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ABSTRACT 
The most common form of cancer in men is prostate cancer, with 10,000 new deaths annually. 

In prostate cancer diagnosis, prostate biopsy is performed. To reduce the risk of complications 

in connection with biopsy, a single dose of the antibiotic drug Ciprofloxacin is given in 

Sweden. The proportion of bacteria that are resistant to ciprofloxacin has increased. For the 

detection of gene mutations that cause antibiotic resistance, droplet digital PCR (ddPCR) can 

be used. It is a method that provides an absolute quantification of a DNA sequence in a 

sample. It is based on water oil emulsion drop system.  

The purpose of this study was to optimize and validate a digital droplet PCR to detect and 

quantify the S83L mutation in the gyrA gene from faecal samples and to compare digital 

droplet results from study samples with culture results from resistance determination and the 

ration between the S83L allele and the wild-type allele in samples taken before and after 

biopsy. To validate the method, samples taken before and after biopsy were used from nine 

patients who had undergone a transrectal prostate biopsy and received a dose of ciprofloxacin 

or trimethoprim in connection with the procedure.  

The optimal annealing temperature was determined to be 60 °C and the optimal primer and 

probe concentrations were determined to be 1.2 µM and 0.4µM, respectively. These 

concentrations gave the lowest number of false positive droplets. The minimum detection 

level for S83L gyrA (EC40) was 160 copies/ml and for wild-type gyrA (EC108) it was 78 

copies/ml. The results showed that both wild-type gyrA and S83L gyrA could be detected and 

quantified in rectal samples from all nine patients.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: ddPCR, transrectal prostate biopsy, E. coli, quinolone resistance 



SAMMANFATTNING 
Den vanligaste cancerformen hos män är prostatacancer, med 10 000 nya dödsfall årligen. Vid 

prostatacancerdiagnostik utförs prostata biopsi. För att minska risken för komplikationer i 

samband med biopsi ges i Sverige en singeldos av antibiotikapreparatet Ciprofloxacin. 

Andelen bakterier som är resistenta mot ciprofloxacin har ökat. För detektion av 

genmutationer som orsakar antibiotikaresistens kan droplet digital PCR (ddPCR) användas. 

Det är en metod som ger en absolut kvantifiering av antalet DNA-sekvenser. Den är baserad 

på vatten olja-emulsionsdroppsystem.  

Syftet med denna studie var att optimera och validera en digital droplet PCR för att detektera 

och kvantifiera mutationen S83L i gyrA genen från faecesprover, samt att jämföra digital 

droplet resultat från studieprover med odlingsresultat från resistensbestämning och ration 

mellan S83L allelen och vildtyps allelen i prover tagna före och efter biopsi. 

För att optimera och validera metoden användes prover tagna före och efter biopsi från nio 

patienter som genomgått en transrektal prostatabiopsi och fått en dos antibiotika profylax i 

samband med ingreppet.  

Den optimala annealingtemperaturen bedömdes vara 60°C och den optimala  primer- och 

probekoncentrationen bestämdes till 1,2 µM respektive 0,4µM. Dessa koncentrationer gav 

lägst antal falskt positiva droppar. Den minsta detektionsnivån för S83L gyrA (EC40) var 160 

kopior/ml och för vildtyps gyrA (EC108) var det 78 kopior/ml. 

Resultatet från valideringen visade att både vildtyps gyrA och S83L gyrA kunde detekteras 

och kvantifieras i rektalprover från samtliga patienter. 
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INTRODUKTION 
Den vanligaste maligniteten hos män är prostatacancer, med 10 000 nya dödsfall 

årligen. Prostata är den manliga könskörteln i reproduktionssystemet.  Den är placerad 

vid botten av urinblåsan och omger den övre (proximala) delen av urinröret. I ett tidigt 

skede medför prostatacancer inga symtom. Patienterna söker ibland vård för bland annat 

urinvägs besvär så som smärta, svårigheter med att urinera eller att det förekommer blod 

i urinen men ofta upptäcks tumören genom ett screeningtest (1).  

 

Vid misstanke om prostatacancer tas ett screeningstest, ett så kallat prostataspecifikt 

antigen (PSA)-prov. PSA är ett protein som bildas i prostatakörteln, där en del läcker ut 

i blodbanan även hos en frisk man. PSA-koncentrationen i blodet ökar med åldern, men 

en förhöjd koncentration kan även vara associerat med prostatacancer. Detta beror på att 

prostatavävnaden bryts ned av tumörcellerna. I samband med ett högt PSA-värde tas en 

prostatabiopsi, ett vävnadsprov för att avgöra om ett högt PSA-värde beror på cancer 

eller något annat. Vid prostatabiopsi tas flera vävnadsprover från prostatan med hjälp av 

en tunn nål. Det finns två olika typer av prostatabiopsi, transperineal och transrektal 

biopsi (1-2). 

 

Transrektal prostatabiopsi 

Den vanligaste typen av prostatabiopsi är transrektal biopsi. Vid denna metod används 

rektalt ultraljud för att kunna lokalisera tumören och styra nålen. En tunn biopsinål 

sticks igenom ändtarmens slemhinna för att komma in i prostatan. Ett vävnadsprov tas 

och vävnaden undersöks via mikroskop för att se om det finns tumörceller. Det är en 

förutsättning för diagnos av cancer (2-3). 

 

Många patienter med prostatacancer genomgår upprepade prostatabiopsier. Dessa 

biopsier kan medföra komplikationer i form av smärta, blödning samt infektioner. Detta 

beror på att när biopsinålen passerar finns det en risk att den skadar prostatan. Det 

resulterar i att bakterier från patientens egen tarmflora följer med nålen och kan komma 

in i prostatan och i blodbanan. De allvarligaste infektionerna är bakteriella infektioner i 

blodbanan som kan orsaka sepsis och död. Dessa infektioner och även 

urinvägsinfektioner som kan uppkomma kräver behandling med antibiotika (2-3).  
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Escherichia coli 

Bakteriella infektioner efter prostatabiopsi orsakas vanligtvis av Escherichia coli. Det är 

en gramnegativ stav som tillhör familjen Enterobacteriaceae. Den är fakultativt 

anaerob, vilket innebär att den kan växa både med och utan syre. De flesta E. coli 

stammarna är ofarliga och koloniserar mag-tarm-kanalen hos både djur och människor 

och hjälper till med matsmältningen. E. coli växer bra i tarmen eftersom tarmen är rik 

på energikällor, har optimal temperatur, pH och en hög fuktighet (4-5). Bakterien 

orsakar sällan sjukdom hos sin värdorganism, men det finns en del E. coli stammar som 

har utvecklat patogena mekanismer och kan orsaka infektioner hos människan.  E. coli 

är den vanligaste patogenen vid urinvägsinfektioner och kan även orsaka infektioner 

som gastroenterit, prostatit, neonatal meningit och bakteremi med och utan sepsis (5-6).  

