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Sammendrag

En molekylarbiologisk metode for typebestemmelse av enterovirus er under utpreving og
skal etter hvert etableres pa Mikrobiologisk avdeling ved Haukeland universitetssjukehus. For
etablering av metoden skal den vere 1 stand til & identifisere de klinisk relevante enterovirus
genotypene. Prover som hadde testet positivt for enterovirus ved laboratoriet fra midten av
2018 til Januar 2020 ble forsekt genotypet ved metoden. Metoden var en to-trinns revers
transkriptase polymerase kjedereaksjon og en nested polymerase kjedereaksjon, etterfulgt av
Sanger-sekvensering. Metodens sensitivitet og mulige pavirkninger pa sensitiviteten ble
undersgkt. Ved & analysere alle enterovirus-positive prover fra 2019 fikk man 1 tillegg en

periodisk oversikt.

Av 120 prever ble 99 typet (82,5%), fordelt pa 15 ulike genotyper. Mulige pavirkninger pa
metodens sensitivitet ble undersekt, og konsentrasjon av enterovirus i prevene viste seg a
vaere den viktigste. En korrelasjonstest viste en signifikant sammenheng mellom virusinnhold
og mulighet for typing, hvor viruset 1 provene med lav konsentrasjon av enterovirus var

vanskeligst a type.

Av de 77 prevene fra 2019 ble 55 typebestemt (77,5%), og coxsackievirus A6 ble detektert i
52,1% grunnet et utbrudd av hdnd-, fot- og munnsyke. Coxsackievirus A6 ble detektert 1 flest

sar- og blemmesekret, men ogsa i spinalveaske 1 ett tilfelle.

Problemer med deteksjon av enterovirus A71 forte til at metoden ble endret mot slutten av
prosjektet. Nye primere ble utprovd, og den modifiserte metoden ga langt bedre resultater ved
deteksjon av denne genotypen. Vi fikk ikke anledning til & preve ut de modifiserte primerne

fullstendig, slik at videre utpreving er nadvendig.

Nokkelord: Enterovirus, RT-PCR, Sanger-sekvensering, genotyping, metodeutvikling



Abstract

A molecular method for enterovirus typing is under developing and will eventually be
established at the microbiological laboratory at Haukeland University Hospital. Before
establishment of the method it must be able to identify all the clinically relevant genotypes of
enterovirus. Enterovirus positive samples tested at the laboratory from mid 2018 to January
2020 were analyzed in the project. The method used was a two-step reverse transcription
polymerase chain reaction and a nested polymerase chain reaction followed by Sanger-
sequencing. The sensitivity of the method and possible impacts on the sensitivity were
investigated. Analyzing all enterovirus positive samples from 2019 gave a periodic overview

as well.

Of 120 samples 99 were typed (82,5%), divided into 15 different genotypes. Possible impacts
on the sensitivity of the method were investigated, and virus concentration turned out to be
the most important. A correlation test showed a significant relationship between the
concentration of enterovirus in the samples and the possibility for typing. The samples

containing the lowest concentration of the virus were also the hardest to type.

Of the 77 samples from 2019, 55 were typed (77,5%), and coxsackievirus A6 was detected in
52,1% due to an outbreak of hand- foot- and mouth disease. Coxsackievirus A6 was mostly

detected in swabs from wounds and vesicles, but also in cerebrospinal fluid in one case.

Problems detecting enterovirus A71 lead to a modification of the method by the end of the
project. New primers were designed, and the modified method gave much better results
detecting the genotype. We did not get the chance to completely test the modified primers,

which means further testing is necessary.

Key words: Enterovirus, RT-PCR, Sanger-sequencing, genotyping, method development



Forkortelser

BLAST — basic local assignment search tool
cDNA — complementary DNA (komplementaert DNA).

CT-verdi — threshold cycle (terskelverdi). Antall sykluser i en PCR-reaksjon som ma til for at

avlest signal nar terskelverdien

DNA — deoksyribonukleinsyre

HUS — Haukeland universitetssjukehus

LNA — locked nucleic acid

MIA — Mikrobiologisk avdeling

NCBI — National Center for Biotechnology Information

PCR — polymerase chain reaction (polymerase kjedereaksjon)
RNA — ribonukleinsyre

RT — revers transkriptase

SLP — sammenlignende laboratorieproving

VP — viral protein (virusprotein)



1. Introduksjon

1.1 Bakgrunn

Enterovirus er en gruppe virus tilherende familien picornaviridae. Viruset infiserer og
formerer seg 1 epitelceller 1 tarmtraktus, men vanligvis uten & fremkalle gastrointestinale
symptomer. Enterovirus kan spre seg til andre organer, og selv om en infeksjon vanligvis gir
et mildt sykdomsbilde, kan det 1 enkelte tilfeller fore til alvorlig sykdom hos barn og voksne
(Folkehelseinstituttet, 2015). Enterovirusslekten er svaert heterogen bade med tanke pa klinikk
og genetikk. Genomet bestér av et omlag 7400-7500 nukleotider langt enkelttradet RNA-
molekyl (figur 1). RNA-trdden koder for et polyprotein bestdende av strukturelle og ikke-
strukturelle proteiner. P1-regionen er den strukturelle delen av genomet og koder for de fire

kapsidproteinene viralt protein 1-4 (VP1-4) (Nasri et al., 2007).

Humane enterovirus ble frem til 1970 inndelt 1 fire hovedgrupper etter patogenese; poliovirus,
coxsackievirus A eller B og echovirus. Videre ble hver hovedgruppe delt inn 1 undergrupper
med fortlopende nummerering etter hvert som nye virus ble beskrevet. Fra 1970 har 1 stedet
alle nye humane enterovirus blitt nummerert forlepende fra 68 og oppover (EV68, EV69,
osv.), og disse kalles 1 dag sero- eller genotyper. Enterovirus deles na inn 1 12 ulike arter,
enterovirus A-J (bortsett fra I) og rhinovirus A-C (ICTV, 2019). Hver art bestdr av neert
beslektede genotyper. Dagens inndeling har ingen sammenheng med den tidligere, ettersom
den er basert pa aminosyrehomologi i P1-regionen, ikke patogenese som for. Virusstammer
innenfor sammegenotype skal ha >75% nukleinsyrehomologi innenfor VP1-genet.
Nukleinsyrehomologi pa mellom 70% og 75% er en grasone, mens under 70% tyder pa funn
av en ny genotype (Oberste et al., 2003). Innenfor samme art varierer sekvenslikeheten fra

48,9% til 73,2% mellom de ulike genotypene (Oberste et al., 1999).

5'-UTR 38 3-UTR
‘— VP4 VP2 vP3 vP1 L 2a | 28 2¢ m‘ ] 3c 3D — Poly(A)
VPg
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Figur 1: Organisering av enterovirus-genomet. Genomet er et 7400-7500 nukleotider langt RNA-molekyl, delt opp i
strukturelle (oransje) og ikke-strukturelle (bla) regioner. Pl-regionen er den strukturelle regionen og koder for de fire
kapsidproteinene VP1-4. VP1-genet har vist seg d veere best egnet for genotyping av viruset.



Ofte er en infeksjon med enterovirus asymptomatisk, men de kan forarsake en rekke
forskjellige sykdomsbilder hvor ikke-spesifikk febersykdom er det vanligste. Andre mindre
alvorlige manifestasjoner er hand- fot- og munnsyke, milde luftveisinfeksjoner,
oyebetennelser og muskelsmerter. [ mer alvorlige tilfeller kan viruset fordrsake meningitt
(hjernehinnebetennelse), poliomyelitt (ved poliovirus) eller polio-liknende symptomer,
myokarditt, perikarditt og neonatal infeksjon med sepsis-liknende infeksjon hos nyfadte

(Folkehelseinstituttet, 2015).

Sammenhenger mellom genotyper og type klinikk er diskutert 1 tidligere studier, ogsd i studier
hvor alle enterovirus-positive prover fra et gitt tidsrom er blitt typebestemt. Selv om de fleste
genotyper kan gi svert varierende sykdomsbilder hos ulike pasienter, er det funnet noen
sammenhenger. For eksempel viser studier at enterovirus gruppe B oftere blir funnet hos
pasienter med enterovirus-meningitt enn enterovirus gruppe A (de Crom et al., 2016, Dumaidi
and Al-Jawabreh, 2017, B'Krong et al., 2018). Enterovirus D68 har ved flere anledninger
forarsaket utbrudd av luftveisinfeksjoner, og i studier assosieres denne genotypen nesten
utelukkende med luftveisinfeksjoner (Wollants et al., 2019, Van Leer-Buter et al., 2016,
Wang et al., 2019). Utbrudd av hand- fot- og munnsyke er som oftest forarsaket av
enterovirus genotyper 1 gruppe A, spesielt genotypene enterovirus A71 og coxsackievirus

A16, men ogsé coxsackievirus A6 og coxsackievirus A10 (Xu et al., 2013, WHO, 2011).

Enterovirus kan pévises 1 avfering, spinalvaske og i sekret fra luftveier og blemmer. Hvert ar
diagnostiseres 500-1000 tilfeller av enterovirus 1 Norge, men det er bare noen fa av disse som
blir typet (Folkehelseinstituttet, 2015). Ved noen tilfeller av infeksjon er det enskelig a
typebestemme viruset sd fort som mulig, for eksempel ved meningitt. Typing av viruset vil ogsa
kunne utelukke at infeksjonen skyldes poliovirus, som vil angripe de motoriske cellene i
ryggmargen og fore til lammelser (Gjerstad and Myrvang, 2018). Overvaking av slappe
lammelser hos barn under 15 ar er en viktig del av den norske beredskapen mot polio og er
samtidig et av Norges bidrag til WHOs globale overvaking av poliomyelitt. I tillegg vil typing
av viruset gi verdifull epidemiologisk informasjon som er nyttig for & overvake og kontrollere

utbrudd.



Gullstandarden for typebestemmelse av enterovirus har tidligere vart en metode basert pa
dyrkning av viruset fra avferingsprover eller halssekret 1 cellekultur hvor
immunfluorescensteknikk benyttes til identifisering av dyrkede virus. Ettersom enterovirus
formeres 1 tarmtraktus, har feces ofte et hoyt innhold av viruset og egner seg derfor godkt til
dyrkning. Metoden har derimot flere ulemper. Den er tidkrevende og tar flere dager. Dessuten
kan kun et utvalg av virustypene types ettersom ikke alle enterovirustypene vokser like lett i
cellekultur (Oberste et al., 2003). Virusaggregering og innhold av flere forskjellige typer virus
1 pravematerialet er ogsa utfordringer med den tradisjonelle metoden (Oberste et al., 2000).
En inneliggende pasient har heller ikke alltid mulighet til & avgi avferingspreove, grunnet for

eksempel lite inntak av mat eller kort sykehusopphold.

Revers transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-PCR) brukes i rutinediagnostikken til &
raskt pavise enterovirus 1 ulike provematerialer. Enterovirus-meningitt blir for eksempel
diagnostisert ved at det utferes en spinalpunksjon, og spinalvasken blir undersgkt for virus
med en RT-PCR. Selv om RT-PCR i dag er gullstandard for deteksjon av viruset, gir den
ikke svar pd hvilken genotype av viruset proven inneholder. RT-PCR etterfulgt av
sekvensering av det amplifiserte PCR-produktet representerer en dyrkningsuavhengig metode
for typing av enterovirus (Oberste et al., 2000). Man vil da kunne utfere typing direkte fra det
primare provematerialet 1 stedet for & matte be om egen avferings- eller halsprove til
dyrkning. I tillegg vil de fleste prevene kunne types, da man ved & kun gjere typing fra
avferings- eller halspreve, kan risikere a gé glipp av mange. Metoden vil kunne brukes til &
analysere og typebestemme virus bade fra feces, luftveissekreter, sar- og blemmesekreter og
spinalvasker som har testet positivt for enterovirus. P4 grunn av variabiliteten til enterovirus
og at RT-PCR beregnet pa typing nedvendigvis ikke kan rette seg mot et hyperkonservert
omrade, er det utfordrende & lage en god metode som fanger opp alle typer enterovirus. VP1
genet er et omrade 1 P1 regionen i virusets RNA og koder for et kapsidprotein. Omréadet har
vist seg & vaere egnet for genotyping (Oberste et al., 1999). Likevel har PCR-metodene som er

beskrevet lavere sensitivitet fra kliniske materialer enn det man skulle onske.

En ny PCR-basert metode for typebestemmelse er under utpreving ved Mikrobiologisk
avdeling pd Haukeland universitetssjukehus. Metoden gér ut pé at etter at proven har testet
positivt for enterovirus ved RT-PCR, analyseres proven med nested PCR etterfulgt av
deoksyribonukleinsyre (DNA)-sekvensering av VP1-genet. DNA-sekvensene sammenlignes
sd mot en gen-database for identifisering av viruset. Mélet er at denne skal tas i bruk i

diagnostikken, slik at s& mange enterovirus-positive prgver som mulig blir typebestemt.



Hordaland har hatt flere utbrudd av enterovirus de siste drene. Bade 1 2017 og 2018 var det
nasjonale utbrudd av enterovirus som i flere tilfeller infiserte sentralnervesystemet hos de
smittede (Folkehelseinstituttet, 2018). Utbrudd av hand- fot- og munnsyke forarsaket av
enterovirus er ikke uvanlig hver sommer og hest (Folkehelseinstituttet, 2010). Alle virus-
positive praver som analyseres ved Mikrobiologisk avdeling lagres i et arkiv, bade
spinalvasker, feces og sar- og blemmesekret og luftveissekret. Noen av disse er typebestemt
tidligere, mens mange gjenstar. A typebestemme disse ved hjelp av den nye, PCR-baserte
metoden, vil gi informasjon om hvor sensitiv metoden er og eventuelt hvordan den kan
forbedres. Typebestemmelse av enterovirus 1 forbindelse med tidligere studier har ogsé vist
seg & gi verdifull epidemiologisk informasjon (Van Leer-Buter et al., 2016, Papadakis et al.,

2014, Wollants et al., 2019).

1.2 Revers transkriptase polymerase kjedereaksjon (RT-PCR)

PCR er en rask og sensitiv metode som gér ut pa a detektere en ensket nukleotidsekvens ved a
amplifisere opp millioner av kopier av den. For at dette skal skje mé proven inneholde intakt
DNA fra mikroben som skal analyseres, siden dette brukes som templat i reaksjonen. Til en
PCR-reaksjon trengs det primere, som er 18-30 baser lange oligonukleotider som er laget for
a passe malsekvensen. For & kunne detektere en mikrobe ved PCR ma man derfor vite hvilken
mikrobe man leter etter. For reaksjonen kan finne sted, trengs ogsa termostabil DNA-
polymerase, frie nukleotider og buffere (Miilhardt, 2007, s.65). Ved sanntids-PCR tilsettes 1

tillegg en fluoriserende reporter for & kunne folge med pé reaksjonen 1 sanntid.

PCR-reaksjonen bestér av sykluser pa tre trinn; denaturering, hybridisering (annealing) og
polymerisering (figur 2). Temperaturer og varighet ved de ulike trinnene programmeres etter
enske. Ved denaturering varmes lgsningen opp til 95°C. I dette trinnet brytes
hydrogenbindingene, og dobbeltradet DNA denatureres til enkelttradet. Ved hybridisering
senkes temperaturen til 55 °C, og primerne hybridiseres med den komplementare
malsekvensen. Videre gkes temperaturen til 72 °C. Dette er optimal arbeidstemperatur for
polymerasen, og det skjer en polymerisering. Enzymet DNA-polymerase syntetiserer en ny
DNA-trdd ved a bruke de tilsatte nukleotidene til & forlenge primerne som allerede er bundet
til mélsekvensen. For hver slik syklus dobles antall amplikon (produkt/templat DNA), og etter
hver syklus starter en ny ved at de nysyntetiserte DNA-trddene skilles fra templatet
(Miilhardt, 2007, s. 65-66). Ved sanntids-PCR maéles mengde fluorescens etter hver syklus



som et méal pa mengde PCR-produkt. CT-verdi er hvor mange sykluser som ma skje for

instrumentet registrerer preven som positiv for malsekvensen.
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Figur 2: En syklus i PCR-reaksjonen bestar av tre trinn: (1) Dobbeltrddet DNA denatureres til enkelttrdadet. (2) Primere fester
seg til komplementcer DNA-trad ved hybridisering. (3) Polymerasen forlenger primerne ved d feste komplementeere nukleotider
til DNA-traden, og det syntetiseres en ny DNA-trad. Antall amplikon dobles dermed for hver syklus, man far dermed en

eksponentiell vekst i antall amplikon.

Mange virus har ribonukleinsyre (RNA) som arvemateriale. For at disse skal kunne pavises
ved PCR mé man forst transkribere viralt RNA til DNA. Revers transkriptase-PCR er en to
trinns reaksjon hvor RNA er starttemplatet i stedet for DNA. I det forste trinnet syntetiseres et
komplementaert DNA (cDNA). Dette skjer ved at enzymet revers transriptase bruker RNA
som templat og syntetiserer en komplementar, singeltraddet DNA-trdd. cDNA brukes som

templat ved sanntids-PCR 1 trinn to.

