verdt a nevne at to av barna ble fgdt med



alvorlig hypotermi samt hypoglykemi og dgde innen et dggn. I tillegg ble ett barn fgdt

med alvorlig hepatisk nekrose.

HEV vil vanligvis fgre til en asymptomatisk selv-eliminerende infeksjon, men kan utvikle
seg til en plutselig og kraftig hepatitt. Symptomene pa akutt HEV-infeksjon er de samme
som ved HAV- eller HBV-infeksjon; feber, kvalme, oppkast, gulsott, ledd- og
magesmerter (13). HEV-infeksjon kan ogsad gi kronisk leverinfeksjon med utvikling av
skrumplever, nevrologiske symptomer og andre ekstrahepatiske manifestasjoner, men

dette er mest vanlig hos immunsupprimerte pasienter (14).

En HEV-infeksjon diagnostiseres ved pavisning av HEV RNA i blod eller avfgring eller
ved pavisning av HEV antistoffer. HEV RNA vil vere tilstede i serum, avfgring og urin i
den akutte fasen. Det vil ogsa anti-HEV IgM antistoff som kan vare i 4-5 maneder (Figur
1), og anti-HEV IgG antistoffer kan veere tilstede i mer enn 10 ar og representerer
tidligere eksponering (15). Ved diagnostikk av akutt HEV-infeksjon er deteksjon av HEV
RNA spesielt viktig i tidlig fase av sykdommen fgr HEV antistoffer er dannet og hos
immunsupprimerte pasienter som kan ha en sveert forsinket utvikling av antistoffer.
Diagnosen kronisk HEV-infeksjon krever undersgkelse av HEV RNA i blod og er definert

som tilstedevarelse av HEV RNA i minst tre maneder (16).
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Figur 1: Dynamiske endringer i HEV markgrer etter infeksjon (15)



I Norge er genotype 3 endemisk, og Folkehelseinstituttet estimerer at seroprevalensen
av HEV i Norge er 14 % etter en studie utfgrt pa 1400 blodgivere. I samme studie ble
dessuten antistoffer funnet hos 73 % av 663 undersgkte svin (17). Studier fra ellers i
Europa viser at seroprevalensen i Sveits er pa 4,9 % (18) og i Tyskland 14,5 % (19). |
Danmark var seroprevalensen pa 12,7 % i 2011, mens en studie fra 1983 viste en
forekomst pa 50,3 % blant bgnder (20). Noen omrdder i Europa har hgyere
seroprevalens, som Abruzzo i sentrale Italia med 49 % og vest/sentrale Polen med 50 %
(16). Noen studier viser ogsa en nedgang i seroprevalens i lgpet av arene. I Nederland
har seroprevalensen blant blodgivere gatt ned fra 46,6 % i 1988, til 27,3 % i 2000 og til
20,9 % 12011 (21).12013 var en av 600 blodgivere i Nederland viremisk for HEV (16).

Selv om tall fra Norge og resten av Europa kan tyde pa at infeksjoner med HEV er
relativt vanlig ogsd i Nord-Norge, manglet Universitetssykehuset i Nord-Norge metoder

for pavising av HEV-infeksjon.

3.2 RT-PCR

Revers transkriptase polymerase chain —
reaction (RT-PCR) er en metode for a —
detektere RNA. Metoden benytter fgrst ‘ ales
enzymet revers transkriptase (RT) for a e

omdanne RNA til komplementzert DNA EEEEEEEE— A

(cDNA). Ved & heve temperaturen til — -

mellom 93 og 98°C, denaturerer cDNA slik PCR

at det splittes i to enkelttrader. - —

Temperatur senkes og primere kan ni ;1—1 AmpifisenOna

binde til spesifikk madl sekvens.

Dobbeltrddet PCR produkt dannes ved at h S

DNA syntetiseres fra Primer. e
EEEE——]  —)

Amplifikasjonen er eksponentiell. Ved
kvantitativ RT-PCR benyttes ogsa en probe  Fjgur 2: Skjematisk fremstilling av RT-PCR.
som binder til malsekvens. Ved dannelse av

PCR produkt spaltes probe og avgir fluoresens. Etter hvert som mer PCR produkt

dannes, vil PCR maskinen kunne lese av fluoresensen fra reaksjonene. (22).



For d kunne lese av et resultat settes et threshold niva. Det vil alltid veere noe fluoresens
tilstede uavhengig av amplifikasjon, sa nivdet settes over bakgrunnsfluoriseringen, slik
at man kan skille bakgrunnsstgy fra relevante resultater. Nar mengden PCR produkt blir
stor nok vil fluoresensen avgitt veere hgyere enn bakgrunnsfluoresensen, og kurven fra
templatet vil krysse det satte thresholdet. Punktet hvor kurven fra templatet krysser
thresholdet kalles threshold cycle (Ct), og representerer tiden - antall sykler - det tar
for nivaet av PCR produkt er mulig & detektere (Figur 2). Jo lavere Ct-tid, jo stgrre
mengde PCR produkt og dermed ogsd mer RNA i templatet. Ved 4 ta med en
standardkurve kan man kvantitere templat som genomekvivalenter (Geq)/ml eller
international unit (IU)/ml. Da metoden ikke er helt eksakt bgr det veere mer enn 0,5 log

forskjell i Geq/ml eller IU/ml for a si at det er en signifikant forskjell mellom to prgver.

ﬁ Ct-verdi

Templat

Flouresens

Threshold
Ingen templat

—>

Antall sykler

Figur 3: [llustrasjon av Ct-verdi

3.3 Problemstilling

Malet med oppgaven er a etablere en metode for pavisning av HEV-RNA i serum ved
Avdeling for mikrobiologi og smittevern pa Universitetssykehuset i Nord-Norge. Dette
gjgres ved a forst sammenligne to metoder, en kommersiell test og en in-house metode,
og deretter validere og optimalisere ulike steg av in-house metoden som RNA

ekstraksjon, revers transkripsjon og HEV RT-PCR.

3.3 Begrensninger med oppgaven
RNA er sveert ustabilt, og kontaminering med hud og/eller omgivelser vil kunne gi feil
resultat. For kjgring med kommersielt kit var ikke en maskin som metoden var validert

for tilgjengelig, det ble derfor kjgrt med en modifisert metode i stedet for.