 

En infektion orsakad av E. coli diagnosticeras genom exempelvis odling av urin eller 

blod. Infektionerna kan behandlas med antibiotikapreparat såsom cefalosporiner, 

trimetoprim och kinoloner (6).  

 

Antibiotikaprofylax 

För att förebygga risken för infektioner orsakade av bakterier efter prostatabiopsi 

används antibiotikaprofylax. Vanligen ges en singeldos av ciprofloxacin som profylax i 

samband med ingreppet. Ciprofloxacin tillhör antibiotikagruppen kinoloner.  Den första 

generationens kinoloner introducerades år 1962 och bestod av nalidixinsyra och 

oxolinsyra. Det användes främst vid behandlingar av gramnegativa urinvägsinfektioner. 

Kinolonernas molekylära struktur har sedan modifierats för att förbättra de 

antimikrobiella egenskaperna. Den andra generationens kinoloner består av norfloxacin, 

ofloxacin samt ciprofloxacin. Ciprofloxacin används vid behandling av infektioner 

orsakade av gramnegativa bakterier i de övre urinvägarna och även vid behandling av 

vissa luftvägsinfektioner. Ciprofloxacin är ett bredspektrum antibiotika, vilket innebär 

att den har effekt på många bakteriearter (7).  

 

Kinolonerna verkar genom att hämma DNA-syntesen och har DNA-gyras samt 

topisomeras IV som mål-molekyl. DNA-gyras är ett enzym som förekommer endast hos 

bakterier. Enzymet består av två subenheter A (97kDa) och B (90kDa) och bildar A2 
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och B2 tetramer. A- respektive B-subenheten kodas av gyrA genen respektive gyrB 

genen (8-9). 

 

Antibiotikaresistens 

Antibiotikaresistens är ett stort växande hälsoproblem, som beror på ökad användning 

av antimikrobiella medel och att bakterierna måste anpassa sig till denna miljö. 

Resistens hos E. coli (och andra arter) mot kinoloner blir allt vanligare på grund av den 

ökade användningen av kinoloner. Kinolonresistens kan bero på flera olika 

resistensmekanismer hos bakterien. Den viktigaste orsaken till kinolonresistens är 

kromosomala mutationer i de gener som kodar för kinolonernas målmolekyler DNA-

gyras (gyrA och gyrB) och topoisomeras IV( parC och parE).  Dessa mutationer medför 

aminosyrasubstitutioner i en region i GyrA- eller ParC som brukar kallas för den 

kinolonresistensbestämmande regionen (QRDR) (9-10). En vanlig mutation i gyrA 

genen resulterar i aminosyraförändring i position 83, där Ser byts ut mot Leu (S83L) 

vilket orsakar resistens mot nalidixinsyra. Ytterligare mutationer i gyrA och parC krävs 

för att en bakterie ska utveckla resistens även mot ciprofloxacin. (11-12).  

Polymerase chain reaction  

För att detektera genmutationer som orsakar antibiotikaresistens kan en teknik som 

kallas polymerase chain reaction (PCR) användas. Med denna teknik kan ett DNA 

fragment kopieras och amplifieras så att en stor mängd kopior av fragmentet bildas. 

Denna metod är baserad på naturliga processer som sker i cellen. För att kunna 

amplifiera DNA krävs det ett DNA-polymeras, så kallat Taq-polymeras, som 

syntetiserar DNA sekvensen. Taq-polymeraset är ett termostabilt enzym som är isolerad 

från termofila bakterien Thermus aquaticus. Detta enzym klarar av höga temperaturer 

och inaktiveras inte vid uppvärmning utan bibehåller sin aktivitet under hela processen, 

vilket utgör grunden till PCR-tekniken (13).  

 

Det behövs två primers som består av korta enkelsträngade DNA molekyler med 20-30 

baspar långa. Primers är designade för att vara komplementära till ändarna på DNA-

sekvensen som ska amplifieras. Dessa kallas forward- och reverse primer. PCR sker 

under upprepade temperaturcykler och processen involverar tre steg nämligen 

denaturering, annealing samt elongering. Vid denaturering separeras dubbelsträngat 
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DNA till enkelsträngat genom upphettning till en temperatur på 94–96°C.  Nästa steg är 

annealing, då sänks temperaturen till 50-65°C och primarna binder in till de 

komplementära DNA-strängarna. I det sista steget, elongering, höjs temperaturen igen 

och här binder Taq-polymeras in och tillsätter nukleotider (dATP, dCTP, dGTP och 

dTTP) och syntetiserar DNA-strängarna. Antalet DNA-kopior fördubblas och processen 

börjar om på nytt. Man kan dela in PCR i tre generationer. Den första generationens 

PCR är beroende av gelektrofores för att detektera PCR-produkterna. Den andra 

generationens PCR är kvantitativ realtids PCR.  PCR-produkter detekteras i realtids 

genom att de märks med fluorescerande färgämnen. när färgämnet binder in till mål-

sekvensen ökas fluorescensen. Med denna metod kan kvantifiering av PCR-produkterna 

utföras med hjälp av standardkurvor. Slutligen tredje generationens PCR, Digital PCR 

(dPCR), ger en absolut kvantifiering och är en mycket känslig och noggrann teknik 

(13). 

 

Taq-man probe 

Prober är fluorescensmärkta oligonukleotider som används för detektion av specifika 

DNA-målsekvenser vid kvantitativ PCR. Det finns hydrolys- och hybridiseringsprober. 

TaqMan- probe är en hydrolysprobe. Vid probens 5’ sitter en fluorescerande reporter 

(FAM ™ eller VIC ™) och en icke fluorescerande Quencher vid 3’ änden. Vid DNA-

amplifieringen  hybridiserar både primrar och prober till målsekvensen och det 

syntetiseras en ny sträng av DNA-polymeraset. När DNA-polymeraset kommer i 

kontakt med proben, klyver den reporter ifrån quencher med sin 5’ exonukleasaktivitet. 

Klyvningen av proben resulterar i frisättning av en fluorescerande signal, då quencher 

inte längre kan absorbera fluorescensen som sänds från reporter. Ju mer probe som 

klyvs under varje PCR cykel ju mer fluorescens kommer att genereras. Detta upprepas 

vid varje PCR cykel vilket ökar fluorescensintensiteten som är proportionell mot 

mängden DNA-templat i provet (14-15).  

 

TaqMan proben kan specificeras mer om MGB-prober (minor groove binder) används. 