Nested PCR er en modifikasjon av konvensjonell PCR hvor preven gér gjennom to
etterfolgende PCR-reaksjoner med to ulike primersett. I den forste reaksjonen brukes primere
for & amplifisere et storre omrade som inkluderer omradet som skal kopieres i den
etterfolgende PCR-en. Produktet fra forste reaksjon brukes som templat i andre reaksjon. Her
benyttes et andre primersett som ligger innenfor det forste, for & amplifisere et mindre omrade
av RNA-traden (Miilhardt, 2007, s. 76). Det & bruke to primersett pd denne maten kan oke

bade sensitiviteten og spesifisiteten i komplekse PCR-reaksjoner. Den forste PCR-en vil gke



den relative konsentrasjonen av det omrddet av viruset man ensker & kopiere 1 den andre
PCR-en og dermed redusere effekten av at primerne kan binde seg uspesifikt til humant DNA,

som det ofte vil finnes rikelig av 1 provene.

1.3 DNA-sekvensering ved Sanger-metoden

DNA-sekvensering er en prosess som brukes for & kunne lese rekkefelgen pa baseparene i en
DNA-sekvens. I 1977 utviklet Frederick Sanger og hans kollegaer teknikken
dideoksysekvensering eller Sanger-sekvensering, en metode for DNA-sekvensering som var
langt mer effektiv enn de allerede eksisterende (Sanger et al., 1977). Prinsippet bak metoden
er illustrert 1 figur 3. Til metoden trengs et DNA-polymerase enzym, en primer som passer til
malsekvensen, de fire deoksynukleotidene (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) med samlenavnet
dNTP og DNA-templat som skal sekvenseres. I tillegg tilsettes dideoksyvarianter av de fire
nukleotidene (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), markert med hver sin fluorescerende farge.
Dideoksynukleotidene mangler ogsd OH-gruppe i posisjon 3°, og stanser dermed reaksjonen.
I reaksjonsreret tilsettes DNA-templat, DNA-polymerase og DNA-nukleotider. De fire
fluorescerende nukleotidene tilsettes 1 lavere konsentrasjon enn de vanlige nukleotidene.
Prinsippet for metoden starter med at de doble DNA-trddene denatureres til enkelttradet DNA
ved at temperaturen gkes. Temperaturen senkes deretter, og primeren bindes til
komplementaer DNA-trad. Temperaturen ekes igjen, og polymerasen syntetiserer en ny trad
av de frie nukleotidene ved & forlenge primeren. Dette fortsetter til polymerasen kommer til et
dideoksynukleotid som stanser reaksjonen. Produkt etter reaksjonen er dermed fragmenter av

ulik lengde med et fluorescerende dideoksynukleotid 1 3’-enden (Schoales, 2015).
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Figur 3: (1) Templat DNA, primere, DNA-polymerase, nukleotider og fluorescensmerkede nukleotider blandes i et PCR-ror.
(2) Polymerasen forlenger primerne ved a feste nukleotider komplementcere til templat-DNA, og DNA-fragmenter av ulik
lengde syntetiseres. (3) De syntetiserte fragmentene separeres etter storrelse ved kapilleerelektroforese. (4) Den

Sfluorescerende siste basen i hvert fragment detekteres ved hjelp av en laser, og programvaren omformer informasjonen til et

kromatogram.

Fragmentene separeres ved kapillerelektroforese. Molekylene injiseres i en glasskapilleer med
gel. Fragmentene sorteres sa etter storrelse, da de korte fragmentene gar forst igjennom
kapilleeren. Dette skjer ved hjelp av elektrisk strom, og de negativt ladde DNA-molekylene
trekkes mot en positiv elektrode. Ved enden av kapillaeren eksiterer en laser et lys som treffer
de fluorescensmerkede DNA-fragmentene i det de passerer laseren. Nar de
fluorescensmerkede DNA-fragmentene bestrales av laseren, emitteres et fluorescerende lys
ved en bestemt belgelengde, og dette detekteres av en sensor (Schoales, 2015). Programvaren

omformer sd denne informasjonen til lett leselige DNA-sekvenser.




1.4 Primere

Den genetiske variasjonen mellom de ulike enterovirus genotypene er stor, noe som gjor det
utfordrende & designe primere som fanger opp alle typer. I tillegg finnes det variasjon i
nukleinsyresekvensene mellom enterovirus av samme genotype (Oberste et al., 1999). For
fange opp alle enterovirus brukes derfor degenererte primere, som er primere som inneholder
variable baser 1 en eller flere posisjoner (Oberste et al., 2003). Ved bruk av degenererte
primere er kryssreaktivitet en utfordring, som vil si at primerne ogsé vil kunne binde til andre
nukleinsyrer i preven enn den enskede malsekvensen. De ulike typene provematerialer
inneholder ulik mengde av bakterier, virus og humant DNA, noe som kan pavirke muligheten
for 4 kunne type enterovirus. A undersgke hvor vidt metoden fungerte pé ulike
provematerialer var derfor aktuelt. Spinalvaeske er det mest cellefattige provematerialet, men
inneholder ogsa ofte lav konsentrasjon av enterovirus. Andre pravematerialer som sekret og
feces kan ha heyere innhold av bakterier, andre virus og humant DNA, men disse inneholder

ofte ogsa heyere konsentrasjon av enterovirus enn spinalvaske.



1.5 Hensikt og problemstilling

1.5.1 Hensikt

- Ta1ibruk en ny metode for & genotype enterovirus-positive pasientprever. Optimalisere
metoden og undersoke om den kan overfores til et nyere instrument, da
originalinstrumentet skal avvikles.

- Fé svar pé hvor sensitiv metoden er og om faktorer som CT-verdi, konsentrasjon av
humant DNA 1 preven og type provemateriale pavirker sensitiviteten. Avdekke eventuelle
svakheter ved metoden.

- Studere om genotype har ssmmenheng med hvilken type prevemateriale som er innhentet
hos pasientene. Fa oversikt over hvilke typer enterovirus som har sirkulert og som det

eventuelt har veert utbrudd av 1 2019.

1.5.2 Problemstillinger
Ved a benytte en ny metode for genotyping av enterovirus, kan enterovirus-positive prover fra

de to siste arene typebestemmes? Hvor god er metodens sensitivitet og hva pavirker den?

Hvilke enterovirus ble detektert pd Haukeland Universitetssjukehus 1 2019?



2. Materiale og metode

2.1 Valg av forskningsdesign og metode

Ingen av variablene som skulle studeres var manipulerbare, og derfor ble det valgt et
observerende design. I studien ble det typebestemt enterovirus i1 praver fra pasienter som 1
rutinediagnostikken ved Mikrobiologisk avdeling hadde fatt pavist enterovirus i spinalveske,
sar- og blemmesekret, luftveissekret eller feces. I tillegg til & vite hvilken type provemateriale
som var innhentet hadde vi ogsa noe informasjon om pasientenes sykdomsbilder, det vil si
arsak til provetaking. Provene ble analysert som beskrevet 1 kapittel 3.3. Studien gav oversikt
over hvilke typer av viruset som hadde sirkulert i innsamlingsperioden. Resultatene ble ogsé
brukt til 4 studere metodens sensitivitet, og hva som kan ha pavirket om prevene kunne
typebestemmes eller ikke. Alle pasientprevene som hadde testet positivt pa enterovirus-PCR
ved Haukeland universitetssjukehus 1 2019 ble forsekt analysert slik at vi fikk en oversikt

over ett fullstendig ér. I tillegg ble det inkludert prover fra 2018 og 2020.

2.2 Utvalg

Utvalget som ble brukt 1 denne studien er enterovirus-positive prever analysert pd Haukeland
universitetssjukehus de to siste arene. Pravene er tidligere analysert ved rutinediagnostikk og
ble plukket ut fra arkivet. Alle prevene hadde en tilherende CT-verdi, som sa noe om hvor
mye enterovirus det var i prevene var da de ble analysert. Utvalget bestod av spinalvesker,
feces, luftveissekret, sar- og blemmesekret. Alle 71 praover fra 2019 som var positive for
enterovirus ble analysert 1 studien. Det ble ogsa analysert 46 enterovirus-positive prover fra

siste halvdel av 2018 og 3 prever fra januar 2020. Utvalget bestod av totalt 120 pasientprover.

Sekret, luftveisprover og feces ble analysert fra primarprover eller cDNA (complementary
DNA, DNA som er syntetisert fra enkelttrddet RNA) og spinalvasker fra eluat (ekstrahert
DNA). Enterovirus-positive prever som kom inn etter oppstart av prosjektet (01.09.19) ble
ogsa inkludert, og ble i1 de fleste tilfeller analysert fra cDNA. Identifikasjons-nummer (ID) pa
alle pravene ble byttet ut med en ny studie-ID slik at pasientidentitet ikke kunne knyttes
hverken til provene eller de kliniske opplysningene. Provene ble nummerert fra 1 og oppover,
hvor 1 var den nyeste preven ved oppstart. Prever det ikke fantes materiale pa i arkivet ble
fjernet fra listen, og da gjenstod 63 prever nummerert 1-96. Prove nummer 96 tatt 29.06.18
var den eldste som ble tatt ut fra arkiv. Etter hvert som det kom inn flere positive enterovirus-

prover etter at prosjektet var 1 gang, ble disse tildelt tilfeldige ledige numre fra 1 og oppover.
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[ tillegg til pasientprover ble det analysert tre kvalitetskontrollpaneler (SLP: sammenliknende
laboratorieproving) fra QCMD (Quality Control for Molecular Diagnostics). Dette er en
ekstern kvalitetskontroll som laboratoriet mottar et par ganger i aret, og resultater rapporteres
tilbake til QCMD etter analysering. Et SLP-panel bestéar av 8-10 prover og skal behandles
som pasientprever. Det ble analysert et SLP-panel for enterovirus deteksjon (SLP 2019) og to
for enterovirus typebestemmelse (SLP 2016 og 2019). Resultatene ble sammenlignet med

fasit.

2.3 Innsamling og analyse av datamaterialet

Provematerialet var samlet inn 1 forbindelse med diagnostikk og behandling og oppbevart i et
arkiv ved -80°C. Tilherende informasjon som prevedato, undersekelsesdato,
laboratorienummer og type provemateriale var ogsa tilgjengelig. Provene ble analysert enten
fra primarprover eller cDNA, alt etter hva som var tilgjengelig. Primarprovene gikk
igjennom fem trinn, beskrevet i figur 4. I tillegg ble innhold av humant DNA i provene

analysert ved & gjore en sanntids-PCR av humant ribonuklease P-genet.

Ekstraksjon av cDNA-syntese Enterovirus PCR

nukleinsyrer (revers transkripsjon) (deteksjon)

l Hvis positiv enterovirus PCR (deteksjon)

genotype mmd Sanger sekvensering B Tolkning

PCR PCR

Figur 4: Figuren beskriver prosessen provene gikk igjiennom. Utvalget av prover som ble analysert i prosjektet hadde
allerede testet positivt ved enterovirus-PCR (deteksjon). For de provene som ble analysert fra cDNA startet prosessen ved
forste genotype PCR.
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2.3.1 Ekstraksjon

Ekstraksjon eller frigjoring av nukleinsyrer fra celler/viruspartikler er det forste trinnet 1 alle
molekylaergenetiske analyser. Ekstraksjonen gar ut pa a tilgjengeliggjore nukleinsyrene,
konservere intakt nukleinsyre og fjerne eventuelle hemmere av amplifikasjonsprosessen i
neste trinn, ved hjelp av bade mekaniske og enzymatiske rensetrinn (Kalland et al., 2005).
Dette ble gjort pa instrumentet Nuclisens EasyMag (BioMérieux, Marcy-1'Etoile, Frankrike)
etter laboratoriets prosedyre. Reagensene som ble brukt i instrumentet var Easymag
Extraction buffer 1, 2 og 3 og EasyMag Lysis buffer. Til egne EasyMag kassetter ble det
pipettert S00uL provemateriale. Provekassetten og tilherende EasyMag pipettespisser ble
plassert 1 instrumentet hvor prevene ble lysert. Etter lysering ble kassetten tilsatt 100 uL.
EasyMag magnetiske silicakuler 1 hver prove, og instrumentets ekstraksjonsprogram ble satt i
gang. Etter ekstraksjonen inneholdt kassettene 50 puL eluat fra hver prave som ble pipettert
over 1 nye ror. Ettersom RNA er relativt ustabilt og dermed har kort holdbarhet, ble det laget

cDNA sa snart som mulig etter ekstraksjonen. Resten av eluatet ble lagret ved -80 °C.

2.3.2 RT-PCR

cDNA-syntese

Enterovirus er et RNA-virus og derfor ble det utfert en cDNA-syntese som det forste trinnet 1
en RT-PCR. Eluat ble brukt som templat i reaksjonen. Ved cDNA-syntese blir RNA revers
transkriptert til enkelttrddet cDNA, og til dette ble Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit (Roche, Basel, Sveits) benyttet. En pre-RT (pre-revers transkriptase) miks og en cDNA
miks ble blandet etter oppskrift fra leverander, gjengitt i tabell 1. I PCR-ror ble det tilsatt 8 puL
av pre-RT miksen og 5 puL templat for det ble inkubert ved 65 °C i 5 minutter pa
termosykleren Proflex PCR System. De ble sé kjolt ned til 4 °C. Rerene ble sa tilsatt 7 uL.
cDNA-miks for inkubering pé termosykleren. Denne gangen ble de inkubert ved 25 °C 1 10
minutter, 55 °C 1 30 minutter og deretter 85 °C 1 5 minutter for temperaturen ble senket til 4

°C. cDNA ble oppbevart kjelig ved 2-8°C.
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Tabell 1: Ved cDNA-syntese ble Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche) benyttet. Pre-RT miks og cDNA miks
ble blandet etter oppskriften i tabellen, som er gjengitt fra leverandor.

Pre-RT miks c¢DNA miks
Reagens Volum i uL Reagens Volum i uL
(5 praver) (5 praver)
H20, PCR-gradert 36 Transcriptor RT Reaction Buffer (5x) 22
Random hexamer 12 Deoxynucleotide mix (10 mm each) 11
Protector RNase Inhibitor (40 U/uL) 2,75
Transcriptor Reverse Transcriptase 2,75

Farste PCR-reaksjon

Forste PCR-analyse 1 nestingen var en sanntids-PCR pa instrumentet SmartCycler (Cepheid,
Sunnyvale, California, USA) hvor cDNA ble brukt som templat. Primere brukt i ferste PCR
var to forlengs primere (EV-F1, EV-F2) og en revers primer (EV-R) modifisert fra Oberste et
al (2003). Se tabell 2 for oversikt over primersekvensene. Provene ble analysert i 25 pL.
reaksjonsror. I hvert ror ble det tilsatt 12,5 uLL TB green Premix Ex Taq Il (TaKaRa, Kusatsu,
Japan), 2 uL av hver av de tre primerne, 4,5 uLL PCR-gradert H>O og 2 pL templat. PCR-
programmet som ble benyttet bestod av sykluser av denaturering ved 95 °C 1 10 sekunder,
annealing ved 50 °C 1 30 sekunder og polymerisering ved 72 °C 1 25 sekunder. PCR-

programmet var allerede bestemt under utpreving av metoden for prosjektets oppstart.

Fra PCR-analysene fikk prevene en CT-verdi (Threshold Cycle) som representerer antall
PCR-sykluser som maétte til for avlest signal naddde fluorosens terskelverdien. CT-verdien sier
noe om hvor sterkt positiv praven er ved PCR. Lavere CT betyr sterkere positiv og mer virus-
RNA tilstede i templatet. Ettersom primerne brukt ved forste PCR skal fange opp alle
enterovirus, skulle i teorien CT-verdien ligge 1 naerheten av CT-verdien praven hadde fatt ved
PCR-en som benyttes for pavisning enterovirus i rutinediagnostikken. Dette var ikke tilfellet i
praksis pa grunn av bruk av degenererte primere og amplifisering av et lengre amplikon som

var ngdvendig for genotypingen.

13



2.3.3 Nested PCR

Produktet fra forste PCR ble fortynnet 1:1000 og brukt som templat for en nested PCR. Ogsa
dette trinnet ble utfort pd instrumentet SmartCycler. Det ble laget to amplifikasjonsmikser,
ettersom provene ble nestet med to ulike sett med primere (A-primere og B-primere) 1 to ulike
reaksjoner. Den som ble positiv, ble undersgkt videre med sekvensering. Ofte var begge
positive, og da ble den med lavest CT-verdi ble analysert videre med sekvensering, altsd den
som var sterkest positiv. Ved mislykket sekvensering ble det forsgkt a sekvensere proven med

det andre primersettet. Tabell 2 inneholder en oversikt over primerne 1 de to primersettene.

Ampifikasjonsmiksen for nesting pd A-siden for hver prove bestod av 12,5 uL TB green
Premix Ex Taq I, 1 pL primer CoxA-F1, 1 pL primer CoxA-F2, 0,5 pL primer CoxA6-F, 2
pL primer CoxA-R, 0,5 uL primer EV68/70-R og 5,5 uLL PCR-gradert H>O. Ved nesting pa
B-siden bestod amplifikasjonsmiksen for hver prove av 12,5 pL. TB green Premix Ex Taq II,
2 uL primer CoxB/Echo-Ina-F, 2 uL. CoxB/Echo-Ina-R og 6,5 uL PCR-gradert H>O.

