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

bärarskap i nasopharynx. Bakterien delas in i olika serogrupper och klonala komplex. Vissa 

av dessa grupper och klonala komplex förekommer endast hos invasiva isolat och andra bland 

bärare, vilket tyder på att det finns genetiska skillnader mellan invasiva och bärarisolat. I 

denna studie undersöktes genen pilE som kodar för PilE proteinet och ingår i bakteriens pili. 

Proteinet finns i två klasser, klass 1 och klass 2. Metoden som användes för att studera 

eventuella skillnader i förekomst och uttryck av pilE genen var digital droplet PCR (ddPCR). 

Både DNA och RNA kvantifierades med ddPCR för att undersöka antalet kopior av pilE 

genen (DNA) samt dess uttryck (RNA) mellan invasiva isolat och bärarisolat, mellan klass 1 

pilE isolat och klass 2 samt fördelning av klasserna i isolattyperna. Principen för ddPCR är att 

dela ett prov till tiotusentals nanodroppar där individuella droppar genomgår PCR för en 

senare avläsning av flourescens från prober. Resultatet visade skillnad mellan bärarisolat och 

invasiva isolat där de invasiva isolaten visade mindre uttryck av pilE än bärarisolat. Klass 2 

isolat hade signifikant färre genuttryck än klass 1 isolat och invasiva isolat visade klass 2 i 

högre utsträckning än bärarisolat. 
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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.  
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Introduktion 

Neisseria meningitidis  

Nessieria meningitidis (N. meningitidis) är en patogen gramnegativ aerob diplokock som kan 

bäras i människans 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 

(hjärnhinneinflammation) eller sepsis (blodförgiftning). Invasiva N. meningitidis har nästan 

alltid en kapsel runt sin yta medan bärarisolaten finns i kapslad, icke kapslad (cnl) och icke 

grupperbara (NG) typer. Beroende på sammansättningen i polysackarid kapseln är N. 

meningitidis indelade i olika serogrupper; vanligaste är A, B, C, W, X och Y (2), där de 

vanligaste serogrupper i Sverige som orsakar invasiv sjukdom är W och Y (3). 

Kapselpolysackariderna på ytan fungerar som antigen och på grund av skillnader i 

polysackariderna mellan serogrupper finns det även antigenskillnader bland dem. 

Immunförsvaret behöver bilda nya antikroppar som kan känna igen och aktivera 

immunförsvaret beroende på vilken serogrupp det är som infekterar kroppen. Detta har i sin 

tur lett till att vaccination mot N. meningitidis är möjligt men beror på serogrupp (4).  

 

N. meningitidis kan även delas in i olika grupper baserat på genomiska likheter mellan isolat, 

exempel på detta är sekvens typer (ST) och klonala komplex (cc). Med multilocus sequence 

typing kan ST bestämmas och då undersöks sju housekeeping gener, gener som är viktiga för 

bakteriens överlevnad och som finns i nästan hela bakteriepopulationen. ST anges sedan i 

olika nummer. Utifrån ST kan ytterligare indelning göras som ger ett cc. Detta är grupper av 

isolat med olika ST som har minst fem av sju likadana alleler som en annan sekvenstyp. 

Många N. meningitidis invasiva isolat tillhör specifika cc såsom cc11, cc269, cc32, cc41 och 

cc44 (5). 

 

pilE uttryck 

N. meningitidis är en bakterie som har typ IV pili, som består av PilE proteinet som i sin tur 

kodas av pilE genen (6). Denna typ av pili adhererar till epitelceller, endotelceller och även 

erytrocyter och är en virulensfaktor för bakterien. PilE är den variabla delen i proteinet och 

kan variera mellan olika N. meningitidis (7). Typ IV pili kan förändras genom DNA 

rekombination och då förändras pilE uttrycket som ger olika varianter av PilE proteinet. Detta 

leder till att olika antigenvarianter kan ses eftersom PilE har förmågan att ändra sin ytstruktur. 

Dock finns en specifik peptidsekvens i PilE som är konstant och ändras inte. PilE finns i klass 
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1 och klass 2, där PilE klass 1 har denna oförändrade peptidsekvens medan klass 2 inte har 

den peptidsekvensen (8).  