4 Materiale og metode

4.1 Materiale benyttet

4.1.1 1st World Health Organization International Standard for Hepatitis E Virus
RNA Nucleic Acid Amplification Techniques (NAT)-Based Assays

Standarden var laget av Ferguson et al ved a ta blod fra en japansk blodgiver med HEV-
infeksjon (genotype 3a) og fortynne det i humant plasma uten HEV RNA (23). Plasmaet
ble fordelt i rgr med volum pda 5 ml og ble frysetgrket. Vi Igste rgret i 0.5 ml sterilt
nukleasefritt dH20. Reagenset inneholdt da 250 000 internasjonale units (IU)/ml, det vil

si 250 [U/pl. Vi fordelte innholdet pa 5 rgr og frgys ned rgrene pa -80°C inntil bruk.

4.1.2 1st World Health Organization International Reference Panel for Hepatitis E
Virus RNA Genotypes for Nucleic Acid Amplification Technique (NAT)-Based
Assays

Panelet inneholdt stammer fra alle de 4 vanligste genotypene som infiserer mennesker.
Det var totalt 11 stammer; 1a (2 stammer), 1e, 2a, 3b, 3¢, 3e, 3f, 4c, 4g pluss et humant
isolat som minner om kanin HEV. Stammene kom fra blod- og/eller plasmadonasjoner
og kliniske prgver, som vil si enten plasma eller avfgring. Prgvene har en oppgitt

mengde HEV RNA (logio IU/ml), og panelet har kodenummer 8578/13.

4.1.3 QCMD panel pa HEV RNA

Quality Control for Molecular Diagnostics (QCMD) er en uavhengig internasjonal ekstern
kvalitetmalingsorganisasjon. De tilbyr paneler med ulike virus og bakterier som hjelper
laboratorier med a opprettholde og forbedre kvaliteten pa sine deteksjonsmetoder (24).
Vi kunne kjgpe inn et panel fra 2015 med 8 prgver som inneholdt 0.6 ml plasma med

eller uten HEV RNA.

4.1.4 Standardrekker med HEV RNA fra Altona

Ferdige standardrekker med 4 ulike fortynninger av HEV RNA (104, 103, 102 og 10! IU/
ul) laget ved in vitro transkripsjon og kalibrert mot den internasjonale standarden. Ved
a benytte denne standardrekken kan man kvantitere HEV RNA. Produktkoden er
ALTONA-27100-ST.



4.1.5 TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix fra Applied Biosystems.

Ved RT-PCR benyttes en mastermiks. Tagman Fast Virus 1-Step Master Mix fra Applied
Biosystems inneholder AmpliTaq® Fast DNA Polymerase, Thermostable MMLV enzyme,
dNTPs inkludert dATP, dGTP, dCTP, og dTTP, RNaseOUT™ Recombiant Ribonuclease
hemmer, ROX™ dye (passive reference) og buffer komponenter optimalisert for

maksimal sensitivitet og toleranse for mange vanlige RT-PCR hemmere.

For 34 lage mastermiks ble 900 nM forward primer (JVHEVF; 5'-
GGTGGTTTCTGGGGTGAC-3"), 900 nM revers primer (JVHEVR; 5’-
AGGGGTTGGTTGGATGAA-3’) og 250 nM probe (JVHEP; 5’-TGATTCTCACCCTTCGC-3")

benyttet sammen med TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix.

4.2 Metoder

4.2.1 NucliSENS easyMAG RNA ekstraksjon

NucliSENS easyMAG er et automatisert system for total nukleinsyre ekstraksjon fra ulike
prgver og volum. Prgvene ble fgrt i maskinen og tilsatt en lyseringslgsning. Det ble alltid
tatt med en negativ kontroll under ekstraksjon. Deretter ble prgvene tilsatt magnetiske
silica-kuler som band opp nukleinsyrer. Kulene ble vasket og RNA eluert ut i et gnsket
volum elueringsbuffer. Det ferdige ekstraherte RNA-et ble pipettert manuelt til PCR-

brgnner.

4.2.2 Manuell ekstraksjon med QIAamp Viral RNA mini

QIAamp Viral RNA mini kit inneholdt QIAamp Mini Spin Columns, 2ml Collection Tubes,
Buffer AVL, Buffer AW1, Buffer AW2, Buffer AVE og Carrier RNA (poly A). I tillegg trengs
etanol (96-100 %), 1.5 ml mikrosentrifugergr, mikrosentrifuge og sterie, RNasefrie
pipettespisser. Pipettespisser byttes mellom hvert steg, og hansker brukes gjennom hele

prosedyren.

Fgrst forbereder man reagentene. 310 pl Buffer AVE tilsettes rgret som inneholder 310
ug frysetgrret carrier RNA for a oppna en lgsning med 1 pg/ pl. For hver prgve trengte
man 0.56 ml Buffer AVL og 5.6 pl carrier RNA-AVE. Buffer AW1 og AW2 kommer i kittet
som et konsentrat. Buffer AW1 tilsettes 25 ml etanol per 19 ml AW1 konsentrat. Buffer

AW 2 tilsettes 30 ml etanol per 13 ml AW2 konsentrat.



Prosedyre:

1.

560 pl av Buffer AVL som inneholdt carrier RNA ble pipettert til en 1.5 ml
mikrosentrifugergr.

140 pl prgvemateriale ble tilsatt Buffer AVL-carrier RNA i mikrosentrifugergret,
og ble videre blandet ved a puls-vortekse rgret i 15 sekunder.

Materialet ble inkubert i romtemperatur i 10 minutter ble sa kjapt sentrifugert.
560 pl etanol ble tilsatt prgven, og igjen puls-vortekset vi den i 15 sekunder fgr
den kjapt ble spunnet ned.

630 ul av Igsningen fra forrige steg ble pipettert til en QlAamp Mini column som
igjen ble plassert i et samlingsrgr. Lokket lukkes, og prgven ble sentrifugert pa
8000 rpm i 1 minutt.

Samlingsrgret ble byttet etter steg 5, og deretter gjentok vi steg 5.