Det är dubbelmärkta prober som binder till DNA specifika sekvenser. Proben innehåller 

en 5’ fluorescerande reporter och 3’ icke fluorescerande quencher (NFQ). Denna probe 

är kortare än de traditionella proberna men den kan behålla en högre smälttemperatur 
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och är mer sekvensspecifik. NFQ absorberar signaler från reporter. Detta resulterar i en 

mindre bakgrundssignal vilket ger bättre precision och en ökad känslighet (16). 

 

Digital droplet PCR  

Digital droplet PCR (ddPCR) är en digital PCR-teknik som är baserad på ett vatten olja-

emulsionsdroppsystem. Metoden ger en absolut kvantifiering av antalet DNA-molekyler 

i ett prov. Provet består av en PCR-reaktions blandning som delas upp i flera hundratals 

olje-droppar. Nukleinsyran i provet blir slumpmässigt uppdelad i olika droppar, där 

varje droppe kommer att innehålla antingen några eller inga målsekvenser. För varje 

prov kan nukleinsyran delas upp i totalt 20 000 droppar (Figur 1). Dropparnas funktion 

är att fungera som enskilda provrör eller brunnar, där en PCR-reaktion äger rum (17).   

 

Varje droppe analyseras med hjälp av ett tvåfärgat detektionssystem, som möjliggör 

multiplex analys. ddPCR använder fluorescensmärkta hydrolysprober (TaqMan-prober) 

för detektion av PCR produkterna eller EVAgreen, en färg som binder in till allt 

dubbelsträngat DNA. Genom att använda två prober med olika fluoroforer är det möjligt 

att utföra en s.k. mutationsassay där två olika alleler av en gen, som endast skiljer i ett 

baspar, kan detekteras och kvantifieras i samma prov. Om en droppe innehåller 

målsekvensen kommer den att amplifieras av PCR och en fluorescenssignal kommer att 

avges. Om målsekvensen inte finns i en droppe, kommer ingen PCR att äga rum och 

endast svag kvarvarande fluorescens emitteras. De positiva och negativa PCR-

dropparna räknas individuellt på en droppläsare, ett instrument som liknar 

flödescytometri. De positiva dropparna uppvisar fluorescens medan de negativa inte 

avger någon fluorescens (17-18). 
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Figur 1. Översikt över ddPCR arbetsflödet. A) ddPCR reagens och DNA templat blandas i ett 
provrör. B) Provet delas sedan slumpmässigt upp i enskilda droppar av en droplet generator C) 
Samtliga droppar för ett prov överförs till en och samma brunn i en 96-hålsplatta för PCR 
amplifiering. D) Varje positiv ddPCR reaktion får en fluorescerande signal, som påvisar att mål-
DNA är närvarande. Positiva droppar tilldelas en grön eller blå färg beroende på i vilken kanal 
den aktuella proben avläses. Negativa droppar tilldelas grå/svart färg. E) Fluorescensen för varje 
droppe mäts i två kanaler vilket möjliggör multiplex analys. F) ddPCR resultat när två olika 
fluorescerande prober har använts. Bilden är från NCBI. (Bilden är tillgänglig från: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6943456/) 
 
 
 

Resultatanalys av digital droplet PCR 

Antalet droppar som är positiva respektive negativa för varje fluorofor (FAM eller 

HEX/VIC) bestäms av QuantaSoft ™ programvaran. Den absoluta mängden mål-DNA 

från de positiva och negativa dropparna beräknas med hjälp av Poisson-statistik. Varje 

droppe representeras grafiskt med en punkt. För att kunna skilja mellan de positiva och 

negativa dropparna ställer programmet automatiskt in en fluorescensgräns 

(tröskelvärde) för varje brunn. Detta tröskelvärde kan även justeras manuellt vid behov. 

De droppar med fluorescens som hamnar över tröskelvärdet tolkas som positiva och de 

droppar som hamnar under tröskelvärdet tolkas som negativa (18). 

 
 
DURONORR1 studien 

Vid prostatabiopsi kan det uppstå infektioner orsakade vanligtvis av E. coli. I samband 

med detta ingrepp ges en singeldos av ciprofloxacin som profylax för att minska 

infektionsrisken. På grund av ökad resistens mot ciprofloxacin behöver det utredas om 

ett annat likvärdigt antibiotika kan användas som profylax eftersom ciprofloxacin 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6943456/)
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behöver kunna användas vid behandling om patienten trots profylax skulle få en 

infektion. 

För att undersöka detta har DURONORR1 studien inletts. Det är en randomiserad 

dubbelblindad studie där patienter som genomgår en prostatabiopsi får antingen 

ciprofloxacin eller trimetoprim som profylax. I samband med ingreppet har rektalprover 

tagits från patienterna, innan samt efter att de har fått antibiotikaprofylax, för att 

undersöka hur bakteriefloran och förekomsten av resistensgener i tarmen påverkas av en 

singeldos antibiotika. 

 

SYFTE 

Syftet med denna studie var att optimera och validera en digital droplet PCR för att 

detektera och kvantifiera mutationen S83L i gyrA genen i faecesprover. Ett delsyfte med 

studien var att jämföra digital droplet resultat från studieprover med odlingsresultat från 

resistensbestämning och jämföra ration mellan S83L allelen och vildtyps allelen i 

prover tagna före och efter biopsi. 
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MATERIAL & METOD 
Bakterieisolat 

Till optimeringen av metoden användes två E. coli stammar som odlats fram ur 

faecesprover som tagits från patienter i samband med prostatabiopsi. Dessa stammar 

hade tidigare helgenomsekvenserats och hade kända varianter av gyrA genen. Den ena 

stammen (EC108) hade vildtypsvarianten av gyrA och den andra (EC40) hade 

mutationen som leder till aminosyraförändringen S83L. Stammarna användes även till 

PCR kontroller. 

 

Spädningsserie av bakterieisolat 

För att testa metodens detektionsintervall gjordes en spädningsserie av de två 

bakteriestammarna EC108 och EC40. Varje isolat slammades först i NaCl till 0,5 

McFarland (motsvarar ca 108 CFU/ml) och späddes därefter 1:10 i sju steg i NaCl. Från 

de fyra spädningar med lägst koncentration (1:105, 1:106, 1:107 och 1:108 ) odlades 100 

µl ut på en blodagarplatta som inkuberades över natt i 37°C. Samtliga odlingar gjordes i 

triplikat. Nästa dag räknades antalet kolonier på varje blodagarplatta och ett medelvärde 

beräknades för varje spädning. DNA extraherades från 700µl av samtliga spädningar 

med QIAsymphony Virus/Pathogen Kit (Qiagen, Hilden, Germany). 

 

Patientprover 

Avidentifierade kliniska prover (faecesprover i eswabrör) användes för att testa 

klyvning av DNA med restriktionsenzym samt för att optimera DNA mängd in i PCR.  