For hver preve ble 23 uL. amplifikasjonsmiks tilsatt 2 pL. templat i et 25 uL. PCR-ror. Roret
ble deretter satt pd PCR-instrumentet. Rorene tilsatt A-primere ble analysert pA PCR-program
med sykluser bestdende av denaturering ved 95 °C 1 10 sekunder, annealing ved 55 °C 1 30
sekunder og polymerisering ved 72 °C 1 25 sekunder. Rorene tilsatt B-primere ble analysert
pa PCR-program med sykluser bestdende av denaturering ved 95 °C i 10 sekunder, annealing

ved 50 °C 1 30 sekunder og polymerisering ved 72 °C i1 25 sekunder.

2.3.4 Rens av PCR-produkt med ExoSAP-IT

Etter en PCR-reaksjon inneholder PCR-produktet rester etter nukleotider og primere, som kan
interferere med Sanger DNA-sekvensering. Produktet ble derfor renset ved bruk av ExoSAP-
IT (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusets, USA), som fjerner kontaminantene
ved hjelp av enzymene exonuklease og alkalisk fosfatase. I et PCR-ror ble 5 uLL PCR-produkt
og 1,5 uL ExoSAP-IT tilsatt. Pa termosykleren Proflex PCR System (Thermo Fischer

Scientific) ble preven inkubert ved 37 °C i 15 minutter og deretter ved 80 °C 1 15 minutter.
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2.3.5 Sanger-sekvensering

Preven ble sekvensert med Sanger-sekvensering. Det rensede PCR-produktet ble brukt som
templat. Hvert ror med renset PCR produkt (6,5 pL) ble fortynnet ved a tilsette 10 uLL PCR-
gradert H,0O. Reaksjonsmikser ble blandet 1 PCR-rer. For hver prove ble det laget to ror; et
med forlengs primere og et med reverse primere. Primerne som ble benyttet til sekvensering

var de samme som ved nested PCR.

I roret til forlengs sekvensering pa A-siden ble det tilsatt 3,5 uL PCR-gradert H>O, 1 uL
primer CoxA-F1, 1 pL primer CoxA-F2 og 0,5 pL primer CoxA6-F. I roret til revers
sekvensering pd A-siden ble det tilsatt 4,5 uL. PCR-gradert H>O, 1 pL primer CoxA-R og 0,5
pL primer EV68/70-R.

Ved sekvensering pd B-siden ble det tilsatt 5 uL. PCR-gradert H>O 1 alle rarene og 1 uL av
forlengs B-primer 1 forlengs rer og revers B-primer 1 revers ror. I alle rerene til sekvensering
ble det ogsa tilsatt 1 uL Big Dye (Thermo Fischer Scientific) og 2 puL sekvenseringsbuffer.

Til slutt ble 1 pL templat ble tilsatt.

Rorene ble satt til inkubering pa ProFlex PCR System hvor de ble inkubert ved 96 °C i 1
minutt og deretter 1 28 sykluser bestdende av 10 sekunder ved 96 °C, 5 sekunder ved 50 °C og
4 minutter ved 60 °C. Rarene ble si kjelt ned til 4 °C for de ble flyttet over til oppbevaring i
fryseboks. Prevene ble levert til Avdeling for medisinsk genetikk (MGM), hvor selve

kapillerelektroforesen ble utfert av personalet ved avdelingen.
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2.3.6 Tolkning av sekvenser

Sekvensfilene ble studert ved hjelp av programvaren Chromas 2.5.1 levert av Technelysium,
South Brisbane, Australia. Signalene 1 elektroferogrammet er av fire forskjellige farger for &
skille de fire ulike DNA-basene. Kvaliteten pa sekvensene ble vurdert etter hvor tydelige
basesignalene var. Dersom sekvensene inneholdt mye kryssreaktivitet eller «stoy» 1 form av
sma, forstyrrende signaler, var manuell tolkning av noen av signalene nedvendig. I starten
(5’-enden) av sekvensene er signalene uklare, ettersom fragmentene fra Sanger syklus-
sekvenseringen er sd korte at instrumentet ikke klarer & skille dem fra hverandre. Ved en fin
sekvens ble det typisk trimmet bort 30-50 baser fra 5’-enden. Ved sekvenser av darligere
kvalitet kunne det noen ganger vere nedvendig a kutte bort mer, opp mot 150-160 baser. I
3’enden av sekvensene ble de 20 siste basene klippet bort, ettersom dette kun representerer
primeren som ble tilsatt. Det ble gjort sek 1 GenBank med den resterende sekvensen for &
sammenligne med andre nukleotidsekvenser. Sekene ble gjort ved hjelp av basic local
assignment search tool (BLAST) av National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Treff 1 GenBank ga informasjon om hvilken enterovirus genotype preven inneholdt. Hvem

som helst kan publisere sekvenser i GenBank, og derfor ble kildene vurdert ved treff pa flere

genotyper.

2.3.7 Sanntids-PCR av Ribonuklease P-genet

For 4 méle innhold av humant DNA 1 preven ble genet for RNase P analysert ved hjelp av
sanntids-PCR. Genet finnes 1 humant DNA og koder for RNase P- enzymet. Analysen ble
utfort av laboratoriepersonell ved Mikrobiologisk avdeling. Resultatene ble sammenlignet

med typingsmulighet i pravene, og type provemateriale.

2.3.8 Statistiske beregninger
Deskriptiv statistikk og beregning av statistisk signifikans ble utfort 1 Microsoft Excel.
Pearsons korrelasjonstest ble brukt for & regne ut ssmmenhenger mellom CT-verdi og

typingsmulighet og mellom innhold av humant DNA i preven og typingsmulighet.
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2.4 Valg av primere og instrument

P& grunn av den store genetiske variasjonen mellom de ulike enterovirus genotypene, métte vi
bruke degenererte primere som inneholder variable baser 1 enkelte posisjoner. P4 grunn av at
risikoen for kryssreaktivitet gker for hver degenerert baseposisjon som inngér i primeren, er
det onskelig med sé fa av disse som mulig. De fleste primerne som skulle brukes 1 prosjektet
var allerede bestemt under tidligere utpreving av metoden. Ved forste analysering ble det
likevel testet ut nye forlengs primere pa A-siden, for a se om disse ga bedre resultat. En
oversikt over primerne som inngikk 1 metoden finnes i tabell 2. Primerne som ble testet var de
to primerne CoxA F1 og CoxA F2 som erstatning for én forlengs primer CoxA F. Pa
bakgrunn av resultatene ble det avgjort at de nye primerne, CoxA F1 og CoxA F2, skulle
benyttes 1 prosjektet.

Tabell 2: Primerne som ble valgt a benytte ved typing av enterovirus-positive prover. Primersekvensene er skrevet i
rekkefolgen 5° til 3°. De degenerte basene kan fungere som to eller flere ulike baser, og er angitt med egne bokstaver. Se
forklaring pa slutten av tabellen.

ANALYSE PRIMERNAVN PRIMERSEKVENS 5°>3’
FORSTE PCR EV-F1 CCIGCIYTIMMIGCIGYIGARACHGG
EV-F2 CCIGCIYTIMMIGCIGYIGAAACGGG
EV-R CICCIGGIGGIAYRWACAT
NESTED PCR A-SIDE CoxA-F1 CGGYGGARACIGGIGCNAC
CoxA-F2 CGGYGGARACIGGIKCNTC
CoxA6-F CGGYGGARACIGGAGCAAG
CoxA-R GGGGAYRWACATDWDYTG
EV68/70-R GGGGAYRWACATYGCTTG
NESTED PCR B-SIDE CoxB/Echo-Ina-F GYGGARACNGGNCAY+AC
CoxB/Echo-Ina-R GGGAYRWACATNANYTGR+TG
BOKSTAVFORKLARING | N A, T, Celler G
VARIABLE BASER
R A eller G
Y Celler T
K Geller T
W Aceller T
M A eller C
H A,Celler T
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D A,Geller T

I Deoxyinosine, binder svakt til bade A,
T, C eller G. Kan erstatte andre baser i
posisjoner for & forhindre sterke primer-
sekundeerstrukturer.

Primerne som ble benyttet ved nested PCR pa B-siden inneholdt modifisert baser, sakalte
«locked nucleic acids» (LNA) 1 noen posisjoner. Dette er merket i tabell 2 med en «+» foran
de modifiserte basene. Det ble ogsa prevd ut LNA-primer pd A-siden, men ble valgt bort til
fordel for de nye primerne CoxA-F1 og CoxA-F2 og den reverse CoxA-R. LNA skal
stabilisere hybridiseringen mellom komplementare DNA-trader ved at molekylets ribosering
er 1dst 1 en formasjon. En LNA-base gir sterkere binding til en komplementar base enn en
umodifisert base, og tilsvarende mindre mulighet for uspesifikk binding mot en ikke-
komplementaer base. De kan altsa bade benyttes for &4 gke annealingtemperaturen pd en primer

og for & gke spesifisiteten.

Siden instrumentet SmartCycler etter hvert skal avvikles, ble det undersokt om forste PCR og
nested PCR kunne flyttes over til et nytt instrument, MyGo Mini (IT-IS Life Science, Dublin,
Irland). Pravene i forste oppsett ble derfor kjort parallelt pd de to instrumentene. Det ble brukt
samme oppskrift for amplifikasjonsmikser pd begge instrumentene. Pa bakgrunn av

resultatene ble det bestemt at SmartCycler var instrumentet som skulle benyttes i prosjektet.
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2.4.1 Utpragving av nye primere til enterovirus A71

Mot slutten av prosjektet ble det oppdaget en mismatch mot enterovirus A71 1 de aktuelle
primerne som medferte at det var behov for a teste ut modifiserte primere som ogsa matchet
enterovirus A71. Det ble testet ut ulike strategier for bade forste PCR og nested PCR. Fire
ulike strategier ble testet ut ved a analysere to forskjellige prover fra samme pasient med kjent
enterovirus A71. De to prevene var en feces-prove som allerede var typebestemt ved
opprinnelig metode, og en spinalvaske hvor genotypen ikke kunne bestemmes ved den
samme metoden. Strategien som ble valgt & gé videre med var a legge til 1 uL av en tredje
variant av forlengs primer (EV-F3) ved forste PCR, og deretter erstatte andre variant av
forlengs A primer (CoxA-F2) med en modifisert variant (CoxA-F2b) ved nested PCR med A-
primere. Denne strategien gav god sensitivitet for EV A71 samtidig som den gav den minste
okningen 1 kryssreaktivtet mot humant DNA. De to primerne som ble lagt til metoden er listet
opp 1 tabell 3. Resten av primerne var de samme som i den opprinnelige metoden listet opp i
tabell 2. Denne fremgangsmaéten ble sa testet videre ved & analysere spinalvaesker og prever i

SLP-panel som ikke kunne types med den opprinnelige metoden.

Tabell 3: Primerne som ble lagt til metoden for a bedre matche enterovirus A71. Primersekvensene er skrevet i rekkefolgen
57til 3°. De degenerte basene kan fungere som to eller flere ulike baser, og er angitt med egne bokstaver. Se forklaring pa
slutten av tabellen.

ANALYSE PRIMERNAVN PRIMERSEKVENS 5°=>3’
FORSTE PCR EV-F3 CRCTYCAAGCIGCIGARATTGG
NESTED PCR A-SIDE CoxA-F2b CGGYGGARAYIGGIKCNTC
BOKSTAVFORKLARING | N A, T, Celler G
VARIABLE BASER

R Aceller G

Y Celler T

K Geller T

p—

Deoxyinosine, binder svakt til bade A,
T, C eller G. Kan erstatte andre baser i
posisjoner for & forhindre sterke primer-
sekundeerstrukturer.
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2.5 Etiske hensyn

Pasientpravene brukt i studien er avidentifisert, og pasientene er dermed sikret anonymitet.
Analyseringen av prevene til prosjektet foregikk etter at provesvarene fra rutinediagnostikk
var gitt ut og prevematerialet var arkivert. Alle prever var kjent positive for enterovirus, og
tilleggsopplysning av eventuell genotype ville ikke 4 behandlingsmessige konsekvenser for
den enkelte pasient. Funn i forbindelse med prosjektet ble ikke rapportert tilbake til
behandlende lege eller lagt inn 1 pasientjournal. Godkjenning hos Regional etisk komité
(REK) var derfor ikke nedvendig, men prosjektet er godkjent av ledelsen ved avdelingen og

personvernombudet ved Haukeland universitetssjukehus.
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3. Resultat

3.1 Valg av primere og instrument

Som beskrevet 1 kapittel 2 ble det vurdert to ulike PCR-instrumenter ved forste oppsett;
Smartcycler og MyGo Mini. Praver med studie-ID 2 og 3 ble inkludert i denne vurderingen.
Ettersom preve 3 ikke var mulig a type, ble valg av instrument tatt med utgangspunkt i
resultatene fra prove 2. Typebestemmelse var mulig av prover bade analysert med
Smartcycler og MyGo Mini, men kvaliteten pa sekvensene varierte og ble funnet & vare

tydelig bedre for SmartCycler. Det ble derfor valgt a gi videre med dette instrumentet.

Ved forste oppsett ble det ogsa testet to alternative forlengs A-primere. Det viste seg at de nye
primerne (CoxA F1 og F2) ga mindre grad av kyssreaktivitet mot humant DNA enn den

gamle primeren (CoxA F). Det ble derfor bestemt at disse A-primerne skulle brukes videre.

For noen av preovene som ikke kunne types med metoden, ble ytterligere optimalisering
forsekt ved a benytte LNA-modifiserte primere ogsa pa A-siden. Ingen av prevene som ble
sekvensert pa nytt med LNA-primere lot seg typebestemme ved bruk av disse. I ett tilfelle
(prove 20) var typebestemmelse mulig ved bruk av de nye CoxA F1 og F2 pé tross av at
sekvensen inneholdt noe kryssreaktivitet med humant DNA. Den samme proven lot seg ikke

typebestemme ved bruk av LNA-modifiserte primere.
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3.2 Typing 1 pasientprover

Totalt ble det analysert 120 pasientprever fra tidsrommet 29.06.18 til 07.01.20. Av disse var
32 spinalvaesker, 23 luftveissekret, 37 sér- og blemmesekret og 28 fecesprover, og alle er
listet opp 1 vedlegg 1 sammen med rddata fra de ulike trinnene i analysemetoden. Provene
inneholdt varierende mengde virus, hvor den sterkeste hadde CT=17,88 og den svakeste
CT=37,85 ved enterovirus-PCR 1 forbindelse med rutinediagnostikk. Av 120 prever ble totalt
99 typebestemt, det vil si 82,5%. Totalt ble det typebestemt enterovirus fra 26 spinalvasker
(81,3%), 17 luftveissekret (73,9%), 33 sér- og blemmesekret (89,2%) og 23 fecesprover
(82,1%).

Vi fant tilsammen 15 forskjellige genotyper 1 provene ved metoden. Figur 5 viser en oversikt
over de ulike genotypene og hvilke prevematerialer de ble funnet i. Coxsackie A6 utgjorde
den storste delen av funnene, og ble pavist 1 42,4% av de 99 prevene som ble typet. Den nest
starste andelen var echovirus 9 (13,1%) etterfulgt av echovirus 30 (11,1%). For sju av
pasientene hadde vi mer enn en type provemateriale tilgjengelig. Til sammen klarte vi &

genotype virus hos 89 av 102 pasienter.
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Figur 5: Oversikt over genotypene som ble detektert i pasientprovene ved metoden. Fargene representerer type
provemateriale genotypen ble detektert i. Alle provene som ble typet i studien er representert.
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Ettersom ikke alle provene kunne typebestemmes, ble det undersekt om ulike forhold kunne

pavirke metodens sensitivitet. Vi undersgkte sammenhengen mellom vellykket genotyping og

provens CT-verdi fra enterovirus-PCR, type provemateriale og innhold av humant DNA.

3.2.1 Praver der virus ikke kunne typebestemmes

Tabell 4 gir en oversikt over de 21 pravene hvorfra enterovirus ikke lot seg type med

metoden. Alle de 11 prevene som hadde en CT-verdi pd over 35 fra enterovirus-PCR ved

rutinediagnostikk finnes pd denne listen. Blant prevene som ikke kunne typebestemmes er

ogsa 6 praver tatt fra to pasienter hvor det er detektert enterovirus A71 1 annet pravemateriale.

Begge pasientene hadde enterovirus meningitt, og i tabell 5 benevnes disse pasient 2 og

pasient 5.

Tabell 4: Provene som ikke kunne typebestemmes med metoden er listet opp i tabellen. Seks av provene var fra pasienter
hvor enterovirus A71 ble detektert i annet provemateriale, og disse er merket med « EV-71» i siste kolonne. Den fjerde
kolonnen er provens CT-verdi fra enterovirus-PCR ved rutinediagnostikk. CT-verdier over 35 er rodfarget.

