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Sammanfattning
Neisseria meningitidis &r en bakterie som kan leda till invasiv sjukdom eller endast orsaka

bararskap i nasopharynx. Bakterien delas in i olika serogrupper och klonala komplex. Vissa
av dessa grupper och klonala komplex férekommer endast hos invasiva isolat och andra bland
bérare, vilket tyder pa att det finns genetiska skillnader mellan invasiva och béararisolat. |
denna studie undersoktes genen pilE som kodar for PilE proteinet och ingar i bakteriens pili.
Proteinet finns i tva klasser, klass 1 och klass 2. Metoden som anvéndes for att studera
eventuella skillnader i forekomst och uttryck av pilE genen var digital droplet PCR (ddPCR).
Bade DNA och RNA kvantifierades med ddPCR for att undersoka antalet kopior av pilE
genen (DNA) samt dess uttryck (RNA) mellan invasiva isolat och bararisolat, mellan klass 1
pilE isolat och Kklass 2 samt fordelning av klasserna i isolattyperna. Principen fér ddPCR ar att
dela ett prov till tiotusentals nanodroppar dar individuella droppar genomgar PCR for en
senare avlasning av flourescens fran prober. Resultatet visade skillnad mellan bararisolat och
invasiva isolat dér de invasiva isolaten visade mindre uttryck av pilE &n bararisolat. Klass 2
isolat hade signifikant farre genuttryck an klass 1 isolat och invasiva isolat visade klass 2 i

hdgre utstrackning an bérarisolat.

Nyckelord: Neisseria meningitidis, invasiv sjukdom, bararskap, pilE, digital droplet PCR.



Abstract
Neisseria meningitidis is a bacterium that can cause invasive disease or carriage in the

nasopharynx. The bacteria are divided into different serogroups and clonal complexes.
Specific serogroups and clonal complexes are more frequent or are only found among
invasive isolates or in carriage isolates. This study has investigated pilE, a gene that encodes
the PIlE protein located in the bacteria’s pilin and the protein is found in either class 1 or class
2. digital droplet PCR was used to investigate differences in presence and expression of the
gene pilE. Both DNA and RNA was quantified to study the difference in copy number of the
pilE gene (DNA) and its expression (RNA) between invasive isolates and carriage isolates but
also between class 1 isolates and class 2 isolates. The distribution of classes between the
isolate types was also investigated. The ddPCR method divides a sample into thousands of
nanodroplets and a PCR reaction occurs in each droplet followed by droplet reading where
fluoroscens from probes is measured. The difference that could be seen was that the invasive
isolates expressed pilE in lower copies. Class 2 isolates had a significantly lower gene

expression than class 1 isolates and invasive isolates expressed class 2 in a higher frequency.

Key words: Neisseria meningitidis, invasive disease, carriage, pilE, digital droplet PCR.
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Introduktion
Neisseria meningitidis
Nessieria meningitidis (N. meningitidis) ar en patogen gramnegativ aerob diplokock som kan

béras i manniskans nasopharynx utan att orsaka sjukdom (1). N. meningitidis kan dock i vissa
fall orsaka invasiva sjukdom om den tar sig in i blodbanan, och orsaka bakteriell meningit
(hjarnhinneinflammation) eller sepsis (blodférgiftning). Invasiva N. meningitidis har nastan
alltid en kapsel runt sin yta medan bérarisolaten finns i kapslad, icke kapslad (cnl) och icke
grupperbara (NG) typer. Beroende pa sammansattningen i polysackarid kapseln ar N.
meningitidis indelade i olika serogrupper; vanligaste ar A, B, C, W, X och Y (2), dér de
vanligaste serogrupper i Sverige som orsakar invasiv sjukdom &r W och Y (3).
Kapselpolysackariderna pa ytan fungerar som antigen och pa grund av skillnader i
polysackariderna mellan serogrupper finns det aven antigenskillnader bland dem.
Immunfdrsvaret behdver bilda nya antikroppar som kan kanna igen och aktivera
immunforsvaret beroende pa vilken serogrupp det ar som infekterar kroppen. Detta har i sin
tur lett till att vaccination mot N. meningitidis & mojligt men beror pa serogrupp (4).

N. meningitidis kan aven delas in i olika grupper baserat pa genomiska likheter mellan isolat,
exempel pa detta ar sekvens typer (ST) och klonala komplex (cc). Med multilocus sequence
typing kan ST bestammas och da undersoks sju housekeeping gener, gener som &r viktiga for
bakteriens 6verlevnad och som finns i nastan hela bakteriepopulationen. ST anges sedan i
olika nummer. Utifran ST kan ytterligare indelning goras som ger ett cc. Detta &r grupper av
isolat med olika ST som har minst fem av sju likadana alleler som en annan sekvenstyp.
Manga N. meningitidis invasiva isolat tillnor specifika cc sasom cc11, cc269, cc32, cc41 och
ccd4 (5).

pilE uttryck
N. meningitidis ar en bakterie som har typ IV pili, som bestar av PilE proteinet som i sin tur

kodas av pilE genen (6). Denna typ av pili adhererar till epitelceller, endotelceller och &ven
erytrocyter och &r en virulensfaktor for bakterien. PilE &r den variabla delen i proteinet och
kan variera mellan olika N. meningitidis (7). Typ IV pili kan forandras genom DNA
rekombination och da férandras pilE uttrycket som ger olika varianter av PilE proteinet. Detta
leder till att olika antigenvarianter kan ses eftersom PilE har férmagan att dndra sin ytstruktur.