 

För att validera metoden användes prover tagna pre- och post biopsi från nio patienter 

inkluderade i DURONORR1 studien. Dessa prover utgjordes av rektalprover i eswabrör 

från patienter som genomgått en transrektal prostatabiopsi och som fått en dos 

ciprofloxacin eller trimetoprim i samband med ingreppet. Då denna studie utfördes var 

det ännu inte känt vilket antibiotika patienterna fått. Proverna skickades till 

Laboratoriemedicinska kliniken vid Universitetssjukhuset i Örebro där 100 µl från varje 

prov odlades på selektiv platta vid ankomst för att screena för antibiotika resistens. 

Deras resistens mot ciprofloxacin och nalidixinsyra är listade i Tabell 1.  
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Tabell 1.  Patientproverna som ingick i valideringen av E. coli gyrA ddPCR. Resistensmönster 
för ciprofloxacin (CIP) och nalidixinsyra (NA). S står för susceptible (känslig) och R för 
resistant (resistent). 

Prov ID NA CIP 

4029-pre S S    

4029-post S S 

   

4037-pre S S 

4037-post S S 

   

4004-pre S S 

4004-post R S 

   

4003-pre R S 

4003-post R  S 

   

00002-pre Ingen växt Ingen växt 

00002-post R R 

   

4000-pre Ingen växt Ingen växt  

4000-post R R 

   

4040-pre R R 

4040-post R R 

   

5000-pre R R 

5000-post R R 

   

5012-pre R R 

5012-post R R 
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DNA-extraktion  

Inför optimeringen extraherades DNA från E. coli stammarna på QIAsymphony med 

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit enligt tillverkarens instruktioner. DNA 

eluerades i 85µl Tris-HCl (pH 8,0). 

 

DNA från de kliniska proverna extraherades på QIAsymphony (Qiagen) med 

QIAsymphony Powerfecal Pro DNA Kit (Qiagen). Proverna förbehandlades med 

följande steg: Till ett Powerbead pro rör tillsattes 250µl prov och 800µl CD1 solution. 

Rören sattes fast i en vortexadapter och skakades i hög hastighet i 10 min. Därefter 

centrifugerades rören vid 15000 x g i 1min och sedan överfördes 600µl av 

supernatanten till ett tomt 2ml rör. Till supernatanten tillsattes 4µl RNaseA och rören 

inkuberades sedan i rumstemperatur i 5 min. Efter inkubationen tillsattes 30µl 

proteinase K och rören inkuberades sedan på 56°C i 15 min. Därefter tillsattes 300µl 

solution CD2 och provet vortexades i 5 sekunder. Provet centrifugerades vid 15000 x g i 

1 min. Från provrören överfördes 600µl av supernatanten till ett tomt 2ml rör som sedan 

laddades på QIAsymphony. Det slutliga rena DNA:t eluerades i 50µl AVE buffert. Efter 

extraktionen mättes DNA koncentrationen med en Qubit (Thermo Fisher-Life 

technologies, Waltham, MA, USA). 

 

Optimering av ddPCR 

Under optimeringen användes både klyvt och oklyvt DNA av E. coli stammarna EC108 

(vildtyp) och EC40 (S83L). Först optimerades annealingtemperatur. Den optimala 

annealingtemperaturen framtogs genom att två olika temperaturgradienter utfördes. 

Först utprovades temperaturerna 54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C, 64°C och sedan 59°C, 

60°C, 61°C, 62°C. Vid temperaturoptimeringen var primer- och probekoncentrationerna 

0,9µM respektive 0,25µM. PCR-programmet var enligt rekommendation: 

Enzymaktivering vid 95 °C i 10min, följt av 40 cyklar av denaturering 30s vid 94°C och 

annealing/elongering i 1min vid 54-62 °C. Slutligen enzymdeaktivering i 10 min vid 

98°C.  

 

För att detektera den optimala primer- och probekoncentrationen utfördes en titrering 

där tre olika koncentrationer av vardera testades. För primrarna testades 
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koncentrationerna 0,5µM, 0,9µM och 1,2µM och för proberna 0,1µM, 0,25µM och 

0,4µM.  

 

Klyvning av DNA 

Det gjordes flera försök att klyva DNA, både från E. coli stammarna och patient 

proverna, med restriktionsenzym innan PCR analys. DNA klyvs på specifika platser av 

enzymet, vilket gör DNA-fragmenten mindre och lättare att fördelas i droppar. Detta 

rekommenderas av företaget, framförallt om provet innehåller >75 ng DNA. Vid 

klyvningen användes antingen 10ng, 5ng eller 1ng DNA som behandlades med 1µl av 

restriktionsenzymet BamH1 (10U/µl) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Till provet 

tillsattes även 2µl 10X BamH1 Restriction endonuclease buffer (Sigma-Aldrich) och 

volymen fylldes sedan upp till 20µl med sterilt vatten. Blandningen inkuberades på 

37°C i 1 timme. För att inaktivera klyvningen, inkuberades provet i 65°C i 15 minuter. 

 

Digital droplet PCR 

För ddPCR blandades en mastermix för 18 patientprover som innehöll 1x ddPCRTM 

Supermix for Probes (no dUTP) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), 1,2µM av respektive 

primer och 0,4µM av respektive probe. Primer- (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

Carlsbad, CA, USA) och MGB probe-sekvenser (Applied Biosystems-Life 

technologies, Paisley, Great Britain)  är designade inför denna studie med gyrA från E. 

coli K-12, substr. MG1655 (NC_000913.3) som referenssekvens (Tabell 2). Av 

mastermixen blandades 18µl med 6µl DNA för varje prov och fördelades sedan i 8-

strip-rör som vortexades i minst 10 sekunder. Därefter fördelades 20µl av 

mastermix/provblandningen till varsin brunn i en DG8TM Cartridge (BIO-RAD). 

Droplet Generation Oil for Probes, 70µl per prov, tillsattes sedan också till DG8TM 

Cartridge som därefter placerades i QX200TM Droplet Generator (BIO-RAD), för att 

bilda droppar. Från brunnarna som innehöll de färdiga dropparna fördes 40µl över till 

en 96-håls PCR platta (BIO-RAD). Slutligen värmeförseglades PCR-plattan med Foil 

Heat Seal (BIO-RAD) i Sealern Platemax (Axygen, Waltham, MA, USA). 
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Tabell 2. Primer- och probe-sekvenser som användes i digital droplet PCR assay.  
Primer/Prober Nukleotid sekvens (5’-3’) Amplikonstorlek 

gyrA Forward GACGTAATCGGTAAATACCATCCC        94 baspar 

gyrA Reverse ACCAGCATATAACGCAGCGAG         

gyrA WT CGCCGAGTCACCA-VIC   

gyrA S83L CCGCCAAGTCACCAT-FAM  

 

PCR-amplifering utfördes i en VeritiTM 96-Well Thermal cycler PCR maskin (Applied 

Biosystems, California, USA). PCR programmet började med en enzymaktivering vid 

95°C i 10min, följt av 40 cykler av denaturering i 30 s vid 94°C och 

annealing/elongering i 1min vid 60°C därefter avslutades programmet med 

enzymdeaktivering vid 98°C i 10 min. Efter PCR-amplifieringen avlästes dropparna i en 

QX200 Droplet reader (BIO-RAD). 