PROVE- PROVEDATO PROVEMATERIALE CT-VERDI ANNET
NUMMER

101 08.12.2019 Spinalvaske 35,75

854 21.11.2019 Feces 31,96 EV-71
894 21.11.2019 Cellekultur (hals) 29,51 EV-71
914 20.11.2019 Spinalvaske 31,54 EV-71
82 08.11.2019 Feces 33,82

74 07.11.2019 Spinalvaske 35,68

73 06.11.2019 Sekret 35,28

64 30.10.2019 Spinalvaske 36,64

11 11.09.2019 Sekret 37,85

1 27.08.2019 Feces 27,50

3 09.07.2019 Sekret 35,71

9B 17.06.2019 Halssekret 31,02 EV-71
128 15.06.2019 Spinalvaske 29,35 EV-71
1198 15.06.2019 Nasofarynkssekret 33,79 EV-71
14 20.05.2019 Feces 28,82
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120

25

27

30

52

95

02.03.2019

03.12.2018

03.12.2018

04.11.2018

10.09.2018

30.06.2018

Nasofarynkssekret
Halssekret

Sekret

Feces
Nasofarynkssekret

Spinalveske

3.2.2 Flere prover fra samme pasient

36,89
26,54
36,89
37,1

37,55

36,66

I flere tilfeller av meningitt var det samlet inn ulike typer provematerialer fra samme pasient. |

alle tilfellene ble enterovirus typebestemt i minst én av provene. I tre av tilfellene hvor det 1
spinalvasken var positiv enterovirus-PCR med en CT-verdi under 35 og enterovirus ikke

kunne typebestemmes, ble enterovirus typebestemt 1 andre prevematerialer med hayere

virusinnhold. Det kan sees 1 figur 5 at samme genotype er pavist i ulike provematerialer, men

1 flere av tilfellene var disse fra samme pasient. Tabell 5 inneholder en oversikt over

pasientene hvorfra det ble analysert flere ulike prover. Hos alle pasientene kunne genotypen

bestemmes i en eller flere av provene. Der hvor metoden ikke var 1 stand til 4 typebestemme

enterovirus 1 en preve, kunne en preve av et annet provemateriale gi svar pa hvilken genotype

pasienten var infisert av.
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Tabell 5: Fra flere av pasientene med meningitt var det samlet inn ulike typer provematerialer. Tabellen inneholder en
oversikt over disse tilfellene. I alle tilfellene kunne genotyping skje fra en eller flere av provene. CT-verdier over 35 er

rodfarget.
PASIENT PROVEDATO PROVEMATERIALE CT- RESULTAT
/PROVE- VERDI
NUMMER
PASIENT 1/116 | 06.01.2020 Halssekret 27,19 Echovirus 13
115 | 06.01.2020 Spinalveske 32,31 Echovirus 13
PASIENT 2/ 89 | 21.11.2019 Cellekultur (hals) 29,51 Mislykket
85 | 21.11.2019 Feces 31,96 Mislykket
91 | 20.11.2019 Spinalvaeske 31,54 Mislykket
84 | 20.11.2019 Feces 22,99 Enterovirus A71
PASIENT 3/ 77 | 08.11.2019 Feces 24,91 Echovirus 7
74 | 07.11.2019 Spinalveaske 35,68 Mislykket
76 | 06.11.2019 Nasofarynkssekret 22,79 Echovirus 7
PASIENT 4/ 54 | 23.10.2019 Feces 25,13 Echovirus 7
34 | 22.10.2019 Spinalveske 32,08 Echovirus 7
49 | 21.10.2019 Nasofarynkssekret 24,55 Echovirus 7
PASIENT 5/ 12 | 15.06.2019 Spinalveaske 29,35 Mislykket
119 | 15.06.2019 Nasofarynkssekret 33,79 Mislykket
118 | 15.06.2019 Feces 22,27 Enterovirus A71
6 | 15.06.2019 Feces 23,64 Enterovirus A71
PASIENT 6/ 16 | 10.03.2019 Spinalvaske 25,00 Echovirus 5
17 | 10.03.2019 Halssekret 24,25 Echovirus 5
PASIENT 7/ 28 | 04.11.2018 Feces 23,80 Coxsackievirus B4
29 | 02.11.2018 Feces 21,87 Coxsackievirus B4
31 | 31.10.2018 Spinalvaske 33,98 Coxsackievirus B4
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3.2.3 Sammenheng mellom genotype og type pravemateriale

Sekreter er 1 hovedsak samlet inn fra pasienter med hand- fot- og munnsyke, mens
spinalvasker er samlet inn fra pasienter med meningitt. Prover fra luftveier og feces kan vare
samlet inn fra pasienter med ulike kliniske manifestasjoner. A undersoke hvilke genotyper
som er funnet 1 hvilke typer pravematerialer, kan gi svar pd4 om noen genotyper oftere har gitt

meningitt eller hand- fot- og munnsyke enn andre.

Coxsackievirus A6 er den genotypen som ble detektert flest ganger. Den ble detektert 1 30 av
totalt 33 typebestemte sekreter fra pasienter med hand- fot- og munnsyke. I tillegg ble det
detektert coxsackievirus A10 1 tre sekreter. Coxsackievirus A6 ble ogsa i ett tilfelle detektert i

spinalvaske fra en pasient med meningitt.

Echovirus 30 og echovirus 9 var genotypene som ble funnet hyppigst i spinalvaske,
henholdsvis 9 og 10 ganger. Samtlige av pravene hvor de to genotypene ble detektert, var
samlet inn 1 2018. Coxsackievirus BS ble funnet i1 spinalvaske hos to pasienter. Ogsa
coxsackievirus B4, echovirus 13, echovirus 5 og echovirus 7 ble 1 enkelttilfeller funnet i
spinalvaske. Selv om enterovirus A71 ikke ble detektert 1 spinalvaeske, ble genotypen funnet 1

feces hos to pasienter med meningitt.

3.2.4 Enterovirus-positive prever fra 2019

Alle enterovirus-positive pasientpragver fra 2019 ble analysert. De 71 prevene omfattet 30
sekret, 17 fecesprover, 16 luftveispraver og 8 spinalvasker. Genotyping var vellykket for 55,
det vil si 77,5%. Det ble typebestemt 27 sekret, 13 fecesprover, 12 luftveisprover og 3

spinalvaesker.

I provene fra 2019 ble det funnet 10 ulike typer enterovirus. Coxsackievirus A6 ble funnet 1
30 (52,1%) prover og var det desidert hyppigste funnet. En grafisk fremstilling av resultatene

er presentert 1 figur 6.
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Figur 6. Oversikt over funn i pasientprover fra 2019. Totalt 55 pasientprover ble typebestemt.

I de tre spinalvaeskene fra 2019 som ble typet ble det funnet coxsackievirus A6, echovirus 5
og echovirus 7. I tillegg var det fem spinalvaesker som ikke ble typet. To av disse var fra
pasienter med funn av enterovirus A71 i feces, to var fra pasienter med echovirus 7 1
luftveissekret og feces og én var fra pasient med echovirus 5 1 luftveissekret (se tabell 5). 125
av de 30 sekretene fra 2019 ble det funnet coxsackievirus A6. Det ble ogsd funnet

coxsackievirus A10 i to sekreter, mens tre ikke ble typet.

Ogséa 1 luftveispraver og feces ble det gjort funn av coxsackievirus A6. I luftveisprover ble det
ogsa funnet coxsackievirus A16 og coxsackievirus A2, som ikke var detektert i noen andre

provematerialer fra 2019.

12019 ble det gjort funn av enterovirus A71 hos tre pasienter. To av pasientene hadde kjent
meningitt, men kun fecesprevene ble typebestemt med metoden. Coxsackievirus B4,
echovirus 11 og echovirus 13 ble ogsé funnet 1 fecesprover fra 2019, men indikasjon for

provetaking er ikke kjent for disse pasientene.
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3.3 Mulige pavirkninger av metodens sensitivitet

3.3.1 CT-verdi

Fra enterovirus sanntids-PCR ved rutinediagnostikk hadde pravene en CT-verdi (Threshold
Cycle) som er antall PCR-sykluser som matte til for avlest signal nadde terskelverdien. Det
ble utforsket om denne verdien hadde sammenheng med sannsynligheten for en vellykket
genotyping. Prevene som ble analysert i dette prosjektet hadde alle blitt undersekt med

sanntids-PCR 1 forbindelse med rutinediagnostikk, slik at CT-verdien var kjent pa forhénd.

Ingen av de 11 prevene med CT-verdi over 35 var mulig & type med metoden. Om CT-verdi
hadde sammenheng med typingsmulighet ble undersekt ved & gjore en bivariat analyse, hvor
CT-verdien ble plottet mot typingsmulighet, uttrykt ved verdiene -1 (ikke typet) og 1 (typet).
Plottet er presentert i figur 7. Det ble utfort Pearsons korrelasjonstest for & teste om det fantes
en sammenheng mellom de to variablene. Det ble regnet ut en Pearsons
korrelasjonskoeffisient lik -0,50 og en p-verdi pa 6,94*10°. Ettersom dette er en tosidig test
ble det valgt & bruke a=0,0025. P-verdien er mindre enn a, som vil si at det foreligger negativ

korrelasjon mellom CT-verdi og typingsmulighet.

Mulighet for genotyping mot CT-verdi
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Figur 7: Typingsmulighet plottet mot provens CT-verdi fra enterovirus-PCR. Typingsmuligheten er oppgitt som verdier, hvor
1 er vellyket typing, og -1 er ikke typebestemt. En trendlinje er generert for d visualisere en eventuell sammenheng. En
Pearsons korrelasjonstest bekreftet at det foreligger en sammenheng.
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3.3.2 Type provemateriale

Det ble videre undersgkt om type provemateriale kan ha pévirket metodens sensitivitet og
muligheten for typing. Det ble observert at CT-verdien kunne variere med type
provemateriale, slik at dette ble derfor undersgkt nermere. En oversikt over CT-verdier i
ulike provematerialer er presentert i form av et boksplott i1 figur 8. De innsamlede
spinalvaskene hadde gjennomsnittlig CT-verdi pd 31,49, heyest av de fire typene
provemateriale. Lavest gjennomsnittlig CT-verdi fantes fra fecesprovene med CT=25,09. Sar-
og blemmesekreter og luftveisprovene ligger litt hoyere 1 plottet med gjennomsnittlige CT-
verdier pa henholdsvis 26,92 og 27,91. Bade den sterkeste (CT=17,88) og den svakeste
(CT=37,85) proven var sekreter.

CT-verdi i prgvemateriale for alle innsamlede prgver
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Figur 8: De ulike typene provemateriale sammenlignet etter CT-verdi. Oversikten inkluderer alle de innsamlede provene.

De typede provene ble ogsa plottet i et boksplott etter CT-verdi, sortert etter type
provemateriale (figur 9). Ogsa blant prevene som ble typet hadde spinalvaeske hayeste
gjennomsnittlige CT-verdi pa 30,86. For fecesprovene som ble typet var den gjennomsnittlige
CT-verdier pa 24,62. Sekretene som ble typet hadde gjennomsnittlig CT pa 25,77 og
luftveispravene 26,28. Av alle pravene som ble typet var den svakeste et sekret og hadde en

CT=34,46. Den svakeste spinalvaesken var omtrent like svak med CT=34,28 og deretter den
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svakeste luftveisproven med CT=33,82. Den svakeste fecesproven som ble typet hadde
CT=29,77.

CT-verdi i prevemateriale for typebestemte prgver
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Figur 9: De typede provene plottet etter CT-verdi og type provemateriale. Ingen av provene med CT>35 ble typet.

Av de fire typene provemateriale var luftveisprover det med lavest andel genotypede virus
73,9%. Av spinalvaskene og fecesprovene ble henholdsvis 81,3% og 82,1% typet. Den
hayeste prosenten typede prover var sar- og blemmesekreter, hvor det lyktes & type 89,2%. En
oversikt over CT-verdier 1 provene som ikke kunne types er presentert som et boksplott 1 figur
10. Alle sar- og blemmesekreter med CT-verdi under 35 ble typet, og de som ikke ble det
hadde en gjennomsnittlig CT-verdi pa 36,4. Den nest hoyeste gjennomsnittlige CT-verdien pa
34,3 hadde de ikke-typede spinalvaeskene. Luftveissekretene og fecesprovene som ikke ble

typet hadde noe lavere gjennomsnittlige CT-verdier pa henholdsvis 32,6 og 31,8.
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CT-verdi i prgvemateriale for prgver som ikke ble typet
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Figur 10: Provene som ikke kunne types med metoden plottet etter CT-verdi og type provemateriale.

3.3.3 Analyse av Ribonuklease P (RNase P)

PCR av RNase P-genet i provene ble utfert av personell ved laboratoriet. Radata fra analysene
finnes 1 vedlegg 2. Resultatene ble sammenlignet med prevenes typingsmulighet. Grunnet lite
provemateriale ble ikke RNase P analysert 1 alle pravene, men 97 av dem. Av spinalvaskene
ble 27 prover analysert, hvorav tre var negative (CT=0 eller 40). De positive hadde en
gjennomsnittlig CT-verdi pd 31,07 fra sanntids-PCR av RNase P. Det ble analysert 34
sekreter, hvor 25 ga positivt resultat med et gjennomsnitt pd CT=33,05. Av de 18
luftveispravene som ble analysert var 16 positive, med gjennomsnittlig CT péa 29,60. Kun atte
av de 18 fecesprovene som ble analysert var positive, og hadde ogsé den hoyeste

gjennomsnittlige CT-verdien pd 37,96.

Det ble undersgkt om innhold av RNase P-genet 1 pravene kunne ha sammenheng med om
preven kunne types eller ikke. P4 grunn av ulik sammensetning ble dette beregnet per
provemateriale. Resultatene er presentert grafisk i1 figur 11, hvor mulighet for typing er
omgjort til verdiene -1 (ikke typet) og 1 (typet). Det ble gjort Pearsons korrelasjonstest for
hvert av provematerialene for 4 teste om det fantes en sammenheng mellom CT-verdi ved
analyse av RNase P og om preven kunne types eller ikke. I den sammenheng ble negative

prover satt til CT=40, som er hagyest mulige CT-verdi ved analysen og regnes som negativ.
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Analyse av RNaseP
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Figur 11: Typingsmulighet plottet mot provens CT-verdi fra RNase P sanntids-PCR. Typingsmuligheten er omgjort til
verdiene -1 (ikke typet) og 1 (typet). Trendlinjer er generert for d visualisere en eventuell sammenheng. Pearsons
korrelasjonstest bekrefiet at det ikke foreligger noen sammenheng mellom de to variablene.

Det ble for hvert av de fire provematerialene utfort Pearsons korrelasjonstest for CT-verdi ved
sanntids-PCR av RNase P mot mulighet for genotyping. Ettersom det var tosidige tester ble
det valgt & bruke 0=0,0025. For alle prevematerialene ble P-verdien sterre enn a, som vil si at
det ikke foreligger noen korrelasjon mellom innhold av RNase P og om prevene kunne
genotypes eller ikke. Tabell 6 gir en oversikt over de utregnede korrelasjonskoeffisientene og

p-verdiene for hvert av de fire provematerialene.
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Tabell 6: Pearsons korrelasjonskoeffisient og p-verdi utregnet for de fire ulike provematerialene. Det ble gjort Pearsons
korrelasjonstest av resultatene fra PCR av RNase P og mulighet for genotyping. Alfa-verdi ble satt til 0,0025. Det ble ikke

funnet noen signifikant sammenheng for noen av provematerialene.

PROVE- PEARSONS P-VERDI ALFA SIGNIFIKANT
MATERIALE KORRELASJONS- SAMMENHENG
KOEFFISIENT MELLOM

RNASE P OG
MULIGHET FOR
GENOTYPING

SPINALVASKE -0,1954 0,8357 0,0025 Nei

SEKRET -0,2790 0,9450 0,0025 Nei

LUFTVEIER 0,2132 0,8022 0,0025 Nei

FECES 0,4096 0,9543 0,0025 Nei

3.4 SLP-panel

Det ble analysert ett EV-panel (2019) og to EV-typepanel (2016 og 2019). De utgjorde til

sammen 27 prover, hvor alle ble analysert. Vanlig EV-panel ble analysert fra cDNA, ettersom

disse allerede var analysert med enterovirus-PCR og det derfor fantes tilgjengelig cDNA. De

to typepanelene hadde ikke veert analysert tidligere, og ble derfor analysert fra primar

materialet.

Vanlig EV-panel fra august 2019 bestod av 10 prover. En av provene var negativ. Av de 9

enterovirus-positive provene ble 8 typebestemt. Alle funnene stemte 1 henhold til fasit. En

oversikt over provene i det vanlige EV-panelet fra 2019 finnes i tabell 7. Pravene 1 dette SLP-

panelet ble kalt EV19 etterfulgt av nummer. Alle genotypene som var inkludert i panelet ble

vellykket genotypet med unntak av Enterovirus 71.
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Tabell 7: Vanlig enterovirus-panel fra august 2019. Oversikten viser pravenavn, funn og fasitsvar. I de dtte provene som ble
typebestemt ble det funnet genotypene som var oppgitt i fasit. En prove som inneholdt enterovirus lot seg ikke typebestemme.

PROVE FUNN FASIT

EV19-01 Ingen Enterovirus 71
EV19-02 Coxsackievirus A9 Coxsackievirus A9
EV19-03 Enterovirus D68 Enterovirus D68
EV19-04 Echovirus 25 Echovirus 25
EV19-05 Enterovirus D68 Enterovirus D68
EV19-06 Echovirus 6 Echovirus 6
EV19-07 Echovirus 18 Echovirus 18
EV19-08 Echovirus 30 Echovirus 30
EV19-09 Ingen Negativ

EV19-10 Coxsackievirus A24 Coxsackievirus A24

Enterovirus typepanel fra 2019 inneholdt 8 prever. Ingen av pravene var negative. Alle

unntatt én preve ble typebestemt, og disse stemte med fasiten. Ogsa 1 dette typepanelet var det

enterovirus 71 som vi ikke klarte & genotype. Tabell 8 inneholder en oversikt over de 8

provene. Pravene 1 dette SLP-typepanelet ble kalt TEV-19 etterfulgt av nummer.