 

I tidigare studier har olika isolat av N. meningitidis studerats där bärarisolat och invasiva 

isolat jämförts i en genome wide association study (GWAS). I studien påvisades att två gener 

som ingår i bildning av typ IV pili, pilE och pilS, sågs i fler kopior hos bärarisolat än invasiva 

isolat. pilS är en silent gen som inte uttrycks, men som kan förändra pilE när den aktiveras 

(9). Studien påvisade att bärarisolat innehöll fler pilE/pilS gener som kan bero på att de har 

fler reservoarer och kan ha större potential för antigenvariationer av typ IV pili jämfört med 

invasiva isolat. Denna skillnad kan vara kopplad till olika klasser av pilE där klass 1 

innehåller pilE och pilS intilliggande i genomet och de isolaten har fler kopior av pilS och kan 

uttrycka många allelvarianter av pilE. I isolat med PilE klass 2 ligger pilE och pilS generna i 

olika ställen i genomet, har färre pilS kopior och färre allelvarianter av pilE. Skillnaden 

mellan bärarisolat och invasiva isolat sågs för både pilE och pilS då genkopieantalet som 

hittades inte var specifikt för pilE. Detta kan leda till att de genetiska skillnaderna kan tyda på 

att högre kopieantal ses på grund av pilS och inte pilE. Ifall det däremot skulle finnas en 

skillnad i antal kopior av pilE mellan invasiva isolat och bärarisolat kan det vara av betydelse 

i om bakterien orsakar en invasiv sjukdom. Klass av PilE, serogrupp, ST och cc kan också 

påverka sjukdomsbilden där specifika grupper kan orsaka invasiv sjukdom och andra orsaka 

bärarskap (10).  

  

Odling i platta och buljong  

För att få tillgång till DNA och RNA från bakterierna så är odling av bakterien en metod för 

att i efterföljande metod kunna tillgängliggöra stor del av bakteriens genetiska material. 

Odling kan ske i olika medier, bland annat i agarplatta eller buljong. Vid användning av 

agarplatta behövs rätt typ av näring finnas tillgänglig för att möjliggöra tillväxten av N. 

meningitidis. Hematinagarplattor är dock ospecifika men de flesta bakterier kan växa i den 

miljön eftersom hematin innehåller defibrinerat fårblod, där faktor X och faktor V frisätts från 

erytrocyterna som blir en näringskälla till bakterien (11). N. meningitidis är en aerob bakterie 

och trivs i människans inre temperatur. Efter en lång tillväxt på platta börjar bakterien brytas 

ned och proteinuttrycket kan börja avvika vid dess avdödningsfas. Det är därför viktigt att 

förbereda DNA och RNA extraktion genom att slamma bakterien i ett lösligt medium innan 

bakterien når den fasen (12). 
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Mueller Hinton buljong är ett alternativ för bakterieodling i buljong för N. meningitidis där 

den trivs och kan växa. Vid odling i buljong är det viktigt att förbereda extraktion då bakterien 

uppnått sin logaritmiska fas och inte när den börjar brytas ned. För att säkerställa att bakterien 

i buljongen är i rätt tillväxtfas kan absorbansen mätas i buljong. Absorbansen ökar ju mer 

bakterien växer och buljongen blir grumlig, sedan kan en tillväxtkurva tas fram som kan vara 

till hjälp att följa bakteriens tillväxt för att sedan börja extraktionen i rätt fas. I en tillväxtkurva 

kan fyra faser ses för bakterier där den första fasen är lagfasen då bakterien börjar anpassas 

till miljön och långsamt förökar sig. Den andra fasen är den logaritmiska fasen och bakterien 

växer exponentiellt tills den når den stationära fasen som börjar när nästan all näring 

förbrukats i odlingsmediet och bakterien slutar föröka sig. Sista fasen är avdödningsfasen då 

bakterien inte har näring tillgängligt för att kunna överleva och börjar brytas ned (13). 

 

Nukleinsyraextraktion 

Nukleinsyraextraktion kan genomföras med olika metoder, bland annat med magnetpartiklar 

eller spinnkolonner och centrifugering. Den förstnämnda principen bygger på lysering av 

provet och sedan inbindning av DNA/RNA till kiselkulor som har en magnetisk kärna. 

DNA/RNA som är bundet separeras från lysatet då magnet aktiveras och binder de 

kiselbundna DNA/RNA kulorna och därefter tvättas kulorna och resulterar i rent extraherat 

DNA/RNA (14). Den andra metoden för extrahering ger en renare extraktion eftersom 

nukleinsyran går igenom tre filter i spinnkolonn med centrifugering. Vätskan i ett prov dras 

igenom ett spinnkolonn då det centrifugeras och binder DNA eller RNA till ett kiselmembran 

i spinnkolonnen där den sedan tvättas och centrifugeras ytterligare. Sist överförs 

spinnkolonnen till ett elueringsrör då vatten tillsätts och centrifugeras som resulterar i att renat 

DNA eller RNA löses upp från membranet in i röret (15). 