 

I varje analysomgång inkluderades en negativ kontroll (H2O), en kontroll som var 

positiv endast för vildtypsvarianten av gyrA samt en kontroll som var positiv för 

vildtyps gyrA men som även innehöll 1% av S83L varianten av gyrA. Kontrollerna 

sattes alltid minst i duplikat. 

 

För att bestämma om DNA från patientproverna behövde klyvas med restriktionsenzym 

innan PCR samt för att bestämma den optimala DNA koncentrationen gjordes 

spädningserier av både klyvt och oklyvt DNA som hade extraherats från två 

faecesprover. Proverna späddes 1:10, 1:100, 1:1 000 och 1:10 000 i sterilt H2O. Från 

patientproverna användes oklyvt DNA som späddes till 1pg/µl innan ddPCR analys. 

Prover som blev helt negativa för båda varianter av gyrA späddes till 10pg/µl och 

kördes om. Samtliga patientprover analyserades i triplikat. 

 

Dataanalys 

Dataprogrammet QuantaSoftTM version 1.6.6 (Bio-Rad) användes för att analysera 

resultatet. Tröskelvärdet sattes manuellt för varje analysomgång utifrån resultatet för 
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PCR- kontrollerna. För att kunna bestämma koncentrationen av DNA använder 

programmet poisson algoritm och räknar antal kopior/µl. Programvaran beräknade 

koncentrationen enligt formeln  λ=-ln(1-p) där λ stod för den beräknade koncentrationen 

och p för andelen positiva droppar. Programmet beräknade även en ratio mellan 

koncentrationen S83L och koncentrationen vildtyp för varje prov. 

 

För att beräkna koncentrationen av respektive allel i ursprungsproverna slogs de tre 

brunnarna ihop för varje prov i programvaran och det resulterande värdet för 

koncentrationen (kopior/µl) multiplicerades med reaktionsvolymen i PCR-reaktionen 

(20 µl) och dividerades sedan med 5 för att få koncentrationen (kopior/µl) i den DNA 

spädning som användes in i PCR. Därefter multiplicerades värdet med den 

spädningsfaktor som hade använts vid spädningen av respektive prov. Detta värde 

multiplicerades med den elueringsvolym som använts vid DNA extraktionen (50µl för 

patientprover och 85µl för stammar) för att få den totala mängden kopior av respektive 

allel i DNA provet. Antalet kopior i DNA-provet dividerades med volymen 

ursprungsprov som togs in i DNA extraktionen (250 µl för patientprover och 700µl för 

stammar) och slutligen multiplicerades detta värde med 1000 för att få antalet kopior/ml 

ursprungsprov.  

 

Resultaten från ddPCR för studieproverna jämfördes mot resultaten av tidigare utförd 

resistensbestämning. 

 

Microsoft Excel användes för att sammanställa data och utföra samtliga beräkningar.  

 

Etiska överväganden  

Det finns en godkänd etisk ansökan för UmuDURONORR1studien (Diarienr: 

2014/255-31, 2014-09-09). Detta projekt innehåller inga ytterligare ingrepp eller skada 

mot patientens integritet eller någon ytterligare provtagning än den som redan godkänts. 

Samtliga patientprover som användes i projektet var helt anonymiserade och ingen 

koppling till kliniska data fanns. 
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RESULTAT 
Optimering av E. coli gyrA digital droplet PCR assay 

Vid optimering av ddPCR assayen testades olika annealingtemperaturer samt olika 

primer- och probe-koncentrationer. Den optimala annealingtemperaturen bestämdes 

utifrån två temperaturgradienter. Den första (54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C, 64°C) 

presenteras i Figur 2. Den optimala annealingtemperaturen bedömdes här vara 60°C 

vilket motsvarar brunn C07 och G07. Vid denna temperatur sågs en bra 

amplitudskillnad mellan positiva och negativa droppar och få så kallade regndroppar.  

En tydlig separation sågs mellan droppar som var positiva för S83L-allelen och droppar 

som var positiva för vildtyps-allelen i prover som innehöll både vildtyps gyrA och 

muterad gyrA (Figur 3). Även vid den andra snävare temperaturgradienten (59°C, 60°C, 

61°C, 62°C) sågs bäst resultat vid 60°C.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 2. Amplituddiagram som visar en temperaturgradient där brunn 1-11 motsvarar 
temperaturerna 54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C och 64°C. Brunn C01-C11 innehåller endast 
vildtyps DNA och brunn G01-G11 består av både vildtyp och mutant (50/50). Dropparna visas i 
FAM kanal 1 respektive VIC-kanal 2. X-axeln visar dropparnas ordning och Y-axeln 
fluorescence amplitud. De blå/gröna dropparna med hög fluorescence representerar de positiva 
dropparna medan de grå/svarta med låg amplitud är de negativa dropparna. 
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Den optimala primer- och probekoncentrationen bestämdes till 1,2 µM respektive 

0,4µM. Dessa koncentrationer gav lägst antal falskt positiva droppar och en god 

separation av positiva och negativa droppar. 

 
 

 

 

 

 

 

 
Figur 3. Ett 2D amplituddiagram vid annealingtemperatur 60°C för ett prov som är positivt för 
både vildtyps gyrA och S83L gyrA (50/50).  
 
 
 

Spädningserie av bakterieisolat  

Vid spädningen av bakteriestammarna EC108 och EC40, kunde detektionsnivån 

bestämmas. Stammarna späddes i tio-steg ner till en teoretisk koncentration som 

motsvarar 1 CFU/ml. De fyra prover med lägst koncentration odlades och det faktiska 

antalet bakterier i dessa stämde relativt väl med det teoretiska värdet (Tabell 3). Den 

minsta detektionsnivån för S83L gyrA (EC40) var 160 kopior/ml och för vildtyps gyrA 

(EC108) var det 78 kopior/ml. För prover med 100 CFU/ml eller lägre kunde inte 

vildtypsvarianten av gyrA och mutanten S83L detekteras.  För proverna med den högsta 

koncentrationen bakterier blev det inga negativa droppar i ddPCR och den exakta 

koncentrationen kunde därför inte beräknas. 
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Tabell 3. Spädningsserie av de två bakteriestammarna EC108, med vildtypsvarianten av gyrA, 
och EC40, med mutationen S83L. 