Tabell 8: Enterovirus typepanel fra mars 2019. Oversikten viser provenavn, funn og fasitsvar. I de pravene som ble
typebestemt ble det funnet genotyper som stemte i henhold til fasit.

PROVE FUNN FASIT

TEV19-01 Coxsackievirus A24 Coxsackievirus A24
TEV19-02 Echovirus 25 Echovirus 25
TEV19-03 Echovirus 30 Echovirus 30
TEV19-04 Echovirus 6 Echovirus 6
TEV19-05 Echovirus 18 Echovirus 18
TEV19-06 Ingen Enterovirus 71
TEV19-07 Coxsackievirus A9 Coxsackievirus A9
TEV19-08 Enterovirus D68 Enterovirus D68
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Enterovirus typepanel fra 2016 inneholdt 9 prever. En av prevene inneholdt parechovirus 1,
og var dermed negativ for enterovirus ved PCR. Av de 8 enterovirus-positive prevene ble 6
typebestemt, og resultatene stemte med fasiten. Heller ikke i dette typepanelet var det mulig &
type enterovirus 71. I dette panelet inneholdt preve 1 og prave 9 enterovirus 71, hvor den siste
var en fortynning av den forste. Tabell 9 inneholder oversikt over de 9 provene. Provene 1

dette SLP-typepanelet ble kalt TEV-16 etterfulgt av nummer.

Tabell 9: Enterovirus typepanel fra mars 2016. Oversikten viser provenavn, funn og fasitsvar. I de dtte provene som ble
typebestemt ble det funnet genotypene som var oppgitt i fasit. Prove to inneholdt parechovirus, altsd ikke et enterovirus.

PROVE FUNN FASIT

TEV16-01 Ingen Enterovirus 71
TEV16-02 Ingen Parechovirus 1
TEV16-03 Coxsackievirus A9 Coxsackievirus A9
TEV16-04 Enterovirus D68 Enterovirus D68
TEV16-05 Coxsackievirus A21 Coxsackievirus A21
TEV16-06 Coxsackievirus B3 Coxsackievirus B3
TEV16-07 Echovirus 30 Echovirus 30
TEV16-08 Coxsackievirus A24 Coxsackievirus A24
TEV16-09 Ingen Enterovirus 71

Av de 27 prevene som ble analysert i de tre SLP-panelene, ga 23 av dem resultater som
stemte med fasiten. Det gir en riktig svarprosent pd 85,2%. Det ble ikke detektert feil
genotype 1 noen av prevene. Samtlige av de fire provene som ikke var mulige & type inneholdt

enterovirus 71. De tre panelene inneholdt totalt 9 ulike genotyper 1 tillegg til negative prover.
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3.5 Utpreving av nye primere som matchet enterovirus A71

P4 bakgrunn av at metoden flere ganger har feilet i & type enterovirus A71 1 pasientpraver og
SLP-panel, ble det utfert en ny in-silica analyse av primerne og primerbindingssetene for
enterovirus A71. Det ble da oppdaget en variasjon i en baseposisjon hos enterovirus A71
svarende til posisjon 3’-ende minus 4 1 forlengs primer EV-F1. En mismatch i denne
posisjonen er forventet & kunne redusere sensitiviteten vesentlig, og det ble derfor designet
nye primere som tok heyde for denne varianten. Disse ble sé testet som en del av prosjektet.
Det ble forsekt to ulike primersett for forste PCR og to ulike primersett for nested PCR, altsa
totalt fire ulike strategier. To prever ble testet med de ulike strategiene; en feces (prove nr. 6)
hvor det allerede var detektert enterovirus A71 tidligere i prosjektet, og en spinalvaske (prove
nr. 12) fra samme pasient, men som ikke hadde latt seg type med metoden tidligere i

prosjektet.

Ved den forste PCR-reaksjonen gikk strategi 1 ut pé a legge til en tredje versjon av forlengs
primer som kun dekket varianten som fantes hos enterovirus A71. Strategi 2 gikk ut pa &
endre variant 2 av forlengs primer ved & legge til en degenerert base som ogséd dekket
enterovirus A71. Utfordringen ved a legge til en degenerert base er at man gker antallet
primerkombinasjoner, og dermed gker sannsynligheten for kryssreaktivitet, det ble derfor

testet ut ulike strategier.

Ved nested PCR gikk strategi a ut pa a beholde primerne slik de var 1 den opprinnelige
metoden, i tilfelle mismatchen ikke pdvirket primerbindingen til enterovirus A71 i betydelig
grad. Dersom dette var tilfellet ville man beholdt den opprinnelige primeren for & minimere
antall degenererte baseposisjoner. Strategi b var & endre forlengs primer CoxA F2 ved 4 legge

til en degenerert baseposisjon som ogsa matchet enterovirus A71 sekvensen.

Begge provene kunne types ved hjelp av alle de fire strategiene, men sekvensene var av
varierende kvalitet. Strategi 2 ga i storre grad kryssreaktivitet med humant DNA enn strategi
1. Ved sekvensering av spinalveske ga bade strategi 1a og 1b lite kryssreaktivitet. Det var
starre forskjell mellom de to strategiene ved sekvensering av fecesproven. Her ga strategi 1a
mer kryssreaktivitet enn strategi 1b. Det ble valgt a bruke strategi 1b videre, som var en tredje
variant av forlengs primer ved forste PCR, og en ny variant av CoxA F2 ved nesting. Tabell 3

gir en oversikt over de nye primerne som inngikk 1 strategi 1b.
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3.5.1 Typebestemmelse av enterovirus A71 med nye primere

Fire av de seks spinalvaeskene som ikke hadde blitt typebestemt med den opprinnelige
metoden, ble forsgkt typet med de nye primerne. Viser til tabell 10 for en oversikt over de
seks spinalvaeskene. Ettersom to av prevene var svart svake, ble det valgt & analysere de fire

provene med sterkest viruskonsentrasjon.

[ tillegg til prove 12 som ble vellykket typet til EV A71 under utprevingen av de modifiserte
primerne, ble de tre spinalvaskene 74, 91 og 101 analysert, alle fra november og desember
2019. Prove nummer 91 var den med hegyest virusinnhold med CT-verdi pa 31,54 ved
enterovirus-PCR, og var den eneste av de tre provene med CT-verdi under 35. Provene 74 og
101 hadde CT-verdier pa henholdsvis 35,68 og 35,75. Heller ikke i dette tilfelle kunne
prevene som var svakere enn CT=35 types, men enterovirus A71 ble sekvensert i prove 91.
P& dette tidspunktet var altsé alle spinalvaeskene med CT-verdi under 35 typebestemt, enten

med den originale eller den modifiserte metoden.

Tabell 10:Spinalveeskene som ikke kunne types med den originale metoden. De fire med hoyest virusinnhold ble forsokt
typebestemt med modifisert metode. De to spinalveeskene som hadde CT-verdi under 35 ved enterovirus-PCR ble typebestemt
med den modifiserte metoden. CT-verdier over 35 er rodfarget.

PROVE- DATO CT-VERDI NY TYPING
NUMMER

101 08.12.2019 35,75 Mislykket

91 20.11.2019 31,54 Enterovirus A71
74 07.11.2019 35,68 Mislykket

64 30.10.2019 36,64 Ikke analysert
12 15.06.2019 29,35 Enterovirus A71
95 30.06.2018 36,66 Ikke analysert

37



3.5.2 Typing av SLP-typepanel med nye primere

Alle de tre SLP-panelene inneholdt prever som ikke hadde blitt typet med metoden. Ifolge
fasiten skulle alle disse inneholde enterovirus A71. SLP-typepanel fra 2016 inneholdt to
prever med enterovirus A71, hvor preve 9 var en fortynning av preve 1. Ved bruk av de nye
primerne, designet for 4 bedre dekke enterovirus A71, kunne alle de fire provene

typebestemmes. Metoden lyktes 1 & sekvensere enterovirus A71 i samtlige SLP-typepanel.

Det ble testet ut om den modifiserte metoden fortsatt kunne typebestemme preover med
innhold av de andre genotypene pa A-siden. De nye primerne ble derfor testet ut pa prevene
med innhold av enterovirus D68 og coxsackievirus A24 i1 de to SLP-typepanelene.

Enterovirus D68 kunne typebestemmes med den modifiserte metoden, og BLAST-sek ga treff
med identity pd 100%. Ogsa coxsackievirus A24 ble identifisert, og beste treff ved BLAST-
sok hadde identity pd over 90% for begge prevene. Kvaliteten pa sekvensene var like god som

ved den opprinnelige metoden.
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4. Diskusjon

Ved 4 etablere en metode for & typebestemme enterovirus 1 ulike pasientprover, vil de aller
fleste enterovirusinfeksjoner kunne typebestemmes. Dette betyr at pasientene raskere far en
presis diagnose og at man kan holde en god, lepende oversikt over enterovirus
epidemiologien. Etter a ha analysert alle enterovirus-positive prever det var tilgang pa, kunne
metoden undersokes for eventuelle svakheter og rom for forbedringer kunne sees pa. For
metoden skal etableres til bruk i rutinediagnostikk er det viktig at den gir beste mulige

resultater. Ulike forhold som kan pavirke metodens sensitivitet ble derfor undersokt.

4.1 Valg av primere og instrument

Som beskrevet tidligere ble det forste analyseoppsettet utfort parallelt pa de to instrumentene
SmartCycler og MyGo Mini. Ved nested PCR og sekvensering ble de to prevene analysert
parallelt med det opprinnelige primersettet og primersettet som inneholdt todelt forlengs
primer. De to pravene som ble analysert var to tilfeldig valgte sekreter fra listen som ble brukt
til utpreving av de to instrumentene og A-primersettene ved nested PCR. Det ble valgt to
sekreter ettersom hénd- fot- og munnsyke oftest er fordrsaket av en infeksjon med genotyper
fra gruppe A (WHO, 2011). Coxsackievirus A6 ble funnet i1 prove 2, og sekvensene av denne
proven ble derfor brukt videre til & sammenligne de ulike metodene. Det enskelige hadde vart
a fa mulighet til & sammenligne sekvenser fra begge preovene, men prove 3 var ikke mulig &
typebestemme ved noen av metodene. Det ble bestemt at sekvenseringsresultatene fra prove 2

var tilstrekkelig, ettersom det var sé tydelig forskjell mellom de ulike metodene.

Sekvensene hvor preven hadde vert giennom PCR-reaksjoner pa SmartCycler skilte seg
umiddelbart ut, da de inneholdt lite kryssreaktivitet og enkelt kunne tolkes av programvaren.
Provene analysert pA MyGo Mini fikk mer utydelige sekvenser som 1 storre grad métte tolkes
manuelt. Sekvensene inneholdt mye mer forstyrrende signaler og kryssreaksjoner med annet
DNA. Riktig mélsekvens ble sekvensert ved begge metoder, og det var mulig & identifisere
genotypen ved & gjore BLAST-sgk av sekvensene. Derimot var det forskjell pa
sokeresultatene, da forlengs sekvenser etter & ha kjort provene pA MyGo Mini ga darligere
match og score enn etter & ha kjort dem pé SmartCycler. Det ble derfor allerede pa dette
tidspunktet valgt a gé helt bort fra analyseinstrumentet MyGo Mini, og & gi videre med a

bruke SmartCycler til PCR-analysene.
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For 4 sammenligne de to forward primerne ble det sammenlignet sekvenser av praver kjort pa
SmartCycler. Bade de nye, todelte forlengs primerne og de originale forlengs primerne ga
sekvenser som var lette & tolke, med tydelige basesignaler og lite kryssreaktivitet. Likevel var
det at de nye primerne ga finere sekvenser enn de originale primerne. Dette var forventet, da
man ved a bruke to ulike primere kan redusere det totale antallet primerkombinasjoner. Det
ble valgt & bruke de todelte primerne videre i1 prosjektet. Reverse sekvensene var ogsa lette a
tolke og ga samme resultater ved BLAST-sgk som forlengs. Det betyr at det ved hvert oppsett

er to muligheter for & gjore BLAST-sok av hver prove.

4.2 Sekvenser og BLAST-sgk

Sekvensene av enterovirus var som regel 300-320 basepar lange. Mange av sekvensene var
ryddige, tydelige og ble tolket automatisk av programvaren. Her var det kun nedvendig &
trimme bort 50-60 basepar 1 starten og 20-30 basepar pa slutten av sekvensen. Ved BLAST-
sok folger flere parametere med hvert treff; «max score», «total score», «query cover» og
«prosent identity». Score blir regnet ut fra hvor mange baser 1 sekesekvensen som matcher
med treffsekvensen. Query cover er hvor stor prosentandel av sekesekvensen som matcher
med treffsekvensen. Ved nok trimming i begynnelsen og slutten av sekvensen for sgk, var
denne alltid 99-100%. Prosent identity var den viktigste parameteren, ettersom den ga
informasjon om hvor godt treffsekvensen matchet den matchende delen av sgkesekvensen.

Ettersom sistnevnte parameter var den viktigste, ble treffene 1 BLAST sortert etter denne.

Ikke alle sekvenser var like tydelige, og ved flere anledninger inneholdt sekvensene
kryssreaksjoner som ble trimmet bort. Dette fantes oftest 1 starten av sekvensen, og noen
ganger ble opptil 150-170 baser fjernet. Selv om kun 100-150 baser i noen tilfeller ble brukt
videre til BLAST-sek, var det fullt mulig 4 identifisere genotypen med hey prosent identity
og god avstand til neste alternative genotype. I noen tilfeller skjedde det en kryssreaksjon med
humant DNA, hvor sekvensene inneholdt en lang sekvens etter basepar 300-320. Signalene
var svakere, slik at det var mulig & se et skille mellom den enskede sekvensen og det som var
en kryssreaksjon. Sekvensene ble trimmet som vanlig, slik at den lange sekvensen med

kryssreaksjon ble kuttet bort. Kryssreaksjonen hadde da ingen pavirkning p4 BLAST-sgket.
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I de aller fleste tilfellene ga BLAST-sgk av sekvensen kun treff pa en genotype. I disse
tilfellene var det lett & konkludere med hvilken genotype preven inneholdt. I svart sjeldne
tilfeller ga BLAST-sok treff pd flere enn en genotype. I disse tilfellene var det kun én til tre
treff pd en genotype blant mange av en annen. Ettersom GenBank gir tilgang pa alle offentlig
tilgjengelige nukleotidsekvenser, md man vare kritisk til referansene. Det ble gjort BLAST-
sok av de unnvikende treffene for 4 se om de var representative for sin genotype. Disse kom

da alltid ut som uteliggere og ble oppfattet a representere feilannonserte referanser.

Enkelte av forlengs sekvensene inneholdt doble signaltopper, hvor samtlige av signalene
hadde et mindre signal (av samme type) en posisjon til venstre for seg. Det ble konkludert
med at dette sannsynligvis oppstod fordi malsekvensene for primerne noen ganger inneholdt
repetitive basemenster. Dette gjor at en liten andel av de degenererte primerne noen ganger
kunne binde en base forskjovet, slik at resten av signalene ogsé forskyves med en base. Dette
ble ofte observert 1 forlengs sekvenser av coxsackievirus A6, men var aldri et problem ved

revers sekvensering.
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4.3 Metodens sensitivitet og mulige pavirkninger

Av totalt 120 prever ble 99 typebestemt (82,5%). Det lyktes ikke & typebestemme de
resterende 21 provene med metoden. Mulige arsaker til dette som ble undersekt var type
provemateriale, type enterovirus, CT-verdi fra enterovirus-PCR fra rutinediagnostikk og
innhold av humant DNA 1 pravene. Det ble ogsa undersekt hvor god sensitivitet som normalt
kan forventes av en slik metode, basert pa hvor stor andel av prevene som kunne

typebestemmes 1 andre studier.

Tidligere studier hvor metodens sensitivitet og typingsmulighet er diskutert, tyder pa at det er
vanskelig & typebestemme alle prover. I en studie fra Australia hvor 729 spinalvaesker fra
2003-2007 ble analysert, var det kun 43% som lot seg typebestemme (Papadakis et al., 2014).
Ved Nasjonalt referansesenter for enterovirus i Belgia ble det utfort en studie som inkluderte
prover fra 2007-2018. Av de totalt 1702 enterovirus-positive pravene lyktes det a
typebestemme 89% (Wollants et al., 2019). Hayes et al. (2019) utferte en studie for & evaluere
kvaliteten pa metodene for deteksjon og typing av enterovirus hos 39 laboratorier 1 17 ulike
land 1 Europa. Av laboratoriene som deltok hadde 17 status som referanselaboratorier.
Praovene som ble sendt til laboratoriene inneholdt to ulike konsentrasjoner av viruset (10 og
1000 kopier per 5 puL), og resultatene viste stor forskjell mellom de to nivdene. Provene med
hoy konsentrasjon ble vellykket typet hos 88% av referanselaboratoriene og 71% av de
diagnostiske laboratoriene, mens prevene med lav konsentrasjon kun ble typet hos 41% av

referanselaboratoriene og 31% av de diagnostiske laboratoriene (Hayes et al., 2019).