Samlingsrgr ble byttet. QJAamp Mini column ble dpnet, og 500 pl av Buffer AW1
ble tilsatt. Prgven ble sentrifugert pa 8000 rpm i 1 minutt.

Samlingsrgr ble byttet. QJAamp Mini column ble dpnet, og 500 pl av Buffer AW2
ble tilsatt. Prgven ble sentrifugert pa 14 000 rpm i 3 minutter.

QIAamp Mini column ble plassert i et rent 1.5 ml mikrosentrifugergr. 60 QlAamp
Mini column ble dpnet, og 500 pl av Buffer AW1 ble tilsatt. Prgven ble
sentrifugert pa 8000 rpm i 1 minutt. Buffer AVE ble tilsatt, prgven ble inkubert i
romtemperatur i 1 minutt og sd sentrifugert pd 8000 rpm i 1 minutt.

Mikrosentrifugergret inneholdt nd det ekstraherte RNAet.

4.2.3 Kommersielt HEV RT-PCR kit

RealStar HEV RT-PCR kit 2.0 fra Altona Diagnostics er en nukleinsyreamplifikasjonstest

for deteksjon og kvantitering av HEV RNA. Start-materiale er ekstrahert RNA, vanligvis

fra plasma, avfgring eller spinalvaeske. Testen skal i fgrste omgang utfgres pa RNA

ekstrahert fra plasma. Testen er basert pa real-time RT-PCR teknologi. Proben er merket

med fluroforen FAM. Metoden inkluderer en internkontroll for a identifisere mulig

hemming ved RT-PCR og for a sjekke at komponenter i kittet fungerer. Proben for intern

kontroll (IC) er merket med fluroforen JOE. Dette muliggjgr parallell deteksjon av HEV

spesifikt RNA og internkontroll. Metoden har en egen positiv og negativ kontroll.

Metoden er utviklet og validert ved bruk av ulike real-time PCR maskiner inkludert ABI

Prism 7500 SDS fra Applied Biosystems, og utfgres i et reaksjonsvolum pa 50 pl.



Da Avdeling for mikrobiologi og smittevern ved Universitetssykehuset Nord-Norge ikke
har PCR maskin som metoden er validert for eller annen PCR maskin som benytter et
reaksjonsvolum pa 50 pl, ble reaksjonsvolum skalert ned 50 % for a kunne benytte
metoden med PCR maskinen Applied biosystems fast 7500. Metoden ble derfor kjgrt i en
modifisert form. For 4 kunne kvantitere RNA ble HEV RNA standardrekke fra Altona
benyttet. Mastermiks ble laget som vist i Tabell 1 og 12.5 pl tilsatt til hver brgnn.
Deretter ble 12.5 pl RNA fra hver prgve tilsatt slik at totalt reaksjonsvolum var 25 pl. Det
ble alltid benyttet minst en positiv og en negativ kontroll. PCR ble kjgrt som beskrevet i
Tabell 2.

Antall reaksjoner 1 12
Master A 2,27 ul 27 ul

Master B 9,09 ul 109 ul

Intern kontroll 1,14 ul 14 pl

Sum 12,5 pl 250 ul

Tabell 1: Mastermiks fra Altona RealStar kit med modifisere volum

Steg Stadium Antall sykler Temperatur Tid

Transkripsjon 1 1 50°C 5 minutt

RT inaktivering/initiell | 2 1 95°C 20 sekund

denaturering

Amplifikasjon 3 45 95°C 3 sekund
60°C 30 sekund

Tabell 2: Standard oppsett for HEV-RT PCR-kjgring

4.2.4 In-house HEV RT-PCR

Metoden baserer seg pa en allerede utviklet in-house RT-PCR fra Jothikumar et al 2006
(25). Garson et al modifiserte metoden i 2012, ved & gjgre en endring pa
sammensetningen av proben (26). Prinsippet er det samme som beskrevet for
kommersiell HEV RT-PCR bortsett fra at internkontroll mangler og at vi benyttet et
reaksjonsvolum pad 30 pl. Mastermiks ble laget som beskrevet i Tabell 3 og 15 pl ble
pipettert til hver brgnn. Deretter ble 15 pl RNA tilsatt. Ferdig RNA standardrekke fra
RealStar (ALTONA-27100-ST) ble tatt med for & kunne kvantitere RNA i prgvene.



Antall reaksjoner 1 12
TagMan Fast Virus 1-Step Mmix 7,5 pul 90 pl
Forward primer 0,27 pl 3,24 pul
Revers primer 0,27 pl 3,24 pul
Probe 1,5 ul 18 ul
dH20 5,46 pl 65,52 pl
Sum 15 pl 180 ul

Tabell 3: Mastermiks for in-house PCR

5 Resultater

5.1 Analytisk sensitivitet med modifisert kommersiell HEV RT-PCR

| fglge pakningsvedlegget til RealStar HEV RT-PCR har metoden en analytisk sensitivitet
pa 0.31 IU/ul (Vedlegg 1). Den analytiske sensitiviteten eller deteksjonsgrense
defineres som den konsentrasjon av HEV spesifikt RNA som gir en positiv rate pa 95%.
For 3 teste analytisk sensitivitet til modifisert Realstar HEV RT-PCR i var lab benyttet vi
WHO HEV standard som templat. Da vi ikke vet hvor mye RNA som tapes under RNA
ekstraksjon, antar vi at vi ikke mister noe RNA under ekstraheringen. Det lages en 10-
folds seriefortynning som ender opp med prgver som antas a inneholde 25 000, 2500,

250 og 25 IU/ml. Dessuten tar vi med en ufortynnet prgve som antas a inneholde 250

000 1U/ml.

Figur 4: Test av deteksjonsgrense for kommersielt Kit.
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Verdiene pa X-aksen er teoretisk og basert pa 0 % tap ved ekstraksjon (Figur 4).
Resultatene viser at metoden detekterer fra 250 000 [U/ml til 250 IU/ml, men ikke 25
[U/ml. Det er omtrent en log differanse mellom de tre hgyeste konsentrasjonene av
seriefortynnet HEV RNA standard, noe som viser at metoden gir et tilsynelatende

lineeert resultat for hgye HEV RNA konsentrasjoner.