  

EC108 (Vildtyp)  EC40 (Mutant) 

Teoretisk 

CFU/ml  

Faktisk 

CFU/ml 

   gyrA  

  vildtyp 

(kopior/ml) 

gyrA 

mutant 

(kopior/ml)  

Faktisk 

CFU/ml 

gyrA 

vildtyp 

(kopior/ml) 

 gyrA 

mutant 

(kopior/ml) 

100000000   >485714286 0   0 >485714286 

10000000   4760000 0   0 3176571  

1000 000   160286 0   0 175829 

100 000   19089 0   0 12823 

10 000   2671 0   0 1603 

1000  1480 78 0  700 0 160 

100  140 0 0  100 0 0 

10  20 0 0  10 0 0 

1  0 0 0  0 0 0 

 

 

Spädningsserie av patientprover 

Det utfördes en spädningsserie av klyvda och oklyvda patientprover. Resultatet visade 

jämförbara värden för klyvt och oklyvt DNA. Spädningsserien visade att den optimala 

mängden DNA in i ddPCR låg runt 2-15pg. Vid större mängder DNA blev det mer 

regndroppar vilket gjorde resultatet svårare att tolka. Vid mindre mängder DNA blev 

proverna för utspädda. 

 

Analys av studieprover 

För att validera ddPCR användes totalt 18 patientprover som analyserades i triplikat. 

Proverna var tagna före och efter en singeldos antibiotikaprofylax. För 

patientproverna 4029-pre och 4029-post samt 4037-pre och 4037-post så hade 

screeningodling inte påvisat resistens mot naldixinsyra/ciprofloxacin. Vildtypsvarianten 

av gyrA detekterades med ddPCR i samtliga dessa prover och endast en liten mängd av 

S83L varianten kunde påvisas i prov 4037-post (Tabell 4).  
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I prov 4004-pre hade ingen naldixinsyraresistens påvisats med odling medan 4004-post 

hade uppvisat resistens mot naldixinsyra men inte mot ciprofloxacin. För provet 4004-

pre gick det att med ddPCR påvisa vildtyp och en liten mängd mutant. För post-provet 

påvisades endast vildtypen. Prov 4003-pre och post var båda resistenta mot naldixinsyra 

men inte för ciprofloxacin. ddPCR visade förekomst av både vildtypen och mutanten i 

båda dessa prover men med en större andel mutant i 4003-post. 

 

I proverna från studiepatient 5000 och 5012 så hade E. coli resistenta mot både 

naldixinsyra och ciprofloxacin påvisats i både pre- och postprov. I provet 5000-pre 

påvisades vildtypen och i 5000-post detekterades en liten mängd vildtyp samt mutant. I 

5012-pre påvisades både vildtyp och S83L medan i 5012-post påvisades endast S83L 

(Tabell 4). 
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Tabell 4. Koncentration av vildtypsvarianten och mutationen S83L av gyrA-genen i 
patientprover tagna både före (-pre) och efter (-post) en singeldos antibiotika profylax.  
 
 Koncentration gyrA 

kopior/µl i PCR 

 

 Koncentration gyrA 

Kopior/µl ursprungs prov 

Prov ID          

                        

Vildtyp        Mutant Ratio 

Mutant/Vildtyp 

 

  Vildtyp   Mutant  

4029-pre                               9,7           0   - 243664    0 

4029-post 12,7         0   - 283464    0 

4037-pre 18,9         0   - 120809    0 

4037-post 11,4        0,03   0,0025 189696    499 

4004-pre 23,8        0,06   0,0025 327488    826 

4004-post 27           0  - 738720    0 

4003-pre 0,12 0,5 4 559 559 

4003-post 2,7 98,3 37 1042 118048 

5000-pre 5,2          0 - 58240 0 

5000-post 0,03 15,5 500 269 138880 

5012-pre 0,09 5,6 60 511 31808 

5012-post 0 9,7 - 0 39266 

 

 

För prov 00002-pre och 4000-pre växte det inte fram några E. coli i screeningen, och 

varken vildtyp eller mutant påvisades av ddPCR i dessa prover. I prov 00002-post och 

4000-post hade resistens mot naldixinsyra och ciprofloxacin påvisats med odling. Det 

påvisades både vildtyps gyrA och S83L i dessa prover (Ratio 110, respektive 73), 

(Tabell 5). Prov 4040-pre och post var resistenta mot naldixinsyra och ciprofloxacin i 

odling. I pre-provet påvisades både vildtyp och S83L men i efter-provet påvisades ingen 

av dessa. 
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Tabell 5: Koncentration av vildtypsvarianten och mutationen S83L av gyrA hos patientprover 
som är tagna före och efter antibiotikaprofylax. Dessa patienter exkluderas från vidare analys på 
grund av att gyrA inte kunde påvisas i det ena av proverna. 
 
 Koncentration gyrA 

kopior/µl i PCR 

 

 Koncentration gyrA, 

kopior/µl ursprungs prov 

Prov ID             Vildtyp        Mutant    Ratio    

Mutant/Vildtyp 

 

    Vildtyp    Mutant 

00002-pre                               0          0   -       0     0 

00002-post 0,29 32,4   110     494    88992 

4000-pre 0 0   -       0     0 

4000-post 0,34 24,7 73     720    336000 

4040-pre 20,1 0,03 0,0016    19264     0 

4040-post 0        0 0       0     0 
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DISKUSSION  
Patienter som genomgår prostatabiopsi får i samband med detta ingrepp en singeldos 

antibiotikaprofylax. Detta är för att minska risken för infektioner såsom sepsis och 

urinvägsinfektion. I Sverige ges vanligtvis ciprofloxacin, som tillhör antibiotikaklassen 

kinoloner, som profylax. Andelen resistenta bakterier mot kinoloner har ökat. Den 

vanligaste orsaken till kinolonresistens är kromosomala mutationer i de gener som 

kodar för kinolonernas målmolekyler DNA-gyras (gyrA och gyrB). Målet med denna 

studie var att optimera en ddPCR för att kvantifiera mutationen S83L i gyrA genen hos 

E. coli, som är en av de mutationer som är involverade vid kinolonresistens, samt att 

använda denna metod för att analysera rektalprover från patienter som har genomgått 

prostatabiopsi.  