Dock finns en specifik peptidsekvens i PIlE som &r konstant och &ndras inte. PIlE finns i klass



1 och klass 2, dér PilE klass 1 har denna oférédndrade peptidsekvens medan klass 2 inte har

den peptidsekvensen (8).

| tidigare studier har olika isolat av N. meningitidis studerats dar bararisolat och invasiva
isolat jamforts i en genome wide association study (GWAS). | studien pavisades att tva gener
som ingar i bildning av typ IV pili, pilE och pilS, sags i fler kopior hos bararisolat an invasiva
isolat. pilS &r en silent gen som inte uttrycks, men som kan forandra pilE nér den aktiveras
(9). Studien pavisade att bararisolat innehdll fler pilE/pilS gener som kan bero pa att de har
fler reservoarer och kan ha storre potential fér antigenvariationer av typ 1V pili jamfért med
invasiva isolat. Denna skillnad kan vara kopplad till olika klasser av pilE déar klass 1
innehaller pilE och pilS intilliggande i genomet och de isolaten har fler kopior av pilS och kan
uttrycka manga allelvarianter av pilE. | isolat med PilE klass 2 ligger pilE och pilS generna i
olika stallen i genomet, har farre pilS kopior och férre allelvarianter av pilE. Skillnaden
mellan bararisolat och invasiva isolat sags for bade pilE och pilS da genkopieantalet som
hittades inte var specifikt for pilE. Detta kan leda till att de genetiska skillnaderna kan tyda pa
att hogre kopieantal ses pa grund av pilS och inte pilE. Ifall det daremot skulle finnas en
skillnad i antal kopior av pilE mellan invasiva isolat och bararisolat kan det vara av betydelse
i om bakterien orsakar en invasiv sjukdom. Klass av PilE, serogrupp, ST och cc kan ocksa
paverka sjukdomsbilden dar specifika grupper kan orsaka invasiv sjukdom och andra orsaka
bérarskap (10).

Odling i platta och buljong
For att fa tillgang till DNA och RNA fran bakterierna sa ar odling av bakterien en metod for

att i efterfoljande metod kunna tillgangliggora stor del av bakteriens genetiska material.
Odling kan ske i olika medier, bland annat i agarplatta eller buljong. Vid anvéandning av
agarplatta behdvs rétt typ av néring finnas tillganglig for att mojliggora tillvaxten av N.
meningitidis. Hematinagarplattor ar dock ospecifika men de flesta bakterier kan véxa i den
miljon eftersom hematin innehaller defibrinerat farblod, dar faktor X och faktor V frisétts fran
erytrocyterna som blir en néringskalla till bakterien (11). N. meningitidis ar en aerob bakterie
och trivs i manniskans inre temperatur. Efter en lang tillvaxt pa platta borjar bakterien brytas
ned och proteinuttrycket kan borja avvika vid dess avdodningsfas. Det ar darfor viktigt att
forbereda DNA och RNA extraktion genom att slamma bakterien i ett 16sligt medium innan

bakterien nar den fasen (12).



Mueller Hinton buljong ar ett alternativ for bakterieodling i buljong fér N. meningitidis dar
den trivs och kan véaxa. Vid odling i buljong &r det viktigt att férbereda extraktion da bakterien
uppnatt sin logaritmiska fas och inte nar den borjar brytas ned. For att sakerstalla att bakterien
i buljongen &r i réatt tillvéxtfas kan absorbansen matas i buljong. Absorbansen 6kar ju mer
bakterien véxer och buljongen blir grumlig, sedan kan en tillvéaxtkurva tas fram som kan vara
till hjalp att folja bakteriens tillvaxt for att sedan borja extraktionen i ratt fas. | en tillvaxtkurva
kan fyra faser ses for bakterier dar den forsta fasen ar lagfasen da bakterien borjar anpassas
till miljon och langsamt forokar sig. Den andra fasen &r den logaritmiska fasen och bakterien
vaxer exponentiellt tills den nar den stationara fasen som borjar nar néstan all naring
forbrukats i odlingsmediet och bakterien slutar féroka sig. Sista fasen ar avdodningsfasen da
bakterien inte har néring tillgangligt for att kunna 6verleva och borjar brytas ned (13).

Nukleinsyraextraktion
Nukleinsyraextraktion kan genomforas med olika metoder, bland annat med magnetpartiklar

eller spinnkolonner och centrifugering. Den forstnamnda principen bygger pa lysering av
provet och sedan inbindning av DNA/RNA till kiselkulor som har en magnetisk karna.
DNA/RNA som &r bundet separeras fran lysatet da magnet aktiveras och binder de
kiselbundna DNA/RNA kulorna och darefter tvéttas kulorna och resulterar i rent extraherat
DNA/RNA (14). Den andra metoden fOr extrahering ger en renare extraktion eftersom
nukleinsyran gar igenom tre filter i spinnkolonn med centrifugering. Vatskan i ett prov dras
igenom ett spinnkolonn da det centrifugeras och binder DNA eller RNA till ett kiselmembran
i spinnkolonnen dar den sedan tvéttas och centrifugeras ytterligare. Sist 6verfors
spinnkolonnen till ett elueringsror da vatten tillsatts och centrifugeras som resulterar i att renat

DNA eller RNA I6ses upp fran membranet in i roret (15).

Undersdkning av DNA kopior och RNA uttryck med digital droplet PCR
For undersokning av DNA och RNA uttryck kan en digital droplet polymerase chain reaction

(ddPCR) och en reverse transkription ddPCR (RT ddPCR) utfdras. Det ar en metod som ger
absolut kvantifiering av nukleinsyror genom att ett provmaterial proportioneras ut i 20 000
nanoliter stora droppar. Provmaterialet som tillsétts bestar av ett extraherat spatt prov med
antingen DNA eller RNA som ger ett templat. Templatet blandas med en master mix
innehallande primer, prob, supermix med nukleotider och DNA polymeras, men aven reverse
transkriptas och ditiotreitol som alla initierar genamplifiering. Sist genereras droppar av
provet med kombination av prov och olja (16). En PCR amplifiering sker sedan i de



individuella dropparna med hjalp av temperaturcykler. Dar genomgar DNA och RNA
enzymaktivering, denaturering, annealing, enzymavaktivering och sedan stannar i ett vilolage
tills dropparna lases av. For RNA finns ytterligare ett steg dar reverse transkriptas tillsatts som

forsta steg och sedan borjar enzymaktivering och amplifiering (16).