Vi konkluderer med at metoden fortsatt gir et linezert resultat og har god sensitivitet
selv ndr den brukes med halverte volum. Hvis vi forutsetter at vi ikke har mistet RNA
ved RNA ekstraksjon, er sensitiviteten lavere enn angitt i pakningsvedlegget.

Sannsynligvis har vi imidlertid mistet RNA og kan ikke sammenlikne disse resultatene.

5.2 Analytisk sensitivitet av in-house HEV RT-PCR

Da vi kun har mulighet til & kjgre en modifisert form av kommersielt HEV RT-PCR Kkit,
bestemmer vi oss for a teste en in-house metode fra Jothikumar et al 2006 som var
modifisert av Garson et al i 2012 (25, 26). Dette er en mye brukt metode som vil vaere en
mye rimeligere lgsning enn et kommersielt kit. Metoden mangler imidlertid
internkontroll. Som for testing med kommersiell HEV RT-PCR benyttet vi en selvlaget
standardrekke av WHO HEV standard som antas & inneholde 250 000, 25 000, 2500
[U/ml. Denne gang var imidlertid ikke 250 og 25 IU/ml med.

5,2

o 5 4,5
- 4,3
2 4 3,4
E 7
SN
23
3
e 2
>
Wl
I

o L L

250000 25000 2500 Pos

IU/ml

Figur 5: In-house PCR 15 pl RNA + 15 pyl mastermiks.
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Metoden viser seg a gi et tilnaermet linezert resultat, med en reduksjon i 0.9 log for hver
fortynning (Figur 5). Sammenliknet med kommersiell HEV RT-PCR, viser in-house
metoden seg a kvantitere litt lavere pa 250 000 og 25 000 IU/ml; 5.2 log versus 5.7 log
og 4,3 log versus 4,7 log. Metoden kvantiterer marginalt hgyere pa 2500; 3.4 log versus
3.3 log.

Vi konkluderer med at in-house RT-PCR metoden gir et lineaert resultat og har god
sensitivitet, men da vi manglet de to laveste konsentrasjonene av HEV standard kan vi

ikke sammenligne sensitivitet med kommersiell HEV RT-PCR.

5.3 Optimalisering av in-house HEV RT-PCR

[ samrad med leger og andre pa FOU ble det enighet om a satse pa en in-house RT-PCR,
da sykehuset mangler real-time maskin for a kjgre kommersiell HEV RT-PCR etter
validert protokoll. Det tas utgangspunkt i in-house PCR allerede utviklet av Garson et al,
modifisert fra Jothikumar et al (25, 26). Det gnskes 3 optimalisere metoden for & oppna

best mulig sensitivitet.

5.3.1 Revers transkripsjonstest

Ved HEV RT-PCR er revers transkripsjon det fgrste trinnet i amplifiseringen. For
kommersiell HEV RT-PCR er dette trinnet 10 minutter ved 50°C. Bade Jothikumar et al
og Garson et al brukte 30 minutter ved 50°C for revers transkripsjon (25, 26).
Leverandgr av mastermiks anbefaler et program med revers transkripsjon i 5 minutter
ved 50°C. For a undersgke om det 4 gke tiden ville gke sensitiviteten til metoden ble 5,
15 og 30 minutter revers transkripsjonstid testet. Som templat ble det benyttet WHO
RNA som var 10x fortynnet og 1000x fortynnet og dermed hadde en estimert
konsentrasjon pa 25 000 og 250 [U/ml.
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Figur 6: Resultat fra revers
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S 36 testen. Hver betingelse ble kjgrt i
E tre brgnner. For a kunne kjgre alle
&5 34
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Resultatene viser at Ct-verdien minker med gkende tid for revers transkripsjon (Figur
6A). Fra 5 til 15 min gar Ct-verdien ned 1,2 og 1,3 avhengig av RNA mengde. For lav
konsentrasjon er 15 og 30 minutt relativt likt; 0.4 Ct i forskjell. For hgy konsentrasjon
gar Ct-verdien ned 0,9 fra 15 til 30 minutt. Effekten er mer tydelig hvis vi ser pa
gkningen vi far i Geq (Figur 6B).

Vi konkluderer at lengre tid ved revers transkripsjon gker sensitiviteten ved hgye
konsentrasjoner, men vi har kun testet til og med 30 minutter. For lav RNA
konsentrasjon er det lite forskjell men 15 minutter gir best resultat. Som et kompromiss
mellom 3 spare tid og gke sensitivitet vil vi heretter benytte 15 minutt for revers

transkripsjon.
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5.3.2 2-stegs versus 3-stegs amplifikasjon

PCR sykling kan gjgres som en 2-stegs eller en 3-stegs amplifikasjon. I Garson et al
brukes en 2-stegs amplifikasjon, det vil si at temperaturen er lik for primer/probe
annealing og elongering av PCR produkt (60°C), men gker for denaturering (95°C). I
Jothikumar et al brukes en 3-stegs amplifikasjon med litt lavere temperatur til annealing
(50°C) enn for elongering (60°C) og denaturering (95°C). Leverandgr av mastermiks
anbefaler en 2-stegs amplifisering. Det er gnskelig 4 undersgke om det a gjgre en 3-stegs
amplifikasjon med en lavere annealing temperatur vil gke sensitivitet. Det legges derfor

til et steg i PCR-programmet med 10 sekund pa 50°C for 3-stegs annealing.

A 40 37,10 B 40 38,92
30,90 31,35 32,51 31,19
30 30
s S
S —
L 20 220
(8] S
10 10
0 _— _— _— 0 _— _— o
10x 1000x POS 10x 1000x POS

Figur 7: Amplifikasjon. Y-aksen viser Ct-verdi, verdiene er gjennomsnittet fra 3 brgnner. X-
aksen viser de to fortynningene samt den positive kontrollen som var med.

(A) 2-stegs amplifikasjon. (B) 3-stegs amplifikasjon.
Resultatene viser at 2-stegs amplifikasjon gir litt lavere Ct-verdi enn 3-stegs
amplifikasjon; 1,6 i Ct-verdi for 10x fortynning og 1,8 for 1000x fortynning (Figur 7). De

positive kontrollene har tilnaermet lik Ct-verdi for begge betingelsene.