 

Vid optimeringen av annealingtemperaturen testades olika temperaturer för att uppnå en 

hög specificitet. Vid första temperaturgradienten ansågs att 60°C var optimalt. Då den 

hade minst regndroppar, en hög amplitud på ca12000 och en bra separation av de 

positiva och negativa dropparna. Den uppvisade inga falskt positiva droppar. Vid högre 

temperaturer var det lägre amplitud och väldigt många regndroppar. Vid de 

lägre temperaturerna sågs även falskt positiva droppar. Detta beror på att proben binder 

ospecifikt till mål-sekvensen på grund av korsreaktivitet. Den optimala primer- och 

probe-koncentrationen bedömdes utifrån en primer- och probe-titrering och uppvisade 

bäst resultat vid 1,2 µM respektive 0,4uM. Detta eftersom det framgick en tydlig och 

bra separation av de positiva och negativa dropparna samt en hög amplitud och väldigt 

få regndroppar (18). 

 

Spädningsserien av klyvda samt oklyvda patientprover visade att det går lika bra att 

använda oklyvt DNA som klyvt DNA, vilket sannolikt beror på att en så liten mängd 

DNA används i metoden. Företaget rekommenderade att DNA klyvs om det är >75ng 

och med denna metod används endast runt 2-15pg DNA.  
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Med hjälp av spädningsserien av bakterieisolaten EC40 och EC108 kunde metodens  

detektionsintervall bestämmas. Resultatet visade att metoden kan detektera gyrA, både 

vildtyp och mutant, i prover som innehåller mellan ungefär 1000 och 107 CFU/ml. Den 

beräknade koncentrationen av gyrA i proverna blev däremot en tiopotens lägre än 

bakteriehalten. Det beror på förmodligen på extraktionsmetoden att det blev en mindre 

mängd DNA än det förväntade.  Det är viktigt att få ut så mycket DNA som möjligt 

eftersom koncentrationen av gyrA i ursprungsproverna annars kommer att underskattas. 

Eftersom metoden är tänkt att användas för att jämföra ration mellan S83L allelen och 

vildtypsallelen i prover tagna före prostatabiopsi och prover tagna efter, så är detta 

egentligen inte ett problem.   

Inga falskt positiva resultat påvisades när DNA från bakteriestammar analyserades 

vilket tyder på att metoden har en hög specificitet. Det behövs göras fler försök där 

spädningsserier på faecesprover i eswab-rör analyseras eftersom det är detta 

provmaterial som metoden ska användas till. 

Patientproverna som användes i denna studie utgjordes av rektalprover i eswabrör från 

patienter som genomgått en transrektal prostatabiopsi och som fått en dos ciprofloxacin 

eller trimetoprim i samband med ingreppet. Proverna hade odlats på selektiv platta för 

att screena för antibiotikaresistens och valdes utifrån resistens mot ciprofloxacin och 

nalidixinsyra för att validera ddPCR. Prover som uppvisat resistens mot något av dessa 

antibiotika innehåller med stor sannolikhet E. coli med S83L allelen av gyrA i 

varierande mängd medan prover som är känsliga för dessa antibiotika förmodligen 

innehåller mycket få eller inget alls av S83L varianten. Denna studie är dubbelblindad 

och det är ännu inte känt vilket antibiotika patienterna fått men patienter som har fått 

ciprofloxacin förväntas ha en högre ratio i sitt efter-prov än i sitt före-prov medan en 

oförändrad ratio förväntas hos patienter som fått trimetoprim. 

 

Genom att optimera en digital droplet PCR kunde vi detektera och kvantifiera vildtyps 

varianten av gyrA genen, och mutationen som leder till aminosyraförändringen S83L, i 

rektalprover från nio patienter som genomgått en transrektal prostatabiopsi. För de 

patienter som var känsliga för ciprofloxacin och nalidixinsyra både före och efter 

antibiotikaprofylax (4029 och 4037) stämde resultatet av ddPCR analysen överens med 
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odlingsresultatet. Endast vildtyps gyrA detekterades i alla prover förutom i ett efter-prov 

där en liten mängd DNA kopior av S83L varianten detekterades. Mutationen S83L är 

vanlig hos E. coli som är resistenta mot nalidixinsyra men enbart denna mutation är 

däremot inte tillräckligt för att orsaka resistens även mot ciprofloxacin. Att inga 

nalidixinresistenta E. coli upptäcktes på screeningplattan för detta prov skulle kunna 

bero på att andelen E. coli med S83L varianten av gyrA var väldigt liten jämfört med 

andelen med E. coli med vildtyps gyrA i provet (12). 

 

Även för en patient (4003) som var nalidixinresistent men känslig för ciprofloxacin 

både före och efter antibiotikaprofylax stämde resultatet av ddPCR analysen överens 

med odlings resultatet. Det gick att detektera både vildtyps gyrA och mutationen i båda 

proverna. I efter provet sågs en kraftigt ökad ratio mellan S83L och vildtyp, vilket 

innebär att det fanns mer av E. coli med S83L varianten i efter-provet.  Detta skulle 

kunna tyda på att patienten kan ha fått ciprofloxacin som profylax och att en selektion 

av E. coli med S83L mutationen har skett i tarmfloran som en följd av detta. 

 

En patient (4004) visade resistens mot nalidixsinsyra i post-provet men var känslig i 

pre-provet. Resultatet från ddPCR analysen visade att provet före biopsin hade en 

väldigt liten mängd av mutanten S83L och provet efter biopsin hade ingen mutant. Detta 

resultat är det motsatta än förväntat och det skulle kunna vara så att en provförväxling 

har skett vid något tillfälle under analysen.  

 

Hos två av de patienter som var resistenta mot ciprofloxacin och nalidixinsyra både före 

och efter antibiotikaprofylax (5000 och 5012) gick det att detektera mutationen S83L i 

alla prover förutom ett före-prov.  En hög andel S83L kunde påvisas i efter-proverna 

och hos en patient verkade denna variant ha tagit över helt då ingen vildtyp kunde 

påvisas i efter-provet. Detta resultat kan förväntas om patienten har fått ciprofloxacin 

som profylax. 

 

Från tre patienter (00002, 4000 och 4040) blev det ett helt negativt resultat för det ena 

provet i ddPCR analysen. Ingen variant av gyrA kunde detekteras i provet. För två av 

dessa prover sågs inte heller någon växt av E. coli på screeningplattan vilket styrker 



23 
 

PCR resultatet. Detta beror förmodligen på att provtagningen inte har utförts korrekt 

och att provet därför inte innehåller tillräcklig mängd bakterier. Det kan även vara en 

felaktig provhantering, t.ex. att provet inte förvarades i kyl och att provet inte togs inom 

2-3 dagar innan transporten till laboratorium. En förlängd transporttid av provmaterialet 

är att bakterien klarar inte att leva och växa länge i en annan miljö. Detta medför att 

antalet bakteriekolonier skiljer sig (19). En fördel med ddPCR metoden är att den inte 

enbart detekterar och kvantifierar mutationen som man är intresserad av. Den detekterar 

även vildtypsvarianten av gyrA, vilket fungerar som en internkontroll som upptäcker om 

provet är feltaget och saknar provmaterial. 