Efter att alla droppar genomgatt PCR avlases genkopiorna av en avlasare som detekterar
fluoroscens. Fluoroscens detekteras nar sekvensspecifika primrar binder den sokta genen som
i sin tur binder upp en sekvensspecifik prob (16). Det finns olika typer av prober som Tagman
prober, en Tagmanprob bestar av en reporter och en quencher. Tag DNA polymeras binder
och férlanger primern som bundit dar proben ocksa bundit fram tills den nar proben. Da sker
en hydrolys med hjalp av exonukleasaktivitet dar reportern frisatts fran probmolekylen och
avger fluoroscens (17). Fluoresceinamidit (FAM) och hexaklorofluorescein (HEX) ar
exempel pa sekvensspecifika reporter i prober dar FAM avger gron fluoroscens och HEX en
orange fluoroscens. Det gar att anvanda FAM och HEX i kombination till varandra om det ar
tva typer av gener som soks i ett prov da de avger tva olika fluoroscens. Detektion av
fluoroscens tyder pa positivt svar for att droppen innehaller den sokta genen. En negativ

droppe innehaller inga kopior och avger darmed ingen fluoroscens (18).

Som resultat ges en absolut koncentration av den eftersokta genen i provet med en ddPCR och
aven av genuttrycket med en RT ddPCR med hjélp av Poissons formel. Denna formel
anvander sig av summan positiva och negativa droppar for att rakna ut andel positiva droppar
och sedan statistiskt rakna ut fordelningen av dessa i provet (19). Absolut koncentrationen
finns i tva typer, i kopior per pL eller kopior per 20 uL brunn i PCR plattan. Sedan ska denna
koncentration raknas om for att f fram koncentrationen i det ursprungliga ospadda materialet
(16).

Syfte och fragestallning
Syftet med denna studie ar att undersdka forekomst samt genuttryck av pilE genen i odlade

isolat med ddPCR teknik samt utvardera skillnader i kopior mellan;
-invasiva isolat och bararisolat

-klass 1 isolat och klass 2 isolat

Dessutom utvérdera fordelningen av klass inom de olika isolattyperna och jamféra ddPCR
data mot tidigare utférd GWAS- data (10).



Fragestallning: Foreligger signifikant skillnad i pilE genkopior samt genuttryck mellan typer
av N. meningitidis som ger invasiv sjukdom mot de som orsakar bérarskap, mellan klass 1

pilE isolat och klass 2 samt finns skillnad mellan férdelning av klass inom isolattyperna?



Material och metod

Studiedesign
Denna experimentella observationsstudie baserades pa bakterieisolat som togs fram fran

renodlade nasopharynxprover. Bararisolat samlades in fran studenter p& Orebro universitet
under 2018-2019 som frivilligt var med i GWAS (10). Invasiva isolat bestar av material som
samlats in av diagnostiskt syfte under samma tidsperiod. De invasiva isolaten och
bérarisolaten undersdktes med GWAS déar genetiska varianter hittades mellan isolaten. En
genetisk variant som hittades &r genen pilE/pilS och da valdes 49 isolat ut, 21 invasiva och 28

barare (bilaga 1 och 2).

Odling av bakterier
Samtliga isolat odlades ut pa hematinagarplattor (10% defibrinerat farblod uppvéarmd till

80°C, néringsagar och grundsubstans) och inkuberades i 37°C med 5% koldioxid. Isolaten
odlades aven i Mueller Hinton buljong (0,2% nétblodextrakt, 0,15% starkelse och 1,75%
kasein hydrolysat) dar de inkuberades i 35°C och 5% koldioxid. Buljongen vaggades i
inkubatorn till logaritsmiskfas som faststélldes med att grumlighet i buljongen méttes med en
spektrofotometer (Eppendorf biophotometer spectrophotometer 6131, Eppendorf, Hamburg,
Tyskland) vid vaglangden 600 nm en gang per timme. Dérefter registrerades vardena i
Graphpad prism version 9.5.1 (Dotmatics, San Diego, Kalifornien, USA) déar en graf
framstalldes. Efter 16-18 timmars odling i platta och tillvéxt till logaritsmiskfas i buljong sa
extraherades DNA och RNA. Fran hematinagarplattan slammades bakterier i Mueller Hinton

buljong tills de uppnadde 0,4 (5x10% CFU/mI) i absorbans med végliangden 600 nm.

RNA extraktion
Innan RNA extraktion foérbehandlades isolat och en lysering av bakterierna utférdes. Forst

slammades 200 pL av bakterier fran plattan i buljongen som odlades i ett 1,5 ml liter rér med
400 pL RNA stabiliserande medlet RNAprotect Bacteria reagent (Qiagen, Hilden, Tyskland).
Sedan vortexades proven i 5 sekunder, inkuberades i rumstemperatur i fem minuter och
centrifugerades i tio minuter i 5000g. Supernatanten halldes av och sedan tillsattes Proteinas
K med koncentration 20 mg/ml (Qiagen) och Tris EDTA buffert med koncentrationen 30 mM
Tris-Cl, ImM EDTA (Sigma Aldrich, Darmstadt, Tyskland) med lysozym i koncentration 15
mg/ uL (Sigma Aldrich). Sedan vortexades proverna och inkuberades i rumstemperatur i tio
minuter dar de vortexades varannan minut. Efter det tillsattes RNA lyseringsbuffert (Qiagen)

med 1% B-mercaptoetanol (G Biosciences, Missouri, USA) och vortexades och sist tillsattes



99,8% etanol och blandades. Till slut éverfordes blandningen till 1ampligt rér for RNA
extraktion. RNA extraktionen utfordes i ett extraktionsinstrument QiaCube connect (Qiagen)
med reagenskit RNeasy Mini (Qiagen). En negativ kontroll fanns med i varje kérning som

behandlades som proven.