Vi konkluderer at 2-stegs amplifisering gir best resultat og vil fortsette med det.
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5.3.3 Optimalisering av primerkonsentrasjon

[ Garson et al 2012 benyttes 400 nM av forward og revers primer. Leverandgren av
mastermiks som benyttes foresldr & undersgke to konsentrasjoner av primere. Etter
deres anbefaling sammenlignes RT-qPCR med kombinasjoner av 400 nM og 900 nM av
forward (F) og revers (R) primere. Primere ble testet som F400-R400 nM, F900-R400
nM, F900-R900 nM og F400-R900 nM, med bruk av 250 nM probe som tidligere. For
hvert par tas det med 2 negative kontroller som kvalitetskontroll. Som templat brukes
RNA fra WHO standard som er 1000x fortynnet, det vil si som har en estimert

konsentrasjon pa 250 IU/ml.

A
42 3951 Figur 8:
41 Primerkonsentrasjon.
40 Hvert primerpar kjgres i 4 brgnner.
&S 39 37,32 Y-aksen viser Ct-verdi, mens X-
28 37,11 aksen er de forskjellige
36,50 kombinasjonene av primere.
37 I ﬁ (A) Resultat fra farste forsgk.
36 — — =

(B) Resultat fra andre forsgk.
F900-R900 F400-R400 F900-R400 F400-R900

36
34,38

35 34,29

33,97
34 - 33,55
) B

F900-R900 F400-R400 F900-R400 F400-R900

Kombinasjon av primer

Ct

Resultatene fra fagrste forsgk viste at det er mindre enn en Ct i forskjell mellom de ulike
primerkonsentrasjonene med unntak av F900-R400, der det er et stort standardavvik
(Figur 8A). Kombinasjonen F900-R900 ga best resultat, tett fulgt av F400-R900 og
deretter F400-R400. Forsgket ble gjentatt, men denne gang med RNA fra WHO standard
som var 100x fortynnet, altsd med en estimert konsentrasjon pa 2500 IU/ml. Det var
ogsa her lite forskjell i resultater, maksimalt 0.76 Ct (Figur 8B). Denne gangen kom
F400-R900 marginalt bedre ut enn F900-R900.
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Vi konkluderer med at mastermiksen bgr sammensettes av forward primer med 400
eller 900 nM og revers primer med 900 nM. Vi bestemte oss for a heretter benytte

kombinasjonen F900-R900.

5.3.4 Optimalisering av probe konsentrasjon
[ Garson et al 2012 benyttes 200 nM probe. Leverandgr av mastermiks foresldr a
undersgke to konsentrasjoner av probe; 100 nM og 250 nM probe. Som templat

benyttes RNA fra WHO standard 1000x fortynnet.

37
Figur 9: Optimalisering av
probekonsentrasjon. Betingelsene
- ble kjgrt i 4 brgnner hver. Resultatet
© 36 viser den gjennomsnittlige Ct-verdien
fra kjgringen.
35

250 nM 100 nM

Resultatene viste at 250 nM ga 0.75 Ct bedre resultat enn 100 nM probe (Figur 9).

Vi konkluderer med at 250 nM probe gir best sensitivitet av de to konsentrasjonene

forsgket er gjort med.

5.4 Relasjon mellom IU og Geq

For diagnostikk av HEV gis resultatet ut som IU/ml. For a fa en bedre forstaelse pa hva
dette betyr, skal en se pa relasjonen mellom IU og Geq. Som templat brukes et plasmid
med HEV cDNA i 3 fortynninger (10> Geq/ul, 10* Geq/ul og 103 Geq/ul). Som tidligere

brukes RNA standarder for referanse i form av standardkurve.
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Figur 10: Relasjon mellom IU og Geq. Grafene viser relasjonen mellom international units
(IU) og genomekvivalenter (Geq), og er fremstilt med logaritmisk Y-akse. Plasmidene ble kjgrt i
dublett, grafene viser den gjennomsnittlige verdien av kjgringene.

(A) Resultat fra 1. forsgk. (B) Resultat fra 2. forsgk.

Resultatene viser at 10 gangers reduksjon av Geq/pl gir en omtrentlig 10 gangers
reduksjon i IU/Geq (Figur 10A). Gjennomsnittlig var det 104 [U/Geq. Forsgket ble
gjentatt, og trenden er lik som i forste forsgk der 10 ganges reduksjon av Geq/pl gir en
omtrentlig 10 gangers reduksjon i IU/Geq (Figur 10B). Gjennomsnittlig var det na 52
IU/Geq.

Vi konkluderer med at relasjon mellom Geq/pl og IU/ml varierer litt fra fortynning til

fortynning og fra kjgring til kjgring, men ser ut til 4 veere ca. 52 - 104 1U/Geg.

5.5 Analytisk sensitivitet ved bruk av kommersiell RNA standard

For a finne sensitivitet av RT-PCR reaksjon uavhengig av RNA ekstraksjon, benyttes RNA
standard fra Altona (10 000 IU/ul) som templat. Fgrst blandes 10 ul av standarden med
990 ul nukleasefritt vann. Dette gir en 100 x fortynning (100 [U/pl). 10 pl fra dette rgret
blandes sa med 990 pul nukleasefritt vann (10 000 x fortynnet = 1 IU/ul = 1000 IU/ml).
Dette rgret brukes som utgangspunkt for a lage 2-folds fortynningsrekker. 200 pl
fortynnet standard blandes med 200 pl nukleasefritt vann, tas sd ut 200 pl som blandes
med 200 pl nukleasefritt vann etc. En ender opp med rgr med 1000, 500, 250, 125, 62.5
og 31.25 IU/ml. Hver konsentrasjon kjgres i 5 brgnner. Det tas ogsa med en negativ

kontroll som kjgres i 2 brgnner.
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Forsgket viser at metoden er svert sensitiv (Tabell 4). HEV RNA med konsentrasjon

ned til og med 0.03125 IU/pl detekteres. Dette var den laveste konsentrasjonen som ble

testet. Forsgket ble derfor gjentatt med en lengre fortynningsrekke for a finne grensen

for deteksjon (Tabell 5).