 

Metoden ddPCR möjliggör en absolut kvantifiering av målsekvenserna i ett prov. Den 

använder inga standardkurvor eller kalibrerings kurvor för att tolka resultatet. Denna 

metod är snabb både med att genera droppar och vid avläsningen av fluorescens och är 

enkel att använda. En nackdel med ddPCR är att den kan inte detektera för höga nivåer 

av DNA och det krävs att provet körs i olika spädningar för att hitta den optimala 

koncentrationen. Detta kräver en extra analystid och flera körningar då det i varje 

cartridge endast går att köra åtta prover i taget, där en negativ kontroll samt en NTC ska 

vara med. Det går åt mycket material vilket gör denna metod dyr att använda inom 

rutindiagnostik. Till skillnad från annan PCR så  kräver ddPCR ytterligare steg, där 

dropparna måste genereras, och ju fler prover som ska analyseras desto längre tid kräver 

denna metod (20). 

 

Sammanfattningsvis, syftet med studien kunde uppfyllas då det gick att detektera och 

kvantifiera mutationen S83L i gyrA genen i faecesprover med ddPCR. Utifrån resultatet 

av spädningsserien som utfördes på bakteriestammar verkar metoden ha en hög 

specificitet, inga falskt positiva resultat sågs. Analysen av patientproverna visade att 

både vildtyps gyrA och S83L gyrA kunde detekteras och kvantifieras i rektalprover från 

patienter och att resultaten stämde överens med resistensbestämningen. 

 
 
 
 
 
 



24 
 

REFERENSER 
 

1. Omabe M, Ezeani M. Infection, inflammation and prostate carcinogenesis. 

Infect Genet Evol. 2011 Aug;11(6):1195-8. 

2. Borghesi M, Ahmed H, Nam R, Schaeffer E, Schiavina R, Taneja. S. 

Complications After Systematic, Random, and Image-guided Prostate Biopsy. 

Eur Urol. 2017 Mar;71(3):353-365. 

3. Roberts MJ, Bennett HY, Harris PN, Holmes M, Grummet J, Naber K et al. 

Prostate Biopsy-related Infection: A Systematic Review of Risk Factors, 

Prevention Strategies, and Management Approaches. Urology. 2017 Jun; 

104:11-21 

4. Allocati N, Masulli M, Alexeyev MF, Di Ilio C. Escherichia coli in Europe: an 

overview. Int J Environ Res Public Health. 2013 Nov 25;10(12):6235-54 

5. Lim JY, Yoon J, Hovde CJ. A brief overview of Escherichia coli O157:H7 and 

its plasmid O157. J Microbiol Biotechnol. 2010 Jan;20(1):5-14. 

6. Clements A, Young JC, Constantinou N, Frankel G. Infection strategies of 

enteric pathogenic Escherichia coli. Gut Microbes. 2012 Mar-Apr;3(2):71-87. 

7. Correia S, Poeta P, Hébraud M, Capelo JL, Igrejas G. Mechanisms of quinolone 

action and resistance: where do we stand? J Med Microbiol. 2017 

May;66(5):551-559. 

8. Fàbrega A, Madurga S, Giralt E, Vila J. Mechanism of action of and resistance 

to quinolones. Microb Biotechnol. 2009 Jan;2(1):40-61 

9. Aldred KJ, Kerns RJ, Osheroff N. Mechanism of quinolone action and 

resistance. Biochemistry. 2014 Mar 18;53(10):1565-74.  

10. Huseby DL, Pietsch F, Brandis G, Garoff L, Tegehall A, Hughes D. Mutation 

Supply and Relative Fitness Shape the Genotypes of Ciprofloxacin-Resistant 

Escherichia coli. Mol Biol Evol. 2017 May 1;34(5):1029-1039. 

11. Jacoby GA. Mechanisms of resistance to quinolones. Clin Infect Dis. 2005 Jul 

15;41 Suppl 2:S120-6. 

12. Sáenz Y, Zarazaga M, Briñas L, Ruiz-Larrea F, Torres C. Mutations in gyrA and 

parC genes in nalidixic acid-resistant Escherichia coli strains from food 

products, humans and animals. J Antimicrob Chemother. 2003 Apr;51(4):1001-

5.  



25 
 

13. Buckingham, Lela. Molecular Diagnostics: Fundamentals, Methods, and 

Clinical Applications. 3rd ed. F.A. Davis Company; 2019.  

14. Probe [internet]. Bethesda: National Center of Biotechnology Information, 

NCBI; -. Polymerase Chain Reaction (PCR) [citerad 2021 april 21]. Tillgänglig 

från: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/ 

15. Valones MA, Guimarães RL, Brandão LA, de Souza PR, de Albuquerque 

Tavares Carvalho A, Crovela S. Principles and applications of polymerase chain 

reaction in medical diagnostic fields: a review. Braz J Microbiol. 2009 

Jan;40(1):1-11 

16. Kutyavin IV, Afonina IA, Mills A, Gorn VV, Lukhtanov EA, Belousov ES, 

Singer MJ, J. 3'-minor groove binder-DNA probes increase sequence specificity 

at PCR extension temperatures. Nucleic Acids Res. 2000 Jan 15;28(2):655-61.  

17. Mazaika E, Homsy J. Digital Droplet PCR: CNV Analysis and Other 

Applications. Curr Protoc Hum Genet. 2014 Jul 14;82:7.24.1-13. 

18. Droplet digitalTM PCR Applications guide [Internet]. US: Bio-Rad Laboratories 

[citerad 2021 april 20]. Tillgänglig från: 

http://www.biorad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6407.pdf 

19. Stuart Rd. Transport medium for specimens in public health bacteriology. Public 

Health Rep. 1959 May;74(5):431-8. 

20. Baker M. Digital PCR hits its stride. Nature methods. 2012; 9(6):541-544. 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/techpcr/
http://www.biorad.com/webroot/web/pdf/lsr/literature/Bulletin_6407.pdf

	INTRODUKTION
	Transrektal prostatabiopsi
	Escherichia coli
	Antibiotikaprofylax
	Antibiotikaresistens
	Polymerase chain reaction
	Taq-man probe
	Digital droplet PCR
	Resultatanalys av digital droplet PCR
	DURONORR1 studien
	SYFTE

	MATERIAL & METOD
	Bakterieisolat
	Patientprover
	DNA-extraktion
	Optimering av ddPCR
	Klyvning av DNA
	Digital droplet PCR
	Dataanalys

	RESULTAT
	Optimering av E. coli gyrA digital droplet PCR assay
	Spädningserie av bakterieisolat
	Spädningsserie av patientprover
	Analys av studieprover

	DISKUSSION
	REFERENSER