Det er vanskelig 4 sammenligne resultatene fra denne studien med andre studier direkte pa
grunn av at sensitiviteten vil avhenge av hvilke typer prever som er inkludert og sannsynligvis
ogsa av hvilke genotyper som dominerer i materialet. Det gir allikevel en god indikasjon pa
hva man kan forvente. At det i denne studien ble typebestemt hele 82,5% av preovene tyder pa
at metodens sensitivitet er god, og at den er pa et tilfredsstillende nivd sammenlignet med
andre laboratorier som utferer typing av enterovirus. Selv om metoden er god, ble det sett pa

mulige arsaker til at ikke 100% av prevene kunne types.

For & undersoke eventuelle svakheter ved metoden ble det sett etter sammenhenger mellom de
21 preovene som ikke kunne typebestemmes. Ingen av de 11 provene med CT>35 var mulige &
type med metoden, noe som tyder pa at CT-verdi ved enterovirus-PCR har en sammenheng
med om preven kunne typebestemmes eller ikke. Dette var ogsa forventet pa forhind,

ettersom et lavt innhold av enterovirus 1 prevene gjor at primerne har sterre sannsynlighet for
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a binde til annet DNA 1 proven. Et spersmél er da hvor lavt virusinnholdet kan vere for at

metoden skal kunne typebestemme viruset i proven.

Det ble observert at flere av pravene som ikke kunne typebestemmes var innhentet fra
pasienter hvor metoden hadde pavist enterovirus A71 i en annen preve. Av de 21 prevene var
6 innhentet fra pasienter med enterovirus A71. I tillegg klarte ikke metoden a type enterovirus
A71 1 SLP-panelene. Dette vekket mistanke om at metoden hadde en svakhet ved deteksjon
av denne genotypen. De 4 siste provene som ikke ble typet var tre fecesprover og ett
halssekret. Vi vet ikke grunnen til at enterovirus fra disse ikke lot seg genotype. Vi foreslar at

kryssreaktivitet mot humant eller bakterielt DNA er den mest sannsynlige arsaken.

4.3.1 CT-verdi ved enterovirus-PCR

P4 bakgrunn av at ingen av pravene med CT-verdi pd over 35 ved enterovirus-PCR var
mulige 4 type med metoden, var det sterk mistanke om at viruskonsentrasjon hadde mye 4 si
for typingsmuligheten. Hoyere innhold av enterovirus 1 preven gker ogsa sannsynligheten for
at riktig sekvens fanges opp av primerne ved PCR, og minsker sjansen for kryssreaktivitet.
Det ble undersgkt om det fantes en statistisk sammenheng mellom typingsmulighet og CT-
verdi ved enterovirus-PCR. Dette ble forst visualisert ved & plotte de to variablene mot
hverandre (figur 7), og generere en trendlinje mellom punktene. Trendlinjen fikk et
stigningstall pa -3,34, som tydet pa at det foreld en negativ korrelasjon mellom CT-verdi og
typingsmulighet. Pearsons korrelasjonstest ble benyttet for & male styrken pa korrelasjonen
mellom de to variablene, typingsmulighet og CT-verdi, hvor 1 eller -1 betyr sterk korrelasjon
og 0 betyr ingen korrelasjon (Sedgwick, 2012). Deretter ble det gjort en signifikanstest for a
undersoke om det foreld en signifikant korrelasjon. Korrelasjonskoeffisienten ble regnet ut til
-0,50, som betyr at det foreligger en negativ korrelasjon, men det var nadvendig & gjere en
signifikanstest. Den utregnede p-verdien pa 6,94*10~ var mindre enn den valgte a-verdi pa

0,0025, som betyr at det forela en signifikant korrelasjon.

Sa langt har ingen prever med svakere viruskonsentrasjon enn CT=35 kunnet types med
metoden. Derimot ble det typebestemt prover som var tett opptil CT-verdi pa 35 ved
enterovirus-PCR, som tyder pd at grensen for om praven kan typebestemmes eller ikke ligger
rundt dette nivéet. P4 grunn av for fa prever med konsentrasjon 1 dette omradet kan det ikke

konkluderes med at metoden ikke kan typebestemme prover med svakere viruskonsentrasjon
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enn CT=35, ei heller settes en grense for hvor heyt virusinnholdet ma vare. Det regnes ogsa

med at det kan variere etter genotype og type provemateriale.

4.3.2 Type provemateriale

Alle sar- og blemmesekreter og de fleste luftveisprover med CT under 35 ble typet. Noen av
luftveispravene med CT under 35 var ikke mulige & type, noe som kan skyldes hoyt innhold
av humant eller bakterielt DNA. Dette i kombinasjon med degenererte primere gjor at det
oker sannsynlighet for kryssreaktivitet eller at primerne binder uspesifikt og annet DNA enn
enterovirus-DNA blir oppamplifisert. Det ble forsgkt gjort BLAST-sgk selv om sekvensene
var veldig uklare, men det ble ingen treff pa enterovirus. Ved typing av sekreter og
luftveispraver var de fleste sekvensene av svert god kvalitet. Spesielt pd B-siden og de
reverse pa A-siden hadde sekvensene sterke signal med lite kryssreaksjoner. For samtlige av
provene hvor sekvenseringen var vellykket, ga BLAST-sok treff pd kun et enterovirus. Det vil
si at det ikke var noen tvil om hvilket enterovirus preven inneholdt. Av sér- og
blemmesekretene ble 89,2% typet, mens 73,9% av luftveisprovene ble typet. Forskjellen
skyldes antakeligvis ikke typen prevemateriale, men hvilke genotyper som dominerte. De
aller fleste sir- og blemmesekretene inneholdt coxsackievirus A6, og ved nested PCR
benyttes en egen primer med fa degenererte posisjoner for akkurat denne genotypen.

Sensitiviteten pa denne genotypen forventes derfor a vaere meget god.

Feces var det provematerialet som oftest ga sekvenser som inneholdt kryssreaksjoner, og
sekvensene hadde oftere behov for manuell tolkning enn de andre preovematerialene. Feces er
gjerne det provematerialet som har hgyest innhold av andre bakterier og virus, og mye
innhold av annet DNA gker sannsynligheten for kryssreaksjoner. Som vist i figur 8 var feces
det provematerialet med lavest gjennomsnittlig CT-verdi, det vil si hgyest innhold av
enterovirus 1 prevene. Dette var forventet, ettersom enterovirus primert infiserer celler 1
tarmtraktus og oppformeres der. Pa tross av at mange sekvenser inneholdt mye

kryssreaksjoner og trengte noe manuell tolkning, ble hele 82,1% av fecesprovene typet.

Spinalvaeske var provematerialet med minst forurensninger av annet DNA. Naturlig finnes det
ikke innhold av andre bakterier og virus som kan kontaminere. Et problem var at mange av
spinalvaskene hadde et ganske lavt innhold av enterovirus, og fire av dem kunne ikke types
antakelig pa grunn av dette. Av spinalvaeskene ble 81,3 % typet, deriblant de aller fleste

spinalvaeskene med CT-verdi under 35. Det at spinalvaeske ofte har en lav viruskonsentrasjon,
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gjorde at flere av spinalvaskene hadde en CT-verdi over 35, og ikke kunne typebestemmes
med metoden. Dette viser viktigheten av & typebestemme enterovirus ogsa i andre typer
provemateriale som ofte har en heyere viruskonsentrasjon. Ved & typebestemme halspraver
og/eller feces 1 tillegg til spinalveske, vil sannsynligheten for & kunne bestemme riktig

genotype bli storre.

Det var ingen tydelige sammenhenger mellom type prevemateriale og mulighet for typing.
Prosent andel typet varierte noe mellom de ulike provematerialene, men det er sannsynlig at

dette skyldes andre betingelser enn type prevemateriale.

4.3.3 Innhold av RNase P i provene

Noen sekvenser inneholdt varierende signaler fra humant DNA. I mange tilfeller kunne
delene av sekvensene som inneholdt humant DNA klippes bort, og det var mulig & gjore
BLAST-sgk av kun enterovirus-sekvensen. I noen tilfeller inneholdt derimot sekvensene kun
humant DNA. Det kunne tenkes at et hoyt innhold av humant DNA ga gkt sannsynlighet for
kryssreaktivitet, og mindre mulighet for & typebestemme enteroviruset i proven. Dette gjorde
det aktuelt & analysere innhold av humant DNA 1 prevene. Det ble utfort en sanntids-PCR
analyse av RNase P- genet. Om den var positiv eller ikke kunne leses av CT-verdien, og de
positive hadde vanligvis CT-verdi mellom 20 og 30. Hoyeste mulige CT-verdi var 40, og

denne regnes som negativ.

Mange av provene ble undersokt for RNase P, men ikke alle. Arsaken til at ikke alle ble
analysert, var at det for noen av provene ikke var tilstrekkelig provemateriale igjen. Likevel
var det nok til & undersgke om det kunne vare en sammenheng mellom mulighet for
genotyping og innhold av humant DNA i preven. Det ble ikke funnet noen sammenheng. Det
betyr at innhold av humant DNA sannsynligvis ikke har pavirket om enterovirus i prevene

kunne types eller ikke.

Innhold av RNase P i provene ble studert per provemateriale. Arsaken til dette er det ulike
innholdet i de fire ulike typene provemateriale. Feces inneholder svart mye mer bakterielt
DNA enn de andre provematerialene og dermed er kryssreaktivitet et stort problem her.
Innhold av bakterielt DNA kan ogsé spille en stor rolle ved analysering av RNase P i

luftveissekret. Selv om det ble skilt mellom de ulike provematerialene ble likevel
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konklusjonen den samme; det var ingen signifikant sammenheng tilstede mellom innhold av

RNase P i prevene og hvorvidt de kunne genotypes.

4.3.4 Sensitivitet ved deteksjon av ulike genotyper

En feilkilde som ble tatt 1 betraktning var at metodens sensitivitet kunne variere etter hvilken
enterovirus genotype proven inneholdt, selv om metoden var designet for & dekke alle de
klinisk relevante typene. Det ble analysert tre SLP-panel som kvalitetskontroller for & teste
analysekvaliteten pa identifisering av de forskjellige genotypene og for & avdekke eventuelle
svakheter ved typing av ulike genotyper. Det ble bade analysert et vanlig SLP-panel for
pavisning av enterovirus og to SLP-typepanel. Selv om det forste panelet var beregnet for
kontroll av metoden for pavisning av enterovirus (EV-PCR), var det oppgitt hvilken genotype
prevene inneholdt. Av de 8 preovene 1 typepanelet kunne 6 typebestemmes, én prove var
negativ og en prave kunne ikke typebestemmes. Den preven som ikke kunne types, inneholdt
ifolge fasiten enterovirus A71. Det ble bestemt at det ogsé skulle analyseres to typepanel,
ettersom disse var mest relevante for testing av metoden, og det var enskelig & sekvensere sé
mange ulike genotyper som mulig. Til sammen 1 de tre SLP-panelene lyktes det & sekvensere
9 ulike enterovirus genotyper. Ogsa i hvert av de to SLP-typepanelene var det 1-2 prover som

ikke kunne types med metoden, og ifelge fasiten inneholdt alle disse enterovirus A71.

Enterovirus A71 ble detektert 1 tre av pasientprevene analysert med metoden. Alle tre provene
var feces, og de var innhentet hos to forskjellige pasienter. Det vil si at genotypen har
sirkulert, og det er sannsynlig at flere enn de to pasientene som har avgitt de typede provene
har veert smittet av genotypen. Alle provene hadde ogsa et hoyt innhold av viruset, ettersom
CT-verdiene var pa 22,27 til 23,64 ved enterovirus-PCR. De to pasientene i1 prosjektet som
fikk pavist enterovirus A71 1 feces hadde ogsa avgitt spinalvaske og luftveissekret med lavere
viruskonsentrasjon som ikke kunne types. Dersom metoden hadde vart i1 stand til & detektere
svakere konsentrasjoner av enterovirus A71, ville den totale andelen typebestemte prover gatt
opp. Det er ogsa mulig at enda flere av prevene som ikke er typet med metoden inneholder
enterovirus A71. Ettersom genotypen har vist seg & gi enterovirus meningitt, noe det har vert
flere tilfeller av 1 2019, er det spesielt viktig at metoden dekker den. Mot slutten av prosjektet

ble det derfor forsekt & forandre pa metoden for & bedre kunne identifisere enterovirus A71.
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Noe som kan ha pavirket typingsprosenten 1 positiv retning, var utbruddet av hand-fot og
munnsyke hos barnehagebarn forarsaket av coxsackievirus A6. Det ble funnet denne
genotypen 1 42,4% av de typede pravene, hvor den svakeste proven hadde en CT-verdi pa
34,46. Som nevnt tidligere ble det brukt en egen spesifikk coxsackie A6 forlengs primer, og
metoden burde derfor vaere ekstra sensitiv til deteksjon av denne genotypen. Faktisk ble alle
sekretene med CT-verdi under 35 typebestemt, men hele 91% av dem inneholdt
coxsackievirus A6. Dette har 1 stor grad bidratt til & dra opp andelen typebestemte prover.
Alle enterovirus-positive prover fra 2019 ble imidlertid analysert, slik at utvalget er

representativt for enterovirus-prevene som analyseres ved laboratoriet i lopet av et tidsrom.

4.4 Genotyper detektert

For metoden etableres ved laboratoriet skal den vare i stand til & typebestemme alle de klinisk
relevante genotypene av enterovirus. Ved & analysere sd mange pasientprever som mulig,
ville man forhdpentligvis kunne sekvensere sd mange av de relevante genotypene, og kanskje
avdekke svakheter ved metoden. Enterovirus-positive prover arkiveres vanligvis i ett ar for de
kastes. Unntaket er spinalveesker som lagres til «evigy» tid, og derfor var disse tilgjengelige fra
lenger tilbake enn ett r. Ettersom spinalvaeskene er samlet inn fra pasienter med meningitt,
ville disse veert viktigst & type 1 rutinediagnostikken. Meningitt kan forarsakes av mange ulike
genotyper av enterovirus, og det var enskelig & sekvensere s& mange ulike genotyper som

mulig. Vi inkluderte derfor alle de 23 spinalveskene som var tilgjengelige fra 2018.

Ved analysering av pasientprever ble det sekvensert og identifisert 15 ulike genotyper. Pa
grunn av utbruddet av hand-, fot- og munnsyke forarsaket av coxsackie A6, utgjorde disse den
starste andelen. Metoden var ogsa 1 stand til & detektere coxsackievirus A10, coxsackievirus
A16, coxsackievirus A2, coxsackievirus A4, coxsackievirus A8, coxsackievirus B4,
coxsackievirus B5, echovirus 5, echovirus 11, echovirus 13, echovirus 30, echovirus 7 i
pasientprevene. Enterovirus A71 ble detektert i tre fecespreover med relativt heyt innhold av
virus, men ikke 1 spinalvaeske eller luftveisprover fra de samme pasientene. Hos alle
pasientene som avga flere ulike typer provematerialer, var det mulig & typebestemme
enterovirus 1 minst ett av dem. Alle disse hadde meningitt, og enterovirus ble derfor forsekt
typebestemt 1 spinalvaske. I flere av tilfellene var spinalvasken for svakt positiv til & kunne
typebestemmes, men da kunne viruset typebestemmes i andre prevematerialer. Dette viser

viktigheten av & analysere ulike typer prevematerialer, spesielt ved meningitt.
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Noe av hensikten med & analysere SLP-paneler var & dekke flere genotyper, gjerne noen som
ikke kunne finnes i1 pasientprovene. Faktisk bestod SLP-panelene av et flertall av genotyper
som ikke hadde blitt funnet i pasientprevene. Resultatene viste at metoden kunne benyttes til
a sekvensere enda flere genotyper. Oversikt over de tre panelene finnes i tabellene 7, 8 og 9.
Noen av genotypene gikk igjen i SLP-panelene, og ble derfor testet opp til tre ganger.
Genotypene som uten problemer ble detektert med metoden var coxsackievirus A9,
coxsackievirus A21, coxsackievirus A24, coxsackievirus B3, echovirus 6, echovirus 18,
echovirus 25 og enterovirus D68. To av genotypene som fantes i SLP-panelene var ogsa
detektert i pasientprever. Echovirus 30 ble detektert i flere pasientpraver og kunne types fra
SLP-panel uten problemer. Den andre var enterovirus A71, som ikke var sa lett & type 1
pasientprover. Alle de tre SLP-panelene inneholdt en eller to prever av denne genotypen, men
ingen av dem kunne types med metoden. Metodens sensitivitet ved deteksjon av enterovirus

AT71 er tidligere diskutert 1 kapittel 4.3.4.

Totalt 1 pasientprever og SLP-panel detekterte vi 23 ulike genotyper.

4.4.1 Genotyper og klinikk

Noen av genotypene ble kun detektert 1 ett provemateriale, mens de fleste ble detektert i flere
typer provemateriale. I sar- og blemmesekretene samlet inn fra pasienter med hénd- fot- og
munnsyke ble det kun funnet coxsackievirus A6 og coxsackievirus A10. Et utbrudd av
coxsackievirus A6 gjorde at denne genotypen ble funnet i1 hele 42,4% av de typede provene.
Tidligere studier viser ogsé at hand-, fot- og munnsyke oftest forarsakes av enterovirus 1
gruppe A (Xu et al., 2013, WHO, 2011). I tillegg til 1 sekret ble genotypen funnet 1
spinalvaske hos en pasient med enterovirus-meningitt. Det betyr at en infeksjon med

genotypen 1 noen tilfeller kan fore til enterovirus-meningitt.