Input konsentrasjon | Antall replikater | Antall positive | Hitrate [%]
[1U/u]

1,0 5 5 100

0,5 5 5 100

0,25 5 3 60

0,125 5 1 20

0,0625 5 4 80

0,03125 5 2 40

Tabell 4: Hit rate ved optimaliserte betingelser. Hit rate er regnet ut ved &
dele antall positive prgver pa antall replikater.

Input konsentrasjon | Antall replikater | Antall positive | Hitrate [%]
[1U/ul]

1,0 9 9 100

0,5 10 7 70

0,25 10 5 50

0,125 10 4 40

0,0625 10 4 40

0,03125 10 0 0

0,0156 10 0 0

0,0078 10 0 0

Tabell 5: Hit rate ved optimaliserte betingelser fra 2. Forsgk

Input konsentrasjon | Antall Antall positive | Hitrate [ Hitrate fra RealStar

[TU/ul] replikater [%] HEV RT-PCR
pakningsinnlegg [%]

1,0 14 14 100 100

0,5 15 12 80

0,25 15 10 67

0,125 15 5 33

0,0625 15 8 53

0,03125 15 2 13 5,8 (0,0316 1U/ pl)

0,0156 15 0 0 0

0,0078 15 0 0 0

Tabell 6: Sammenlagte resultat fra testing av sensitivitet og sammenlikning med

RealStar HEV RT-PCR
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Resultatene viser at den optimaliserte in-house PCR-en kan detektere ned til og med
0,03125 IU/yl, dog er hit raten bare 13 % ved denne konsentrasjonen. Vi konkluderer
med at in-house PCR og RealStar HEV RT-PCR kit har en sensitivitet som kan

sammenliknes (Tabell 6).

5.6 Testing av Easy mag versus QIAamp Viral RNA Mini RNA ekstraksjon
Forskjellige metoder brukes for ekstraksjon av RNA. Mens noen benytter automatisert
ekstraksjon, benytter andre manuelle metoder. Vi gnsket 8 sammenligne ekstraksjon
med automatisert EasyMag i forhold til manuell QIAamp med spiking. Til ekstraksjon
benyttet vi WHO RNA standard med fortynnet til antatt konsentrasjon 2500 [U/ml. Til
spiking benyttes carrier RNA som fglger med kit fra Qiagen. For ekstraksjon pa EasyMag
brukes fire forskjellige inn-volum; 400, 200, 140 og 100 pl. Ut-volum i EasyMag settes til
100 pl. QIAamp har kun inn-volum pa 140 pl. Forsgket ble gjort to ganger.

Resultatene viser en linezer sammenheng mellom hva som puttes i ekstraksjon og hva
som kommer ut, med unntak av 140 pl som gir hgyere resultat enn 200 pl (Figur 11A).
Dette kan tyde pa at 140 pl er det mest optimale inn-volumet til ekstraksjon da man far
den mest effektive konsentrasjonen, men et hgyere input volum gir hgyere RNA
konsentrasjon. Resultatene viser ellers at ekstraksjon med EasyMag ikke pavirkes

positivt ved tilsetting av carrier RNA.

Forsgket ble gjentatt - denne gangen kom EasyMag ekstraksjon med spiking for 100 pl
litt hgyere ut enn ekstraksjon av samme volum uten spiking, men for de andre volumene
hadde spiking ingen positiv effekt (Figur 11B). Ekstraksjon med et inn-volum pa 140 pl
gav ogsa her hgyere resultat enn et inn-volum pa 200 pl. Resultatene er ogsa gitt med
logaritmisk skala pa Y-aksen (Figur 11C og 11D), hvor vi ser at forskjellen mellom noen

av ekstraksjonsvolumene er mindre enn 0.5 log, og dermed ikke er signifikant.

Vi konkluderer med at ekstraksjon med QIAamp med spiking fungerer litt bedre enn
EasyMag nar volumet er 140 pl. QIAamp er imidlertid mye mer arbeidskrevende enn
EasyMag ekstraksjon, og EasyMag vil bli brukt videre. Bruk av carrier RNA er kun
ngdvendig ved ekstraksjon med QIAamp. Ekstraksjon med et inn-volum pa 140 pl er
tilsynelatende det mest optimale volumet av de volum som har blitt testet men en inn-

volum pa 400 ul gir ut mest RNA.
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Figur 11: Automatisert ekstraksjon versus manuell ekstraksjon. Automatisert
ekstraksjon ble utfgrt med EasyMag. Manuell ekstraksjon ble utfgrt med QIlAamp.

(A) Resultat fra fgrste forsgk. (B) Resultat fra andre forsgk. (C) Resultat fra forste
forsgk gitt med logaritmisk Y-akse. (D) Resultat fra andre forsgk gitt med

logaritmisk Y-akse.



5.7 Testing av QCMD panel

Prgvene fra QCMD panel (Tabell 7) ble ekstraheret pa EasyMag. Det brukes to

forskjellige inn-volum, 200 og 400 pl, men ut-volum er 100 pl. Prgvene kjgres med in-

house PCR og modifisert RealStar HEV RT-PCR.

Sample code Sample Sample | Detection | Sample Status Resultat | Resultat
Content Matrix | Frequency Altona kit | modifiser
t Garson
HEVRNA15-01 | HEV Type | Plasma | Detected EDUCATIONAL | + +
gg3c
HEVRNA15-02 | HEV Type | Plasma | Frequently | CORE + +
gg3f Detected
HEVRNA15-03 | HEV Type | Plasma | Frequently | CORE + +
gg3c Detected
HEVRNA15-04 | HEV Plasma | Negative CORE - -
Negative
HEVRNA15-05 | HEV Type | Plasma | Detected EDUCATIONAL | + +
gg3f
HEVRNA15-06 | HEV Type | Plasma | Detected EDUCATIONAL | + +
gg3c
HEVRNA15-07 | HEV Type | Plasma | Frequently | CORE + +
gg3c Detected
HEVRNA15-08 | HEV Type | Plasma | Detected CORE + +
gg3f

Tabell 7: Detaljer om QCMD panel samt resultater fra kit og in-house PCR

Resultatet viste at panelet inneholdt 7 prgver positive for HEV RNA, og en prgve som var

negativ for HEV RNA. Bade modifisert RealStar RT-PCR og in-house PCR fikk rett resultat

pa alle prgvene, uavhening av om in volum var 200 eller 400 ul. Vi konkluderer med at

begge metoder har lik deteksjonsrate pa QCMD panel. Metodene kvantiterte relativt likt,

men resultater fra RealStar HEV RT-PCR 14 litt hgyere enn fra in-house PCR (Figur 12).
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Prgvene fra genotypepanelet (Tabell 8) ble ekstrahert pa EasyMag. Det brukes inn-

volum 400 pl og 100 pl, ut-volum var 100 ul . Prgvene ble kjgrt med bade in-house PCR

og modifisert RealStar HEV RT-PCR for a se at begge metoder kan detektere de

forskjellige genotypene.