DNA extraktion
For extrahering av DNA anvandes extraktionsinstrument MagLEAD 12gc (Precision system

science, Pleasanton, Kalifornien, USA) med reagenskit MagDEA Dx Small volume (Precision

system science). En negativ kontroll fanns med i varje kérning som behandlades som proven.

Nér extraktionerna var genomforda mattes koncentrationen av DNA och RNA i provet med
spektrofotomer nanodrop 1000 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA). Sedan
spaddes alla DNA prover till en slutkoncentration pa 1,1 picogram/pL (pg/uL) och RNA
prover spaddes som dess motsvarande DNA eluat.

ddPCR och reverse transkriptas ddPCR
Det bereddes tva mixar infor ddPCR dar ena for klass 1 och den andra for klass 2 pilE dér det

tillsattes supermix ddPCR for probes no dUTP (Biorad, Hercules, Kalifornien, USA) med
nukleasfritt vatten till bada. Klass 1 mixen inneh6ll 0,9 uM klass 1 forward primer (Sigma
Aldrich) med sekvensen 5’-CCCTTATCGAGCTGATGAT-3", 0,9 uM Klass 1 reverse primer
(Sigma Aldrich) i sekvensen 5’-CGGGCTGTGTAGTCTTG-3’ sedan 0,25 uM klass 1 HEX
prob (Sigma Aldrich) dar dess sekvens var HEX 5’-ATTGCCATCGTCGGCATTT-3’-BHQ.
Den andra mixen innehéll 0,9 uM klass 2 forward primer (Sigma Aldrich) med sekvensen 5°-
CCTGATCGAGCTGATGAT-3’, 0,9 uM Klass 2 reverse primer (Sigma Aldrich) i sekvensen
5’-GCGCGGTGTAGTCTTG-3’ och 0,25 uM Kklass 2 prob (Sigma Aldrich) med sekvens
FAM-5’-CATCGCCATCGTCGGTATCT-3’-BHQ. Infér RT-ddPCR for RNA blandades
klass 1 och klass 2 mixar med supermix one step RT-ddPCR kit for probes no dUTP (Biorad),
20 U/uL reverse transkriptas (Biorad), 0,015 uM ditiotreitol (Biorad) och vatten. Sedan
tillsattes samma primer och prober till klass 1 och klass 2 l6sningarna for RNA som DNA.
Primerkoncentrationerna var samma férutom probkoncentrationen fér klass 2 som var 0,5
MM.

For bade detektion av DNA och RNA tillsattes 6 L prov, negativ kontroll fran extraktionerna
och negativ for ddPCR i sma plastror i dubbel uppséttning med 18 puL mastermix klass 1 och



klass 2. Roren vortexades och 20 pL 6verfordes till sample brunnen och 70 pL olja i
oljebrunnen i cartridge dg8 chamber (Biorad). Cartridge sattes i QX2000 droplet generatorn
(Biorad). Fran droppbrunnen i cartridge éverfordes 40 pL till en PCR platta som tacktes med

folie som forseglades med 180°C i 4s.

Ett PCR program med PCR instrumentet CFX connect real time system (Biorad) startades.
For DNA kordes programmet 95°C i tio minuter, 94°C i 30 sekunder och 56°C i en minut dar
de tva stegen alternerades i 40 cykler sedan 98°C i tio minuter och till slut 4°C tills avlasning.
For RNA kordes PCR programmet 50°C i en timme, 95°C i tio minuter, 95°C i 30 sekunder
och 57°C i en minut dar de tva stegen alternerades i 40 cykler, sedan 98°C i tio minuter och
till slut 4°C tills avl&sning.

Resultatbearbetning
For avlasning stoppades PCR plattan in i QX200 droplet reader (Biorad) som styrdes av

Quantasoft software dér varje droppe i ett prov l&stes av som positivt eller negativt beroende
pa om det inneholl pilE eller inte. Resultatet visade om provet innehdll pilE och vilken klass
det var. Detta resulterade i grafer med positiva och negativa droppar och ett troskelvéarde men
aven koncentrationen av mangden pilE DNA och RNA i provet som raknats ut med hjélp av

Quantasoft.

| programmet Excel Microsoft rdknades absolutkoncentrationen ut i ursprungsmaterialet
genom att multiplicera spadningsfaktorn med koncentrationen fran Quantasoft, dividera
produkten med 5 sedan multiplicera kvoten med 50 och till slut dividera detta med 200. For
bearbetning av data anvandes programmet Graphpad prism version 9.5.1 (Dotmatics). Ett
Mann Whitney U test anvandes dar det jamforde antalet genkopior samt genuttryck i de
invasiva isolaten med bararisolaten och jamforde dven isolaten beroende pa klass 1 och klass
2. Testet ansags lampligt da data var oparat och inte normalfordelat. Darfor anvandes aven

median och kvartilavstand for redovisning och jamforelse i testet.

Foljande nollhypotes (Ho) och mothypotes (H1) utformades:

Ho: det férekommer ingen skillnad i genkopieantal eller genuttryck av pilE mellan bérarisolat
och invasiva isolat samt klass 1 pilE isolat och klass 2 pilE isolat.