I flertallet av spinalvaskene ble det funnet gruppe B genotyper. I 10 av de totalt 26 typede
spinalvaskene ble det detektert echovirus 9, og 19 av spinalvaskene ble det funnet echovirus
30. Bade echovirus 9 og echovirus 30 ble ogsa detektert 1 luftveispraver og feces, men ikke 1
noen av sekretene. Det vil si at disse genotypene ikke 1 noen av de undersekte tilfellene

forarsaket hand-, fot- og munnsyke.

48



Den store andelen av echovirus 9 og echovirus 30 i spinalvaskene fra 2018 tyder pa at det har
veert utbrudd av disse to genotypene som har gitt meningitt hos flere. Begge genotypene er av
gruppe B enterovirus. Fra dette tidsrommet ble kun enterovirus fra spinalvesker typebestemt,
slik at alle prevene hvor de to genotypene ble detektert var fra pasienter med enterovirus-
meningitt. Folkehelseinstituttet rapporterte i 2018 om et utbrudd av echovirus 30 som
forarsaket meningitt bade hos voksne og smé barn, og som péagikk over sesongene 2017 og
2018. Genotypen opptrer vanligvis 1 epidemier med omtrent 5 ars intervaller, og kan noen

ganger gd over to sesonger (Folkehelseinstituttet, 2018).

Selv om enterovirus A71 ikke kunne detekteres i noen spinalvaesker ved metoden, ble
genotypen detektert 1 feces innhentet fra to pasienter med meningitt 1 2019. Det betyr at en
infeksjon av denne genotypen sannsynligvis kan forarsake meningitt. Enterovirus A71 og
coxsackie A6 var de eneste genotypene 1 gruppe A enterovirus som ble detektert hos pasienter
med meningitt. | tidligere studier har man ogsa sett at gruppe B enterovirus oftere forarsaker

meningitt enn gruppe A enterovirus (de Crom et al., 2016, Papadakis et al., 2014).

Enterovirus 71 har vist seg & kunne gi en rekke forskjellige sykdomsbilder, men kan ogsa
vaere asymptomatisk. Vanligvis blir i sterst grad barn berert av et utbrudd, hvor de vanligste
sykdomsbildene har vert hand-, fot- og munnsyke og aseptisk meningitt (Ooi et al., 2010).
Genotypen har ogsa i sjeldne tilfeller gitt alvorlig sykdom hos barn som har resultert i dod
(WHO, 2011). Ettersom en infeksjon med genotypen kan fa svart alvorlige konsekvenser, vil
det veere spesielt viktig at den kan typebestemmes med metoden som skal etableres ved

laboratoriet.

4.4.2 Enterovirus-positive pragver fra 2019

Alle de enterovirus-positive prevene fra 2019 var bevart 1 arkiv og ble forsegkt typebestemt.
Ettersom alle pravene fra 2019 ble analysert, er utvalget derfor representativt for enterovirus-
provene som analyseres ved laboratoriet 1 et tidsrom. Av 71 prever samlet inn 1 2019 ble 55
typebestemt, som vil si 77,5%. Relativt fa tilfeller av enterovirus-meningitt i 2019 gjorde at
det kun ble samlet inn atte spinalvaesker i lopet av aret. Kun tre av disse var mulige &
typebestemme med metoden, mens ytterligere to ble genotypet etter modifikasjon, noe som

gav bedret sensitivitet for EV A71.
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Resultatene fra 2019 var dominert av utbruddet av hind-, fot- og munnsyke forarsaket av
coxsackievirus A6. Flertallet av de smittede var barn 1 barnehage, men det kom inn prever
ogsa fra voksne hvor coxsackievirus A6 ble detektert. P& grunn av dette var de fleste av
provene fra 2019 sekret med innhold av coxsackievirus A6. Genotypen ble ogsé funnet 1
spinalvaske hos én av pasientene. Ogsa andre genotyper ble detektert i provene samlet inn 1

lopet av aret, men kun enkelttilfeller.

Prosentandelen som ble vellykket typet var noe lavere 1 2019 enn for alle provene samlet. Det
kan skyldes tilfeller av enterovirus A71, ettersom alle de tre prevene som testet positivt for
genotype A71 ble samlet inn det aret. Det er allerede kjent at 6 av prevene som ikke kunne
typebestemmes var fra pasienter med enterovirus A71, og sannsynligheten er tilstede for at
det var flere. Dersom de seks provene hadde blitt typet ved metoden, ville suksessraten okt til

87,5% for det totale antallet praver og til 80% for prevene fra 2019.

4.5 Utpreving av nye primere med hensyn til enterovirus A71

Under studien oppdaget vi en mismatch mellom forward-primerne og malsekvensen hos
enterovirus A71 som gjorde at metoden flere ganger feilet i & typebestemme denne genotypen.
Strategier for & bedre kunne detektere enterovirus A71 ble provd ut. En slik mismatch som
den som ble oppdaget kan pavirke sensitiviteten til PCR-metoden. Mismatchen 18 svert neer
3’-enden pa forlengs primeren 1 forste PCR. Ettersom det gjaldt den fjerde basen fra 3 enden,
heter det at basen ligger 1 3’-enderegionen, som er de 5 basene lengst mot enden. En
mismatch nar 3’-enden har potensielt storre negativ effekt pd primerbindingen enn en
mismatch naermere 5’-enden, da en mismatch i 3’-enden kan forstyrre polymerasens aktive
sete (Stadhouders et al., 2010). Den samme baseposisjonen var ogséd en del av malsekvensen
ved nested PCR, men var her den tiende baseposisjonen fra 3’-enden. Uansett vil enhver
mismatch potensielt kunne pavirke metoden, slik at ogsa ved nestingen ble det provd ut en

modifisert primer.

To prever ble analysert parallelt ved fire ulike strategier. Provene kunne types ved hjelp av
alle de fire strategiene, men sekvensene var av varierende kvalitet. Ved den forste PCR-
reaksjonen ble det forsekt to ulike strategier. Strategi 1 gikk ut pa a legge til en tredje versjon
av forlengs primer som kun dekket varianten som fantes hos enterovirus A71. Strategi 2 gikk
ut pa 4 endre variant 2 av forlengs primer ved a legge til en degenerert base som ogsa dekket

enterovirus A71. Strategi 2 ga i storre grad kryssreaktivitet med humant DNA enn strategi 1.
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Dette var forventet, ettersom flere degenererte baseposisjoner i en allerede hoyt degenerert

primer gker sannsynligheten for kryssreaksjoner betydelig.

Ved nested PCR og sekvensering ble det ogsa provd ut to strategier. Strategi A gikk ut pé a
beholde primerne slik de var i den opprinnelige metoden, 1 tilfelle mismatchen ikke pavirket
primerbindingen til enterovirus A71 1 betydelig grad. Dersom dette var tilfellet, ville man
beholdt den opprinnelige primeren for & minimere antall degenererte baseposisjoner. Strategi
B var & endre CoxA F2 primeren til en som bedre dekket enterovirus A71. Det som ble gjort
var & endre den tiende basen (fra 3’-enden) til en degenerert base som ogsa matchet
enterovirus A71 sekvensen. Ved sekvensering av spinalvaeske ga bade strategi 1A og 1B
sekvenser med lite kryssreaktivitet. Det var storre forskjell mellom de to strategiene ved
sekvensering av fecesproven, der 1A gav mer kryssreaktivitet enn 1B. Dette er pd grunn av at
feces inneholder hundrevis av bakteriearter 1 tillegg til humant DNA som primerne kan
kryssreagere med, noe som gjor det vanskeligere a fa fine sekvenser. Ved strategi 1B der man
hadde en ikke-perfekt match mot enteroviruset ble det oppkopiert relativt sett mer bakgrunns-
DNA enn ndr man hadde en perfekt match mot enteroviruset. Det ble valgt & bruke strategi 1B
videre, som var en tredje variant av forlengs primer ved forste PCR, og en ny variant av

CoxA-F2 ved nesting. De nye primerne som ble valgt er gjengitt i tabell 3.

4.5.1 Typebestemmelse av prover ved modifisert metode

Fire av seks spinalvasker som tidligere ikke var typet ble analysert med den modifiserte
metoden (tabell 10). To av spinalvaeskene ble genotypet med den modifiserte metode. De to
ovrige provene hadde CT-verdi over 35 ved enterovirus-PCR, og det var derfor forventet at
disse ikke ville la seg genotype. Pa dette tidspunktet var alle spinalvaeskene med CT-verdi
under 35 ved enterovirus-PCR blitt typebestemt, enten med den modifiserte eller den
opprinnelige metoden. Pa bakgrunn av resultatene ser det ut som om metodens sensitivitet ved
typebestemmelse av enterovirus A71 var like god som det den hadde vert ved

typebestemmelse av resten av provene tidligere 1 prosjektet.

Ogsa pravene 1 SLP-panelene som ikke kunne types med den originale metoden ble forsegkt
typet pa nytt med de nye primerne. Fire SLP-prever ble analysert, og enterovirus A71 ble
vellykket sekvensert i alle. Ogsa proven 1 SLP-typepanel 2016 som var av lavere
viruskonsentrasjon ble vellykket sekvensert og typet. Det konkluderes med at metodens evne

til & typebestemme enterovirus A71 er tilfredsstillende.
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Etter 4 ha endret metoden var det nedvendig a kontrollere at metoden fortsatt var 1 stand til &
typebestemme andre genotyper i enterovirus gruppe A. Det optimale ville vart a analysere
alle pasientprovene pa nytt med den nye metoden, men grunnet begrenset tilgang pa tid og
provemateriale lot dette seg ikke gjore. SLP-panel skal gi en god indikasjon pa hvilke
genotyper metoden er 1 stand til & typebestemme, sa det ble valgt & typebestemme disse pa
nytt. Pravene i SLP-typepanelene som inneholdt genotyper pad A-siden ble plukket ut og
analysert med den modifiserte metoden. Det ble vurdert om det var nadvendig & analysere alle
SLP-pravene pa nytt, men dette ble ikke sett pd som hensiktsmessig ettersom kun A-primerne
ble endret ved nested PCR, og det a legge til en tredje variant av primerne ved forste PCR
burde ha liten innvirkning. Typepanelene inneholdt tre prever totalt med enterovirus gruppe

A.

52



4.6 Metodediskusjon

Prosjektet er gjennomfert ved et akkreditert laboratorium som stiller hoye krav til kvalitet for
sine analyser. Metodene for nukleinsyreekstraksjon og cDNA-syntese er gjennomfort etter
laboratoriets prosedyrer, og det ble benyttet de samme reagensene og instrumentene som
brukes i rutinedriften. I tilfellene hvor tilgjengelig provemateriale har vart eluat eller cDNA 1
stedet for primarprove, er disse 1 forbindelse med rutinediagnostikk blitt preparert av

laboratoriepersonell etter gjeldende prosedyrer.

Det ble bestemt at det for alle pravene skulle utfores nested PCR parallelt med bade A-
primere og B-primere Ettersom mange av provene som folge av kryssreaktivitet ga positiv
nested PCR med begge primersettene, ble det valgt & sekvensere proven med de primerne som
ga sterkest positivt svar forst. I de fleste tilfellene lyktes det da & sekvensere og typebestemme
viruset. Kun 1 to tilfeller (prevene 34 og 32, en spinalvaske og en fecesprove) skjedde
typebestemmelse ved & sekvensere produktet fra den svakeste nested PCRen. I begge
tilfellene var nested PCR sterkest positiv ved A-primere, mens preven inneholdt en genotype
fra gruppe B. Grunnen til at en reelt positiv reaksjon 1 gruppe B kommer senere enn
kryssreaktiviteten 1 gruppe A, kan skyldes bruken av LNA-baser i B-primerne. Selv om disse
gir heyere spesifisitet og bedre genotypingsrate totalt sett, s vi at PCR-effektiviteten gikk noe
ned som folge av LNA-basene nar vi testet pa spinalvesker. Dette er 1 praksis ikke et

problem, bortsett fra at man for de fa prevene dette gjelder vil fa et litt forsinket svar.

Metodens interne validitet sier noe om metoden gir riktige resultater. Ved sekvensering er
sekvensen fasiten pd hva som finnes 1 proven. Den eneste muligheten for & fa galt svar er
derfor menneskelige feil eller ungyaktighet, som hvis prevene i ett av trinnene er blitt byttet
om eller ved kontaminering mellom prevene. Dersom det hadde blitt gjort en teknisk feil
under utforelse av analysene, ville det 1 de fleste tilfeller ha fort til at sekvenseringen hadde

mislyktes.

Alle analysene 1 metoden med unntak av kapillerelektroforese ved Sanger-sekvensering ble
utfort av forfatter av masteroppgaven. Dette kan vere en svakhet, da forfatter ikke hadde
kjennskap til noen av metodene fra for av. For oppstart av prosjektet ble det gjennomfert en
grundig opplering 1 bruk av de ulike metodene og analyseinstrumentene. Det & arbeide 1 de
ulike arbeidssonene pé et molekylarbiologisk laboratorium var ogsa en viktig del av

oppleringen, ettersom dette er kritisk 1 forhold til & unngé kontaminering. En eventuell
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kontaminering kunne gétt utover analyseresultatet av de andre prevene i samme oppsett, men

ogsa 1 andre metoder.

Studiens eksterne validitet er hvor vidt resultatene kan generaliseres, det vil si om utvalget er
representativt. Det at alle de enterovirus-positive prevene fra 2019 ble inkludert i studien er
positivt for den eksterne validiteten, ettersom det gir et utvalg som er representativt for hvilke
enterovirus-prever som analyseres ved Haukeland universitetssjukehus innenfor et tidsrom. |
tillegg tok vi med spinalvasker, som er den viktigste provetypen, fra hele 2018.
Typebestemmelse av pravene har ogsé gitt en oversikt over hvilke typer av enterovirus som
har sirkulert blant pasientene testet ved Mikrobiologisk avdeling, HUS. Det er sannsynlig at
disse genotypene har sirkulert 1 samfunnet i tidsrommet som er undersegkt. Studiens resultater
er 1 stor grad relevante ved fremtidig etablering av metoden for enterovirus typebestemmelse
ved avdelingen, og er pa denne maten generaliserbare nar metodens sensitivitet skal studeres.
Det ble avdekket at primerne benyttet i metoden inneholdt en mismatch med enterovirus A71,
noe som forte til at metoden ble endret. Metodens evne til & typebestemme enterovirus A71
vil vaere viktig 1 diagnostikken ettersom genotypen kan forarsake alvorlig sykdom hos barn,

som beskrevet tidligere.
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5. Konklusjon

I studien ble det undersekt to ulike problemstillinger. Metodens diagnostiske sensitivitet ble

undersekt basert pd resultater fra 120 pasientprever og de tre SLP-panelene. Av de 120

provene ble 99 typebestemt, som utgjorde 82,5%. Sammenlignet med andre studier ble

metodens sensitivitet sett pd som god, men mulige forhold som kunne pévirket sensitiviteten

ble undersgkt. Det ble konkludert med at metodens sensitivitet var mindre god pd genotypen

enterovirus A71, grunnet en mismatch med primerne. Etter en forandring pa noen av primerne

lyktes det & sekvensere ytterligere tre spinalvaesker slik at den diagnostiske sensitiviteten gkte

til 85%. I tillegg ble alle SLP-provene vellykket genotypet. Det ble ogsé konkludert med at

lavt innhold av virusmengde 1 praven hadde negativ innvirkning pd metodens sensitivitet, og

ingen prover med CT-verdi over 35 ved enterovirus-PCR ved rutinediagnostikk kunne

typebestemmes.

Alle enterovirus-positive praver som var samlet inn 1 2019 ble analysert. Resultatene var
sterkt dominert av coxsackievirus A6, som ble funnet 1 over halvparten av provene.
Genotypen forarsaket et utbrudd av hand-, fot- og munnsyke hos barnehagebarn, noe som
forte til at laboratoriet mottok et stort antall sekreter 1 lopet av dette aret. Fa tilfeller av
enterovirus meningitt forte til at det kun var 7 spinalvasker a analysere fra dette éret.
Genotyper som ble funnet i disse var echovirus 7, echovirus 5 og coxsackie A6, men ogsa

enterovirus A71 etter analysering med modifiserte primere.

Metoden ble justert helt pé slutten av prosjektet, og derfor var det ikke anledning til
fullstendig utpreving av de modifiserte primerne. Kun prevene i SLP-panel pa A-siden ble
analysert, samt fire spinalvasker som ikke hadde blitt typebestemt med den opprinnelige
metoden. Pa bakgrunn av resultatene ser det ut som om sensitiviteten til metoden ikke ble

pavirket negativt av modifiseringen, men videre utpreving er nedvendig.
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Vedlegg

Vedlegg 1 — Radata fra typebestemmelse av pasientprover.