 

Undersökning av DNA kopior och RNA uttryck med digital droplet PCR  

För undersökning av DNA och RNA uttryck kan en digital droplet polymerase chain reaction 

(ddPCR) och en reverse transkription ddPCR (RT ddPCR) utföras. Det är en metod som ger 

absolut kvantifiering av nukleinsyror genom att ett provmaterial proportioneras ut i 20 000 

nanoliter stora droppar. Provmaterialet som tillsätts består av ett extraherat spätt prov med 

antingen DNA eller RNA som ger ett templat. Templatet blandas med en master mix 

innehållande primer, prob, supermix med nukleotider och DNA polymeras, men även 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 
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individuella dropparna med hjälp av temperaturcykler. Där genomgår DNA och RNA 

enzymaktivering, denaturering, annealing, enzymavaktivering och sedan stannar i ett viloläge 

tills dropparna läses av. För RNA finns ytterligare ett steg där reverse transkriptas tillsätts som 

första steg och sedan börjar enzymaktivering och amplifiering (16). 

 

Efter att alla droppar genomgått PCR avläses genkopiorna av en avläsare som detekterar 

fluoroscens. Fluoroscens detekteras när sekvensspecifika primrar binder den sökta genen som 

i sin tur binder upp en sekvensspecifik prob (16). Det finns olika typer av prober som Taqman 

prober, en Taqmanprob består av en reporter och en quencher. Taq DNA polymeras binder 

och förlänger primern som bundit där proben också bundit fram tills den når proben. Då sker 

en hydrolys med hjälp av exonukleasaktivitet där reportern frisätts från probmolekylen och 

avger fluoroscens (17). Fluoresceinamidit (FAM) och hexaklorofluorescein (HEX) är 

exempel på sekvensspecifika reporter i prober där FAM avger grön fluoroscens och HEX en 

orange fluoroscens. Det går att använda FAM och HEX i kombination till varandra om det är 

två typer av gener som söks i ett prov då de avger två olika fluoroscens. Detektion av 

fluoroscens tyder på positivt svar för att droppen innehåller den sökta genen. En negativ 

droppe innehåller inga kopior och avger därmed ingen fluoroscens (18).  

 

Som resultat ges en absolut koncentration av den eftersökta genen i provet med en ddPCR och 

även av genuttrycket med en RT ddPCR med hjälp av Poissons formel. Denna formel 

använder sig av summan positiva och negativa droppar för att räkna ut andel positiva droppar 

och sedan statistiskt räkna ut fördelningen av dessa i provet (19). Absolut koncentrationen 

finns i två typer, i kopior per µL eller kopior per 20 µL brunn i PCR plattan. Sedan ska denna 

koncentration räknas om för att få fram koncentrationen i det ursprungliga ospädda materialet 

(16). 

 

Syfte och frågeställning 

Syftet med denna studie är att undersöka förekomst samt genuttryck av pilE genen i odlade 

isolat med ddPCR teknik samt utvärdera skillnader i kopior mellan; 

-invasiva isolat och bärarisolat 

-klass 1 isolat och klass 2 isolat 

 

Dessutom utvärdera fördelningen av klass inom de olika isolattyperna och jämföra ddPCR 

data mot tidigare utförd GWAS- data (10). 
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Frågeställning: Föreligger signifikant skillnad i pilE genkopior samt genuttryck mellan typer 

av N. meningitidis som ger invasiv sjukdom mot de som orsakar bärarskap, mellan klass 1 

pilE isolat och klass 2 samt finns skillnad mellan fördelning av klass inom isolattyperna? 
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Material och metod  

Studiedesign 

Denna experimentella observationsstudie baserades på bakterieisolat som togs fram från 

renodlade nasopharynxprover. Bärarisolat samlades in från studenter på Örebro universitet 

under 2018-2019 som frivilligt var med i GWAS (10). Invasiva isolat består av material som 

samlats in av diagnostiskt syfte under samma tidsperiod. De invasiva isolaten och 

bärarisolaten undersöktes med GWAS där genetiska varianter hittades mellan isolaten. En 

genetisk variant som hittades är genen pilE/pilS och då valdes 49 isolat ut, 21 invasiva och 28 

bärare (bilaga 1 och 2). 

 
 

Odling av bakterier 

Samtliga isolat odlades ut på hematinagarplattor (10% defibrinerat fårblod uppvärmd till 

80°C, näringsagar och grundsubstans) och inkuberades i 37°C med 5% koldioxid. Isolaten 

odlades även i Mueller Hinton buljong (0,2% nötblodextrakt, 0,15% stärkelse och 1,75% 

kasein hydrolysat) där de inkuberades i 35°C och 5% koldioxid. Buljongen vaggades i 

inkubatorn till logaritsmiskfas som fastställdes med att grumlighet i buljongen mättes med en 

spektrofotometer (Eppendorf biophotometer spectrophotometer 6131, Eppendorf, Hamburg, 

Tyskland) vid våglängden 600 nm en gång per timme. Därefter registrerades värdena i 

Graphpad prism version 9.5.1 (Dotmatics, San Diego, Kalifornien, USA) där en graf 

framställdes. Efter 16-18 timmars odling i platta och tillväxt till logaritsmiskfas i buljong så 

extraherades DNA och RNA. Från hematinagarplattan slammades bakterier i Mueller Hinton 

buljong tills de uppnådde 0,4 (5x108 CFU/ml) i absorbans med våglängden 600 nm.  