Hq: Det forekommer skillnad mellan genkopieantal och genuttryck av pilE mellan bérarisolat

och invasiva isolat samt klass 1 pilE isolat och klass 2 pilE isolat.



P-varden <0,05 visade statistisk signifikant skillnad.

Alla prov i den hér studien har tidigare helgenomsekvenserats som utfordes i GWAS studien
(10). Delar av resultat (serogrupper och cc) fran den studien anvands for jamforelse med
resultat i befintlig studie (klass och typ av isolat). Alla isolat laddades da upp i den publika
Neisseria databasen PUbMLST (www.pubMLST.org) for att ta reda pa vilka serogrupper, ST
och cc de hade.

Etiska dvervaganden
Isolaten kommer fran barare som i tidigare studier godkant anvandning av prover i

forskningssyfte och de har specifika koder som inte gar att koppla till personerna av vare sig
personal eller student. Etikprévningsmyndigheten har godként insamling av bararisolat och
samtycke ar redan taget fran de deltagande (regionala etikprévningsnamnden Uppsala,
Sverige, 2017/499). De invasiva isolaten &r tagna i diagnostiskt syfte och &r avidentifierade,
proverna var biobankade och kan darmed anvéndas i forskningssyfte.



Resultat

Resultaten ar baserade pa odling pa platta och ej buljong eftersom alla isolat inte hade effektiv

tillvaxt i buljong. Bérare och invasiva som testodlades i buljong visade aven olika tillvaxt dar

de invasiva véxte till medan bérarna inte trivdes och vaxte langsamt (figur 1).
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Figur 1. Figuren visar tva bakteriers tillvaxtkurva i buljong dar 18-122 &r invasiv och Mchar
1820 &r barare. Kurvan ar framtagen med Graphpad prism version 9.5.1, visar tillvéxtfaser
med tiden i timmar (x-axeln) och absorbansen vid OD 600 (y-axeln). Faserna ar lagfas da
tillvaxt borjar 6ka, en logaritmisk fas da tillvaxten 6kar exponentiellt och stationarfas nar
naring ar forbrukad men dven avdddningsfas da bakterierna inte far naring. Illustrator: Sara

Al-Haseny.

De negativa dropparnas amplitud var hég medan de positiva dropparnas amplitud var lag i for

alla resultat vilket tyder pa ospecifika primrar och prober (figur 2). Av 49 isolat odlade i platta
var 21 invasiva och 28 barare. Resultatet fran ddPCR visade 34 isolat i klass 1 pilE, elva isolat

i klass 2 pilE och fyra isolat visade amplifiering for bade klass 1 och klass 2 dar amplituden

for klass 2 var lagre an for klass 1 i de proven (tabell 1).
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Figur 2. Avlasning av droppar med Quantasoft fran DNA fran kanal 2 som detekterar klass 1

pilE (FAM fluoroscens). Droppar detekterade med fluoroscens fran amplifiering med klass 1
primer och prober. Varje bokstav motsvarar en PCR brunn och déarmed ett prov. Troskelvardet
visas med en rosa linje, negativa droppar ar grd/svarta och positiva droppar ar grona.
Amplituden mellan negativa droppar och positiva droppar &r liten och endast 1500. Illustrator:
Sara Al-Haseny.

Jamforelse mellan invasiva isolat och bérarisolat
Median for de invasiva isolatens kopior for genen pilE var 1 780 000 kopior/uL

[minimumvarde 376 000 kopior/uL, maximum 3 240 000 kopior/pL, nedre kvartil 1 397 750
kopior/uL och 6vre kvartil 2 463 750 kopior/pL med konfidensintervall 95,9%]. Median for
bararisolat var 1 344 000 kopior/pL [minimum 474 000 kopior/pL, maximum 2 114 000
kopior/uL, nedre kvartil 1 049 250 kopior/pL och dvre kvartil 1 836 000 kopior/uL med
konfidensintervall 97,7%]. Isolat Mchar 476 exkluderades pa grund av hog kopieantal (bilaga
2). Mann Whitney U test visade signifikant skillnad mellan de invasiva och bararisolatens

pilE kopieantal (figur 3).
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Figur 3. Graf fran Graphpad prism version 9.5.1 pd Mann Whitney U test. Grafen visar

bararisolat och invasiva isolat (x-axeln) och skillnad i pilE kopior/uL (y-axeln) som har p
vardet 0,0188 och signifikans visas med stjarna mellan isolaten. Median, minimumvarde,
maximumvarde, nedre kvartil och dvre kvartil visas dven i grafen. Ett varde exkluderades fran

bérarisolaten. Illustrator: Sara Al-Haseny.

Median for de invasiva isolatens kopior for pilE uttryck i RNA var 6 720 000 kopior/uL
[minimumvarde 1 420 000 kopior/pL, maximum 32 000 000 kopior/uL, nedre kvartil 4 870
000 kopior/pL och dvre kvartil 16 000 000 kopior/puL med konfidensintervall 98,1%]. Median
for bararisolat var 11 700 000 kopior/pL [minimum 1 420 000 kopior/pL, maximum 32 600
000 kopior/uL, nedre kvartilen 8 320 000 kopior/uL och 6vre kvartil 16 850 000 kopior/uL.
Med konfidensintervall 95,7%]. Mellan invasiva isolats och bararisolats pilE uttryck i RNA
med Mann Whitney U test angavs ingen signifikant skillnad (figur 4). Signifikans visades vid
exkludering av isolat 18-641 och 19-853 (bilaga 1).
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Figur 4. Graf fran Graphpad prism version 9.5.1 pa Mann Whitney U test. Grafen visar

bérarisolat och invasiva isolat (x-axeln) och skillnad i pilE uttryck i form av RNA kopior/pL
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(y-axeln) som har p véirdet 0,0805 och att det ar icke signifikant visas med ’ns” mellan
isolaten. Median, minimumvarde, maximumvaérde, nedre kvartil och dvre kvartil visas dven i

grafen. Ett invasiv isolats varde exkluderades. Illustrator: Sara Al-Haseny.