Code Genotype Origin Sample | Anti-HEV | Nominal Resultat Resultat
type IgM/IgG | concen- | kommersielt | in-house

tration kit PCR

(log1o

IU/ml)
8567/13 la India Plasma n.d. ~25-3.0 + +
8568/13s la India Stool n.a. = 4.0 + +
8569/13 le Sudan Plasma +/- ~3.0-3.5 + +
8570/13* 3b Japan Plasma -/- = 4.0 + +
8571/13* 3c Sweden | Plasma -/- ~3.0-3.5 + +
8572/13* 3e Germany | Plasma -/- ~ 3.5 + +
8573/13* 3f Sweden | Plasma -/- ~ 3.5 + +
8574/13s | 3 (rabbit) France Stool n.a. ~45-5.0 + +
8575/13* 4c Japan Plasma -/- = 4.0 + +
8576/13* 4g Japan Plasma -/- ~ 3.5 + +
8577/13 2 Mexico Stool n.a ~50-5.5 + +
8577/13s 2 Mexico Stool n.a. ~3.5-4.0 + +
Candidate 3f Germany | Plasma +/+ = 4.5 + +
BRP*

Tabell 8: Detaljer om stammer av HEV evaluert i studien, samt resultat fra kit og in-house

PCR. n.d. not determined. n.a. not applicable. *Samples obtained from blood/plasma donors.
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Resultatene viser at bade RealStar HEV RT-PCR og in-house PCR detekterer alle prgvene
(Tabell 8).

Vi konkluderer med at bade RealStar HEV RT-PCR og in-house PCR detekterer genotype
1-4. I tillegg kvantiterte begge assay hgyere enn forventet (Figur 13).
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Figur 13: Kvantitering av genotypepanel.

(A) RealStar HEV RT-PCR: Kvantitering fra RealStar HEV RT-PCR sammenliknet med forventet verdi.
(B) In-house HEV RT-PCR: Kvantitering fra in-house PCR sammenliknet med forventet verdi.
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6 Diskusjon

HEV RT-PCR er en viktig diagnostisk metode for diagnostikk av akutt- og kronisk HEV
hepatitt. [ denne oppgaven har vi sett at modifisert RealStar HEV RT-PCR fungerer godt
da metoden detekterer alle prgver i QCMD panel og i genotype panel. Da vi pa grunn av
tilgang til real-time PCR maskin bare kan kjgre maks 30 ul reaksjonsvolum, kan vi ikke
kjgre dette som en akkreditert metode med 50 ul reaksjonsvolum. Vi velger derfor a
benytte mest tid pa a teste og optimalisere en mye brukt og mye rimeligere in-house RT-
PCR metode. Vare resultater gjgr at vi endrer tid for revers transkripsjon fra 5 minutter
som anbefalt av leverandgr av mastermiks til 15 minutt, vi bestemmer oss for a bruke
900 nM av bade forward og revers primer og 250 nM av probe og vi gjgr en 2-stegs PCR.
Vi ser at vi kan gjgre RNA ekstraksjon med bade manuell QIAamp kit og automatisert
EasyMag ekstraksjon og bestemmer oss for a benytte automatisert ekstraksjon. Vi finner
at in-house RT-PCR metoden har en sensitivitet pd 0.03125 IU/pl som er tilnaermet
sensitivitet oppgitt for RealStar HEV RT-PCR. Vi finner at det er mellom 52 og 104 IU
per Geq. Tilslutt viser vi at in-house RT-PCR metoden detekterer alle prgver i QCMD

panel og genotype panel.

Arsaken til at vi opprinnelig gnsket & benytte RealStar HEV RT-PCR er at flere studier
viser at denne metoden har den beste sensitiviteten av de kommersielle kittene pa
markedet. Vollmer et al har i en studie fra 2014 sammenliknet sensitiviteten til RealStar
HEV RT-PCR, hepatitisE@ceeramTools og ampliCube HEV RT-PCR (27). Av disse tre
hadde RealStar HEV RT-PCR den hgyeste sensitiviteten. Abravanel et al sammenliknet
RealStar og Ceeram i 2013, ogsa der hadde RealStar HEV RT-PCR hgyere sensitivitet
(28).

Ved bruk av in-house PCR fikk vi et tilneermet lineart resultat, metoden var sveert
sensitiv men kvantiterte noe lavere enn ved kommersielt kit. Ogsa in-house PCR metode
detekterte alle genotypene, samt fikk korrekt resultat ved bruk av testpanelet fra QCMD.
Ser man pa andre studier som sammenlikner kommersielle kit med in-house PCR, er den
giennomgaende trenden at sensitiviteten er noe bedre ved bruk av kommersielle Kit.
Vollmer et al har i en annen studie fra 2012 sammenliknet RealStar HEV RT-PCR med to
in-house PCR, deriblant in-house PCR fra Jothikumar et al, og fant at RealStar HEV RT-

PCR hadde den hgyeste deteksjonsraten (29). Jothikumar et al kom ut som den beste in-
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house PCR av de to som ble testet, og er en metode som ble forbedret av Garson et al i
etterkant. En liknende studie ble gjort av Cattoir et al i 2013, som ogsa fant at RealStar
HEV RT-PCR hadde bedre sensitivitet enn to in-house PCR hvorav en var basert pa
Jothikumar et al (30). Ogsa Cattoir et al fant at metoden basert pa Jothikumar et al var
den mest sensitive av in-house PCR som ble testet. Mokhtari et al sammenliknet in-
house PCR fra Jothikumar med tre andre publiserte in-house metoder, samt
kommersielt kit fra Ceeram, og konkluderte med anbefaling av metode fra Jothikumar et

al og det kommersielle kittet (31).