F = forlengs, R = revers

EV-PCR 1. PCR Nested PCR BLAST-sgk
Prgve Prgvedato Materiale cT cT CT A-prim. CT B-prim.|Treff Identity  Sekvens
117 07.01.2020 Sekret 34,46 37,83] 20,27 35,99 |Coxsackie A6 100,00 % F
115 06.01.2020 Spinalveeske 32,31 35,37] 22,28 13,61 |Echovirus 13 99,14 % F
116 06.01.2020 Halssekret 27,19 28,65 19,91 12,37 |Echovirus 13 99,14 % F
114 24.12.2019 Feces 24,41 25,85] 18,29 27,51 |Coxsackie A6 100,00 % F
111 22.12.2019 Sekret 23,02 25,13] 17,29 31,56 |Coxsackie A6 99,10 % R
113 21.12.2019 Sekret 24,02 26,58] 15,37 28,67 |Coxsackie A6 97,74 % R
112 20.12.2019 Sekret 22,31 25,47] 18,16 28,96 |Coxsackie A6 99,10 % F
108 16.12.2019 Halssekret 31,24 34,5] 21,16 0 Coxsackie A6 99,08 % R
109 16.12.2019 Sekret 19,23 21,13 15,36 27,26 Coxsackie A6 99,08 % F
110 16.12.2019 Halssekret 18,53 21,62 13,75 23,6 Coxsackie A6 100,00 % F
107 12.12.2019 Sekret 29,65 32,85 20,89 0 Coxsackie A6 99,07 % F
106 11.12.2019 Sekret 29,74 33,48] 20,53 0 Coxsackie A6 99,70 % R
105 10.12.2019 Halssekret 18,49 19,60 17,69 29,9 Coxsackie A6 98,92 % R
103 09.12.2019 Sekret 25,71 27,62] 18,68 30,8 Coxsackie A6 99,09 % F
104 09.12.2019 Sekret 22,88 24,19] 18,33 23,83 | Coxsackie A6 99,05 % F
101 08.12.2019 Spinalvaeske 35,75 29,42 31,8 23,63
102 06.12.2019 Halssekret 33,34 29,76] 23,82 24,11 |Coxsackie A6 99,57 % R
100 02.12.2019 Sekret 26,96 30,25 21,8 32,67 |Coxsackie A6 96,35 % R
98 29.11.2019 Sekret 33,63 39,43 27,69 34,71 Coxsackie A6 99,55 % F
99 29.11.2019 Halssekret 31,49 22,19 22,57 25 Coxsackie A6 98,65 % R
97 26.11.2019 Sekret 33,16 35,52 20,51 36,32 |Coxsackie A6 100,00 % R
92 22.11.2019 Sekret 34,05 28,89] 23,49 30,75 |Coxsackie A6 74,41 % F
85 21.11.2019 Feces 31,96 38,36 34.22 39.22
89 21.11.2019 Cellekultur (hals) 29,51 27,59] 29.95 38.05
84 20.11.2019 Feces 22,99 26,8] 28.08 29.92 |Enterovirus A71 96,20 % R
91 20.11.2019 Spinalvaeske 31,54 39,12] 34.58 0
83 19.11.2019 Feces 22,11 22,54 26.33 16.45 Coxsackie B4 96,34 % R
81 11.11.2019 Halssekret 22,79 24,19 19.24 36.17 Coxsackie A6 98,90 % F
80 09.11.2019 Sekret 27,01 29,65 19.21 0 Coxsackie A6 99,10 % F
77 08.11.2019 Feces 24,91 27,88 29.45 26.98 Echovirus 7 96,25 % F
78 08.11.2019 Sekret 17,88 19,69] 16.57 37.89 |Coxsackie A6 98,74 % R
82 08.11.2019 Feces 33,82 27,81 26.71 37.24
74 07.11.2019 Spinalvaeske 35,68 37,25 29.85 0
73 06.11.2019 Sekret 35,28 38,08] 34.49 0
76 06.11.2019 Nasofarynkssekret 22,79 29,56 28.29 23.59 |Echovirus 7 96,34 % F
72 04.11.2019 Feces 24,78 28,76 22.44 13.76  |Echovirus 13 97,62 % F
69 01.11.2019 Sekret 18,37 21,77] 13.82 0 Coxsackie A6 100,00 % F
70 31.10.2019 Sekret 21,64 24,13 17.72 0 Coxsackie A6 98,73 % F
71 31.10.2019 Feces 22,55 22,10 18.30 39.05 Coxsackie A6 99,53 % F
64 30.10.2019 Spinalveeske 36,64 o] 23.99 0
67 30.10.2019 Spinalvaeske 34,28 37,39] 22.46 0 Coxsackie A6 98,32 % R
68 30.10.2019 Sekret 31,47 34,14] 20.51 0 Coxsackie A6 99,60 % F
61 28.10.2019 Sekret 22,67 25,4] 20.28 0 Coxsackie A6 98,75 % R
57 25.10.2019 Halssekret 27,37 25,42] 21.39 38.76 |Coxsackie A6 97,79 % R
54 23.10.2019 Feces 25,13 35,83] 29.25 21.99 |Echovirus 7 96,46 % F
55 23.10.2019 Sekret 22,90 23,91] 18.87 0 Coxsackie A6 99,15 % R
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34 22.10.2019 Spinalvaeske 32,08 30,36] 29.31 3471 |Echovirus 7 97,00 % F
49 21.10.2019 Nasofarynkssekret 24,55 25,75 28.62 25.74  |Echovirus 7 96,37 % F
21 16.10.2019 Feces 22,57 20,18] 18.93 34.80 |Coxsackie A6 97,26 % R
7 11.10.2019 Sekret 19,60 21,24] 19.55 0 Coxsackie A6 99,59 % F
18 11.10.2019 Sekret 23,88 27,79 16.40 37.08 Coxsackie A6 97,44 % R
8 19.09.2019 Sekret 27,76 27,47 18.64 0 Coxsackie A6 99,59 % F
11 11.09.2019 Sekret 37,85 26,3] 30.19 33.79
10 03.09.2019 Sekret 28,16 29,6] 19.25 0 Coxsackie A6 99,56 % F
1 27.08.2019 Feces 27,50 28,95 32.44 34.79
122 26.08.2019 Feces 24,23 25,3] 25,56 12,15 |Coxsackie B4 96,79 % R
2 12.07.2019 Sekret 26,98 16,94 16.45 35.29 |Coxsackie A6 99,53 % F
3 09.07.2019 Sekret 35,71 27,37 29.34 38.09
4 02.07.2019 Feces 27,85 28,93] 30.44 13.84 |Echovirus 11 96,84 % R
5 27.06.2019 Halssekret 24,14 21,23 22.21 35.10 Coxsackie A2 97,31% F
9 17.06.2019 Halssekret 31,02 28,18 29.25 33.46
6 15.06.2019 Feces 23,64 29,23 29.60 0 Enterovirus A71 97,56 % R
12 15.06.2019 Spinalvaske 29,35 30,77 31.18 39.44
118 15.06.2019 Feces 22,27 28,4 29,35 26,4 Enterovirus A71 93,72 % F
119 15.06.2019 Nasofarynkssekret 33,79 26,95 26,54 24,48
13 31.05.2019 Feces 25,18 25,56 20.29 39.22 |Coxsackie A6 99,55 % F
14 20.05.2019 Feces 28,82 23,71} 21.66 30.88
15 06.05.2019 Sekret 22,74 23,25 18.70 35.43 |Coxsackie A6 99,05 % F
17 10.03.2019 Halssekret 24,25 25,25 29.48 14.42 Echovirus 5 89,16 % R
16 10.03.2019 Spinalvaeske 25,00 28,29 27.62 13.45 Echovirus 5 89,21 % R
120 02.03.2019 Nasofarynkssekret 36,89 25,58 30,84 24,27
19 11.02.2019 Sekret 24,74 26,09 19.45 0 Coxsackie A10 99,13 % R
20 11.02.2019 Sekret 32,77 28,83 30.45 35.09 |Coxsackie A10 98,59 % R
121 07.01.2019 Nasofarynkssekret 33,82 25,56 27,7 22,54 |Coxsackie Al6 99,33% R
22 16.12.2018 Sekret 20,93 22,23 17.67 39.74 |Coxsackie A6 98,65 % R
23 14.12.2018 Feces 28,92 31,63] 30.92 12.86 |Echovirus 30 98,23 % F
24 06.12.2018 Sekret 20,89 19,32 17.54 34.60 |Coxsackie A6 99,12 % F
25 03.12.2018 Halssekret 26,54 28,6] 29.11 37.19
27 03.12.2018 Sekret 36,89 25,25 29.31 34.69
26 30.11.2018 Feces 29,77 25,24 24.41 39.69 |Coxsackie A10 93,60 % R
28 04.11.2018 Feces 23,80 26,76 21.23 14.30 Coxsackie B4 97,33 % F
30 04.11.2018 Feces 37,1 28,66 32.61 0
29 02.11.2018 Feces 21,87 23,15) 22.39 13.78 |Coxsackie B4 97,40 % F
31 31.10.2018 Spinalvaeske 33,98 34,65\ 27.87 16.34 |Coxsackie B4 97,50 % F
32 12.10.2018 Feces 28,3 19,451 21.64 26.25 |Echovirus 9 98,81 % F
33 11.10.2018 Sekret 31,97 33,63] 20.69 0 Coxsackie A6 98,65 % R
35 11.10.2018 Spinalvaeske 31,89 34,4 32,97 21,55 |Echovirus 9 99,62 % R
36 09.10.2018 Spinalvaeske 32,82 30,56] 26,65 18,67 |Echovirus 30 99,17 % R
39 07.10.2018 Spinalvaeske 28,31 33,09] 28,12 16,5 Echovirus 9 99,60 % R
37 04.10.2018 Halssekret 19,86 21,87 18.00 35.19 |Coxsackie A8 96,44 % F
40 04.10.2018 Spinalvaeske 32,60 30,41 26,5 22,85 Echovirus 9 99,22 % R
41 28.09.2018 Feces 26,56 25,16 24.40 16.64 |Coxsackie B5 97,57 % F
42 26.09.2018 Feces 29,09 24,7] 26.09 17.81 |Coxsackie B5 97,55 % F
43 25.09.2018 Halssekret 27,71 31,37 25.43 37.95 |Coxsackie A10 97,85 % R
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44
45
46
47
50
48
56
52
53
51
58
59
60
63
62
65
66
75
79
86
90
93
87
94
95
96

25.09.2018 Sekret
24.09.2018 Spinalvaeske
18.09.2018 Feces
14.09.2018 Halssekret
12.09.2018 Feces
11.09.2018 Spinalvaeske
10.09.2018 Spinalvaeske

10.09.2018 Nasofarynkssekret
10.09.2018 Nasofarynkssekret

07.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
31.08.2018 Sekret

28.08.2018 Feces

28.08.2018 Spinalvaeske
11.08.2018 Spinalvaeske
22.07.2018 Spinalvaeske
16.07.2018 Spinalvaeske
06.07.2018 Spinalvaeske
05.07.2018 Spinalvaeske
05.07.2018 Spinalvaeske
04.07.2018 Spinalvaeske
03.07.2018 Spinalvaeske
30.06.2018 Spinalvaeske
29.06.2018 Spinalvaeske

28,30
31,07
22,01
26,08
21,98
28,05
33,78
37,55
33,06
25,06
33,80
32,87
28,47
20,82
21,33
30,45
33,49
28,01
32,87
28,84
31,82
29,68

30,7
30,22
36,66
29,91

32,39
33,22
22,95
28,15
26,71

29,6
36,36
31,25
25,68
29,48
32,47
28,49
27,94
21,83
20,47

29,4
36,71
27,88
31,84
30,27
29,18
34,35
25,94
33,32
34,81
34,81

26.54
31,78
28,15
30,32
17,28
29,72
34,5
32,12
29,79
29,73
33,16
32,53
32,18
17,35
30,21
28,58
34,52
29,71
30,35
27,52
31,43
23,19
29,68
30,52
32,14
28,59

19,29
26,82
12,17
25,67
19,66
26,52
25,16
19,3
23,13
19,17
20,95
14,22
32,4
13,44
14,46
15,92
16,32
15,96
15,22
15,39
13,19
15,38
15,7
28,27
12,87

Coxsackie A10
Echovirus 9
Coxsackie A4
Echovirus 30
Coxsackie A16
Echovirus 30
Echovirus 9

Echovirus 9
Echovirus 9
Coxsackie BS
Coxsackie B5
Echovirus 30
Coxsackie A6
Echovirus 9
Echovirus 30
Echovirus 9
Echovirus 9
Echovirus 9
Echovirus 9
Echovirus 30
Echovirus 30
Echovirus 30
Echovirus 30

Echovirus 30

98,21 %
99,58 %
93,63 %
96,77 %
97,93 %
99,18 %
98,86 %

96,02 %
94,19 %
98,72 %
96,70 %
97,35 %
99,95 %
94,58 %
99,60 %
99,16 %
99,15 %
98,48 %
99,17 %
91,11 %
99,59 %
99,44 %
99,58 %

98,00 %

mm X X I/ P XIW =D

D XDV XNV X X X XXV X XV XM OVWXHO I T D
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Vedlegg 2 — Radata fra RNase P

Prgve
117
115
116
114
111
113
112
108
109
110
107
106
105
103
104
101
102
100

98
99
97
92
89
84
91
81
77
78
82
74
73
76
69
70
71
67
68
61
57
54
55
34
49

7
18

8
11

Prgvedato
07.01.2020
06.01.2020
06.01.2020
24.12.2019
22.12.2019
21.12.2019
20.12.2019
16.12.2019
16.12.2019
16.12.2019
12.12.2019
11.12.2019
10.12.2019
09.12.2019
09.12.2019
08.12.2019
06.12.2019
02.12.2019
29.11.2019
29.11.2019
26.11.2019
22.11.2019
21.11.2019
20.11.2019
20.11.2019
11.11.2019
08.11.2019
08.11.2019
08.11.2019
07.11.2019
06.11.2019
06.11.2019
01.11.2019
31.10.2019
31.10.2019
30.10.2019
30.10.2019
28.10.2019
25.10.2019
23.10.2019
23.10.2019
22.10.2019
21.10.2019
11.10.2019
11.10.2019
19.09.2019
11.09.2019

Materiale
Sekret
Spinalvaeske
Halssekret
Feces
Sekret
Sekret
Sekret
Halssekret
Sekret
Halssekret
Sekret
Sekret
Halssekret
Sekret
Sekret
Spinalvaeske
Halssekret
Sekret
Sekret
Halssekret
Sekret
Sekret
Cellekultur (hals)
Feces
Spinalvaeske
Halssekret
Feces
Sekret
Feces
Spinalvaeske
Sekret
Nasofarynkssekret
Sekret
Sekret
Feces
Spinalvaeske
Sekret
Sekret
Halssekret
Feces
Sekret
Spinalvaeske
Nasofarynkssekret
Sekret
Sekret
Sekret
Sekret

RNaseP
38,29
33,89
31,24

0
32,59
28,68
33,02
37,77
29,09
26,49

40
36,83
24,91
35,68
28,14
28,19
28,09
36,88
0

40

40

0
27,07

37,62
26,51
37,8
32,21
37
37,39
39,49
28,65
31,33
36,41
38,9
37,29

32,65
29,96

31,74
30,22
28,68
32,39

39,34
34,44

Prgve Prgvedato

122

o b WwWN

13
17
16
19
20
22
23
24
27
26
28
31
32
33
36
37
40
41
43
44
45
46
47
50
48
52
53
51
58
59
60
63
62
65
66
75
79
86
90
93
87
94
95
96

Materiale
26.08.2019 Feces
12.07.2019 Sekret
09.07.2019 Sekret
02.07.2019 Feces
27.06.2019 Halssekret
15.06.2019 Feces
31.05.2019 Feces
10.03.2019 Halssekret
10.03.2019 Spinalvaeske
11.02.2019 Sekret
11.02.2019 Sekret
16.12.2018 Sekret
14.12.2018 Feces
06.12.2018 Sekret
03.12.2018 Sekret
30.11.2018 Feces
04.11.2018 Feces
31.10.2018 Spinalvaeske
12.10.2018 Feces
11.10.2018 Sekret
09.10.2018 Spinalvaeske
04.10.2018 Halssekret
04.10.2018 Spinalvaeske
28.09.2018 Feces
25.09.2018 Halssekret
25.09.2018 Sekret
24.09.2018 Spinalvaeske
18.09.2018 Feces
14.09.2018 Halssekret
12.09.2018 Feces
11.09.2018 Spinalvaeske

10.09.2018 Nasofarynkssekret
10.09.2018 Nasofarynkssekret

07.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
01.09.2018 Spinalvaeske
31.08.2018 Sekret

28.08.2018 Feces

28.08.2018 Spinalvaeske
11.08.2018 Spinalvaeske
22.07.2018 Spinalvaeske
16.07.2018 Spinalvaeske
06.07.2018 Spinalvaeske
05.07.2018 Spinalvaeske
05.07.2018 Spinalvaeske
04.07.2018 Spinalvaeske
03.07.2018 Spinalvaeske
30.06.2018 Spinalvaeske
29.06.2018 Spinalvaeske

RNaseP
39,58
34,79

o O O O O

29,39
31,35
28,97
27,26

26,38

38,74
38,02
32,77

40

40
29,29
0,00

30,86
33,88
31,19
40,00
28,21
35,97

28,89
37,72
27,96
31,41
26,88
27,04
33,55
37,66
29,08
34,57
26,37
29,51
29,36
28,32
33,24
25,86
30,47
33,03
32,77
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