Jamforelse mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat
Median for isolat med klass 1 pilE var 1 444 000 kopior/uL [minimumvérdet 474 000

kopior/uL, maximum 3 240 000 kopior/pL, nedre kvartil 1 155 000 kopior/pL och 6vre
kvartil 1 938 000 kopior/uL med konfidensintervall 96,5%]. Isolat Mchar 476 exkluderades
(bilaga 2). Median for klass 2 isolat var 1 620 000 kopior/pL, [minimum 376 000 kopior/pL,
maximum 2 660 000 kopior/pL, nedre kvartilen 1 098 000 kopior/uL och 6vre kvartil 2 256
000 kopior/pL med konfidensintervall 98,8%]. Mann Whitney U test visade mellan isolat som
hade klass 1 pilE och klass 2 pilE ingen signifikant skillnad (figur 5).
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Figur 5. Graf fran Graphpad prism version 9.5.1 pa Mann Whitney U test. Grafen visar isolat
med klass 1 och klass 2 pilE gener (x-axeln) och skillnad i pilE kopior/pL (y-axeln) som har p
vardet 0,6652 och att det ar icke signifikant visas med ”ns” mellan isolaten. Median,
minimumvarde, maximumvarde, nedre kvartil och 6vre kvartil visas &ven i grafen. Ett varde

exkluderades fran klass 1 isolat. Illustrator: Sara Al-Haseny.

Median for isolat med klass 1 pilE uttryck i RNA var 14 000 000 kopior/pL [minimum 1 420
000 kopior/pL, maximum 32 600 000 kopior/uL, nedre kvartil & 10 300 000 kopior/pL och
Ovre kvartil 17 800 000 kopior/uL med konfidensintervall 96,5%]. Isolat 19-160 exkluderades
(bilaga 1). Median for klass 2 isolat var 5 740 000 kopior/uL, [minimum 1 420 000
kopior/pL, maximum 6 720 000 kopior/puL, nedre kvartilen 4 290 000 kopior/uL och 6vre
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kvartil 6 060 000 kopior/puL med konfidensintervall 98,8%]. Mellan klass 1 isolats och klass 2
isolats pilE uttryck i RNA angavs en signifikant skillnad enligt Mann Whitney U test (figur
6).
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Figur 6. Graf fran Graphpad prism version 9.5.1 pd Mann Whitney U test. Grafen visar isolat
med klass 1 och klass 2 pilE uttryck i form av RNA (x-axeln) och skillnad i kopior/pL (y-
axeln) som har p vardet <0,0001 och signifikans visas med stjarnan mellan isolaten dar ju fler
stjarnan desto hogre signifikans. Median, minimumvarde, maximumvérde, nedre kvartil och
ovre kvartil visas aven i grafen. Ett varde exkluderades fran klass 1 isolat. Illustrator: Sara Al-

Haseny.

Fordelning av klass inom de olika isolattyperna samt jamférelse av ddPCR data
mot tidigare utford GWAS- data
Bland invasiva sags hog antal klass 2 pilE och bland barare hdg antal klass 1 isolat (se tabell

1).

Tabell 1. Andel invasiva isolat samt bérarisolat av klass 1 pilE, klass 2 pilE. Andel ospecifika

isolat visade 1&g amplifiering av klass 2 pilE och hég amplifiering klass 1 pilE.

Invasiva (n=21) Bérare (n=28)
Klass 1 andel 48% (n=10) 86% (n=24)
Klass 2 andel 48% (n=10) 3,6% (n=1)
Ospecifik andel 4,8% (n=1) 11% (n=3)
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Alla elva klass 2 pilE isolat tillhorde ST-11 cc, nio av dem var serogrupp W och tva var
serogrupp C. Ett av serogrupp W isolatet var ett bararisolat och de 6vriga var invasiva isolat.
Av 34 isolat i klass 1 pilE visade tio isolat serogrupp B, sex serogrupp Y, tva serogrupp C, tva
serogrupp E dar isolaten var invasiva och barare, 12 cnl och tvd NG varav alla var béararisolat.
pilE klass 1 isolaten visade olika cc dar de vanligaste var ST-41/44 cc (n=8, 24%), ST-32 cc
(n=6, 18%) och ST-23 cc (n=6, 18%).
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Diskussion
Alla resultat i studien gick ut pa isolat odlade pa hematinagarplattor da odling i buljong

exkluderades da tillvéxten av bararisolaten och de invasiva isolaten trivdes olika bra och tog
olika lang tid i tillvaxten i buljongen. En till anledning &r att ratt typ av odlingsflaskor inte

fanns tillgangliga for studien.

Vissa isolat visade en ospecifik amplifiering dar de visade bade klass 1 och klass 2 (tabell 1).
Amplituden for detektion av positiva droppar med Quantasoft efter ddPCR och RT ddPCR
var aven lag vid jamforelse mellan amplituden for de negativa dropparna (figur 1). Detta kan
tyda pa att primrar och prober som anvénts inte var specifika for pilE. Det kan vara orsakad
av att sekvenserna mellan de olika isolaten ar sa olika att samma primer och prober inte
binder lika bra till alla prover. Vid otillracklig specificitet av primer och prober kan langden
av dessa forlangas for att vara mer specifika for det som soks. En ytterligare optimering kunde
ha utforts for att se hur amplituden paverkas av olika spadningar av prov, olika temperaturer
eller antal cykler i PCR. Amplituden for bade DNA och RNA kunde blivit hogre ifall matning
av koncentration med nanodrop utfordes i storre noggrannhet da ett fatal prov inte vortexades
innan matning av DNA koncentration efter de legat i frys vilket kan ha gett fel koncentration.
Den laga amplituden kan aven ha berott pa en hdg spadning av provet. DNA
extraktionseluaten spéaddes till 1,1 pg/uL och dess motsvarande prov av RNA spaddes med
samma spadning vilket ledde till att RNA spaddes till en lagre koncentration &n 1,1 pg/pL.
Detta kan ha latt till bortspadning av RNA som lett till att farre droppar bildats och farre som
genomgatt PCR (20).