Basert pa litteratur om metoder for pavisning av HEV RNA tyder det altsa pa at metoder
basert pa og forbedret fra Jothikumar et al er blant de mest optimale for in-house PCR.
Metoden er ogsa blant de mest brukte. Artikkelen er publisert pa internett via Elsevier
Science, hvor man videre kan se at artikkelen har blitt sitert i andre publiserte artikler
312 ganger. Mange av disse bruker metoden i sine publikasjoner. Et eksempel pa dette
er Baylis et als (2013) studie for 3 etablere en internasjonal standard for HEV, hvor 10
av de 17 laboratoriene som oppga hvilken metode de brukte enten brukte in-house PCR

fra eller modifisert fra Jothikumar et al (32).

Fra vdre forsgk vedrgrende optimalisering tyder resultatene fra revers transkripsjon pa
at a gke tid pa dette trinnet gker sensitiviteten, i alle fall opp med tid opp til 30 minutter.
RNA kan ha signifikante sekunderstrukturer som pavirker muligheten for revers
transkriptase til 4 generere cDNA. Det virker naturlig at det & benytte mer tid pa dette
resultatet vil generere mer cDNA. Imidlertid er tid ogsa en viktig faktor i en travel
diagnostisk hverdag og vi valgte derfor d kun gke tiden fra 5 til 15 minutter for revers
transkripsjon i videre forsgk, som et kompromiss mellom & spare tid og a gke

sensitivitet.

Analyser av ulike primer konsentrasjon viser at in-house RT-PCR metoden er robust, da
de ulike testede primerkonsentrasjonene bare gir smd endringer i resultater.
Resultatene viser at 400 nM av forward primer og 900 nM av revers primer gir best
resultat tett fulgt av 900 nM av forward primer og 900 nM av revers primer. Vi bestemte
oss for a benytte 900 nM av begge primerne da dette minker sannsynlighet for

forbytting av primere ved tillaging av mastermiks som vil veere en mulig feilkilde. Vi
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bestiller alltid forward or revers primere samtidig og hvis vi skulle bruke bare 400 nM
av forward primer, ville vi sannsynligvis alltid kastet rest av forward primere nar revers

primer var oppbrukt. Derfor vil valget vart ikke veaere av gkonomisk betydning.

Etter to forsgk hvor en sa pa sensitiviteten av den optimaliserte in-house PCR metoden
ved d benytte en ferdig ekstrahert RNA standard med eksakt konsentrasjon, kunne vi
detektere ned til og med 0.03125 [U/ul. Denne sensitiviteten kan med det
sammenlignes sensitivitet oppgitt i RealStar HEV RT-PCR kittet. Da en ser noe variasjon
hit raten mellom de to forsgkene, burde flere forsgk gjgres for a finne mer ngyaktig
sensitivitet. Det hadde ogsa veert interessant a kjgre modifisert RealStar HEV RT-PCR pa
denne RNA standarden.

Ved ekstraksjon av 140 pl gir QIAamp litt hgyere utbytte enn EasyMag. Forskjellen er
liten, og vil ikke rettferdiggjgre bruk av en arbeidskrevende manuell metode foran
automatisert metode. Ved bruk av EasyMag kan man gi inn et volum opp til og med 1000
ul. Ofte vil en tenke at jo mer materiale som benyttes desto hgyere vil utbyttet bli. En
svert interessant og viktig observasjon vi gjorde var at et inn-volum pa 140 pl ga samme
eller bedre utbytte enn et inn-volum pa 200 pl. Dette kan tyde pa at for mye
provemateriale eller spiking gir metting av kuler, og dermed et darligere utbytte. Selv
om ekstraksjon av 400 pl ikke er like effektiv, gir dette imidlertid den hgyeste RNA

konsentrasjon.

Forsgkene i oppgaven er reproduserbar. Noen av forsgkene burde vert gjentatt flere
ganger men dette lot seg ikke gjgre pa grunn av den begrensende tiden. For eksempel
burde analytisk sensitivitet av in-house RT-PCR med RNA ekstrahert av WHO standard
veert gjentatt (Figur 5) og da burde ogsad de laveste konsentrasjonene veert tatt med. Da
arbeidet startet med oppgaven brukte alle kommersielle kitt vi fant et reaksjonsvolum
pa 50 pl, men det vil i fremtiden kunne vare relevant & undersgke nyere kommersielle

kit som er validert for PCR maskinene tilgjengelig ved avdelingen.
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7 Konklusjon

Forsgkene viser at bade modifisert RealStar HEV RT-PCR og in-house PCR modifisert fra
Garson et al fungerer godt. Begge metoder hadde rett pa QCMD panelet og detekterte
alle genotypene i genotypepanelet. RealStar HEV RT-PCR kvantiterte noe hgyere enn in-
house PCR, men metodene har en god sensitivitet som kan sammenliknes. Da den
modifiserte versjonen av RealStar HEV RT-PCR ikke er validert, konkluderes det med at

optimalisert in-house PCR er den beste metoden & ta i bruk.
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9 Vedlegg

Vedlegg 1: Hit rate fra RealStar HEV RT-PCR med validert metode

Table 1: RT-PCR results used for the calculation of the RealStar® HEV RT-PCR Kit 1.0

Input Conc. Number of Number of Hit Rate
[U/pl] Replicates Positives [%]
Valid
Valid
Valid
Valid

The analytical sensitivity of the RealStar® HEV RT-PCR Kit 1.0 was determined by

Probit analysis.

* For the detection of HEV specific RNA, the analytical sensitivity is 0.31 [U/ul [95%
confidence interval (CI): 0.20 - 0.74 IU/pl]
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10 Sammendrag av kunnskapsevalueringer

Det ble besluttet a ikke ta med GRADE, da sjekklistene som skal fylles ut ikke er

appliserbare til ngkkelartiklene brukt i denne oppgaven.

31