Skillnad hittades mellan pilE genkopiorna mellan de invasiva isolaten och bérarisolaten dar p-
vardet inte var stort vilket motsvarade lag signifikans (figur 3). | GWAS pavisades det att
pilE/pilS fanns i fler kopior i bararisolaten men detta ses inte i resultatet. Att resultat inte
stamde med GWAS kan bero pé att liten isolatméingd undersoktes i denna studie. Over 300
isolat undersoktes i GWAS och ungefar 50% av de invasiva var ccl11 vilket tyder pa att dessa
borde ha klass 2 pilE (21). Detta borde gett en lagre mangd pilE/pilS i de invasiva isolaten da
pilE klass 2 har férre pilS kopior och darmed farre allelvarianter av pilE. Detta eftersom storre
delen av de invasiva isolaten uttryckte klass 2 medan storre del av bararisolaten uttryckte
klass 1 (10).
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Signifikans hittades inte i RNA uttrycket av pilE mellan invasiva och bérarisolat (figur 4). De
invasiva isolatens median av RNA uttrycket var dock 6 ganger hogre an DNA uttrycket och
for bararisolaten var medianen av RNA uttrycket 11 ganger hogre &n DNA. Detta
observerades och var inte signifikant men det kan tyda att bararisolaten utryckte genen pilE i
form av RNA i hdgre utstrackning fastén de hade lagre genkopieantal &n de invasiva som kan
bero pa hogre pilS antal och att denna gor att olika allelvarianter aktiveras och uttrycks i
bérarisolaten (10). Detta stdimde 6verens med GWAS.

Nar isolaten delades in beroende pa pilE klass sa visades en annan skillnad. Mellan klass 1
och klass 2 pilE isolat fanns inte signifikant skillnad i DNA uttryck. Det fanns dock en
signifikant skillnad i RNA uttryck. Isolaten med klass 1 pilE uttryckte fler RNA kopior
jamfort med klass 2. Klass 1 isolatens median for pilE uttryck i RNA var 14 ganger hogre an
genkopieantalet. Klass 2 isolatens median for uttrycket var endast 5 ganger hogre an
kopieantalet av genen. Eftersom skillnaden mellan RNA uttrycket av pilE genen var stor
mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat tyder det pa att klass 2 isolat uttrycker genen mindre
fastdn de har lika mycket genkopior av genen som klass 1. Detta kan bero pa att klass 2 har
farre pilS kopior och déarmed farre allelvarianter av pilE och leder till lagre uttryck i RNA
(10). P-vardet visade en stor signifikans, detta kan bero pa att isolatmangden i de olika
grupperna skiljde sig at. Det kan ha paverkat att signifikansen blev hogre &n vad den

egentligen var och resultatet skulle bli mer trovérdigt om fler isolat med klass 2 undersoktes.

Klass 2 pilE &r vanligare bland de invasiva isolaten (tabell 1). Det kan bero pa att klass 2 &r
vanligare i specifika serogrupper som &r patogena och ger invasiv sjukdom medan bérarna &r i
en annan serogrupp som i sin tur uttrycker pilE i klass 1 i storre utstrackning. I en studie
hittades att pilE klass 2 har setts i specifika cc av bakterien dér ccl, cc5, cc8, ccll och ccl74
ar nagra av dem (21). Eftersom pilE klass 2 sags hos de invasiva och de isolaten var cc11 sa
beror detta resultat pa att denna cc ar ovanlig bland béarare och att klass 2 sags mest bland
invasiva &r forvéntat. Resultatet skulle dock vara mer forlitligt vid undersokning av fler klass

2 isolat.

Det forekom isolat med mycket hégt genuttryck jamfort med andra isolat i samma grupp.
Dessa isolat var Mcbar 476 med hogt DNA uttryck vilket &ven visade hogre pilE kopior i
GWAS (10), 19-160, 18-641 och 19-853 med hogt RNA uttryck dar 18-641 visade hog pilE
kopieantal i GWAS men inte de andra (10) (se bilaga 1 och 2). Isolat Mcbar 476 exkluderades
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fran grafpresentationen av DNA eftersom det skulle ge en missvisande bild av data och isolat
19-160 exkluderades fran grafdata for RNA uttryck for samma anledning. Isolat 18-641 och
19-853 inkluderades i alla resultat men vid exkludering av vérdena for dessa i RNA
uttryckskopior mellan invasiva och barare sa andrades den signifikanta skillnaden och
resultatet visade att det Iag en signifikant skillnad mellan grupperna vid exkludering av dessa
tva varden. Detta kan bero pa att de flesta vardena i de invasiva isolaten lag RNA kopieantalet
lagre och eftersom det ar tva hdga varden och inte endast en sa vagde de upp resterande laga
RNA uttryck. Att det var tva varden som stack ut fran gruppen av isolat kan bero pa
felberdkning och att spadningen inte blev korrekt och déarmed ledde till fel utrdkning av den
absoluta koncentrationen. Dessa hoga vérden kunde leda till paverkan av signifikansen och
detta skulle kunna undvikas ifall fler isolat inkluderades i studien.

Metoden som anvandes i studien har uppnatt syftet dar detektion av pilE var mojlig i alla
isolat som genen forekom i. Detta tyder pa att ratt typ av primrar och prober fanns
tillgangliga for att detektera den eftersokta genen men aven rétt temperaturer och antal
cykler for PCR. ddPCR valdes som metod infor arbetet for att fa en absolut koncentration i
ursprungsmaterialet for att sedan kunna jamféra dessa med varandra. En traditionell
realtids PCR &r en alternativ metod for detektion av gener men denna behéver
standardkurvor och ger ingen absolutkoncentration (22).

Nackdelarna med ddPCR 4&r att den bland annat ar kostsam eftersom fler reagens och
utrustning behovs for metoden. Den tar dven langre tid &n realtids PCR da det ar fler steg
som ska genomforas innan och efter PCR. ddPCR har daligt prestanda for prover med héga
genkopior pa grund av att provet delas i mindre delar och att resultatet ar statistiskt. Ifall
provet har for hdga kopior kommer de behdva spadas som ger experimentella variationer och

darfor kan realtids PCR vara att foredra vid sa hoga kopieantal (22).

Fordelarna ar dock manga, metoden kan detektera patogena mikroorganismers DNA vid laga
genkopior i provet till skillnad fran realtids PCR som &r battre med hogre kopior vilket tyder
pa att ddPCR é&r en kansligare metod. ddPCR é&r dven mer specifik an realtids PCR da
variationskoefficienten ar lagre i ddPCR och metoden tolererar PCR inhibitorer béttre da
detektion gar att utforas med narvaro av heparin, SDS och andra inhibitorer fran DNA

extraktioner (22).
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Slutsats
Slutligen var antalet isolat som undersoktes for fa for en tillforlitlig dverensstammelse med

GWAS resultatet da alla isolat inte undersoktes i denna studie. Bérarisolaten visade lagre
DNA kopior men hogre pilE RNA uttryck an de invasiva vilket tyder pa att det stimmer med
GWAS. Skillnaden mellan RNA uttrycket av pilE mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat var
signifikant och tyder pa att klass 2 isolat uttryckte genen i farre kopior &n klass 1 isolat och
nollhypotesen forkastas. Resultat som dven stamde 6verens med GWAS var fordelning av
klass inom de olika isolattyperna. De invasiva isolaten uttryckte klass 2 mer an bérarisolaten.
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Bilagor
Bilaga 1. ID, ursprungskoncentration for DNA och RNA samt pilE klass for alla undersokta

invasiva isolat (n=21).

Isolat ID Koncentration Koncentration Klass
DNA (kopior/uL)  RNA (kopior/pL)

18-641 2 490 000 32000 000 Klass 1
19-30 1 655 000 8 880 000 Klass 1
19-192 2 583 000 11 000 000 Klass 1
19-853 3195 000 32 000 000 Klass 1
19-511 2 043 000 16 000 000 Klass 1
19-419 3240 000 18 000 000 Klass 1
18-607 2 177 000 11 000 000 Klass 1
18-352 1728000 14 000 000 Klass 1
18-114 1 024 000 19 000 000 Klass 1
19-160 1393 000 63 000 000 Klass 1
18-623 1 098 000 1416 000 Klass 2
19-1173 2385000 5 688 000 Klass 2
18-293 1519 000 6 552 000 Klass 2
19-559 2 660 000 6 720 000 Klass 2
18-126 1412 000 6 064 000 Klass 2
18-87 603 000 4 194 000 Klass 2
18-122 376 000 4 656 000 Klass 2
18-391 2 256 000 4 872 000 Klass 2
18-62 1832000 4 288 000 Klass 2
18-151 1 620 000 5 880 000 Klass 2

19-708 2618 000 11 508 000 Klass 1, ospecifik klass 2




Bilaga 2. ID, ursprungskoncentration for DNA och RNA samt pilE klass for alla undersokta

bérarisolat (n=28).

Isolat ID Koncentration Koncentration Klass
DNA (kopior/uL)  RNA (kopior/pL)

Mcbar 1351 1883 000 22 540 000 Klass 1
Mcbar 1859 1 860 000 10 200 000 Klass 1
Mcbar 1226 1932 000 15 480 000 Klass 1
Mcbar 21 1470 000 16 800 000 Klass 1
Mcbar 621 1 764 000 11 732 000 Klass 1
Mcbar 1820 1944 000 1416 000 Klass 1
Mcbar 1301 1110 000 11 160 000 Klass 1
Mcbar 390 1328 000 16 860 000 Klass 1
Mcbar 514 1200 000 32 640 000 Klass 1
Mcbar 280 1 029 000 14 640 000 Klass 1
Mcbar 1021 1610 000 14 080 000 Klass 1
Mchbar 476 37 440 000 10 380 000 Klass 1
Mcbar 1028 915 000 19 740 000 Klass 1
Mcbar 551 1218000 7 080 000 Klass 1
Mcbar 1356 1 344 000 10 400 000 Klass 1
Mchbar 333 1425 000 17 640 000 Klass 1
Mcbar 1029 534 000 15 000 000 Klass 1
Mcbar 513 1285 000 8 720 000 Klass 1
Mcbar 61 1344 000 20 960 000 Klass 1
Mcbar 1336 474 000 7920 000 Klass 1
Mcbar 82 1434 000 12 780 000 Klass 1
Mcbar 3055 905 000 7 680 000 Klass 1
Mcbar 1155 2 114 000 11 700 000 Klass 1
Mcbar 1081 676 000 7 440 000 Klass 1
Mcbar 1399 1 955 000 5170 000 Klass 2
Mcbar 2341 1956 000 11 040 000 Klass 1, ospecifik klass 2
Mcbar 1322 1 824 000 11 616 000 Klass 1, ospecifik klass 2

Mcbar 1425 2 877 000 4 648 000 Klass 1, ospecifik klass 2