 

RNA extraktion  

Innan RNA extraktion förbehandlades isolat och en lysering av bakterierna utfördes. Först 

slammades 200 µL av bakterier från plattan i buljongen som odlades i ett 1,5 ml liter rör med 

400 µL 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 hälldes av och sedan tillsattes Proteinas 

K med koncentration 20 mg/ml (Qiagen) och Tris EDTA buffert med koncentrationen 30 mM 

Tris-Cl, 1mM EDTA (Sigma Aldrich, Darmstadt, Tyskland) med lysozym i koncentration 15 

mg/ µL (Sigma Aldrich). Sedan vortexades proverna och inkuberades i rumstemperatur i tio 

minuter där de vortexades varannan minut. Efter det tillsattes RNA lyseringsbuffert (Qiagen) 

med 1% B-mercaptoetanol (G Biosciences, Missouri, USA) och vortexades och sist tillsattes 
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99,8% etanol och blandades. Till slut överfördes blandningen till lämpligt rör för RNA 

extraktion. RNA extraktionen utfördes i ett extraktionsinstrument QiaCube connect (Qiagen) 

med reagenskit RNeasy Mini (Qiagen). En negativ kontroll fanns med i varje körning som 

behandlades som proven.  

 

DNA extraktion  

För extrahering av DNA användes 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 körning som behandlades som proven. 

 

När extraktionerna var genomförda mättes koncentrationen av DNA och RNA i provet med 

spektrofotomer nanodrop 1000 (Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, USA). Sedan 

späddes alla DNA prover till en slutkoncentration på 1,1 picogram/µL (pg/µL) och RNA 

prover späddes som dess motsvarande DNA eluat. 

 

ddPCR och reverse transkriptas ddPCR 

Det bereddes två mixar inför ddPCR där ena för klass 1 och den andra för klass 2 pilE där det 

tillsattes supermix ddPCR for probes no dUTP (Biorad, Hercules, Kalifornien, USA) med 

nukleasfritt vatten till båda. Klass 1 mixen innehöll 0,9 µM klass 1 forward primer (Sigma 

Aldrich) med sekvensen 5’-CCCTTATCGAGCTGATGAT-3’, 0,9 µM klass 1 reverse primer 

(Sigma Aldrich) i sekvensen 5’-CGGGCTGTGTAGTCTTG-3’ sedan 0,25 µM klass 1 HEX 

prob (Sigma Aldrich) där dess sekvens var HEX 5’-ATTGCCATCGTCGGCATTT-3’-BHQ. 

Den andra mixen innehöll 0,9 µM klass 2 forward primer (Sigma Aldrich) med sekvensen 5’-

CCTGATCGAGCTGATGAT-3’, 0,9 µM klass 2 reverse primer (Sigma Aldrich) i sekvensen 

5’-GCGCGGTGTAGTCTTG-3’ och 0,25 µM klass 2 prob (Sigma Aldrich) med sekvens 

FAM-5’-CATCGCCATCGTCGGTATCT-3’-BHQ. Inför RT-ddPCR för RNA blandades 

klass 1 och klass 2 mixar med supermix one step RT-ddPCR kit for probes no dUTP (Biorad), 

20 U/µL reverse transkriptas (Biorad), 0,015 µM ditiotreitol (Biorad) och vatten. Sedan 

tillsattes samma primer och prober till klass 1 och klass 2 lösningarna för RNA som DNA. 

Primerkoncentrationerna var samma förutom probkoncentrationen för klass 2 som var 0,5 

µM.  

 

För både detektion av DNA och RNA tillsattes 6 µL prov, negativ kontroll från extraktionerna 

och negativ för ddPCR i små plaströr i dubbel uppsättning med 18 µL mastermix klass 1 och 
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klass 2. Rören vortexades och 20 µL överfördes till sample brunnen och 70 µL olja i 

oljebrunnen i cartridge dg8 chamber (Biorad). Cartridge sattes i QX2000 droplet generatorn 

(Biorad). Från droppbrunnen i cartridge överfördes 40 µL till en PCR platta som täcktes med 

folie som förseglades med 180°C i 4s. 

 

Ett PCR program med PCR instrumentet CFX connect real time system (Biorad) startades. 

För DNA kördes programmet 95°C i tio minuter, 94°C i 30 sekunder och 56°C i en minut där 

de två stegen alternerades i 40 cykler sedan 98°C i tio minuter och till slut 4°C tills avläsning. 

För RNA kördes PCR programmet 50°C i en timme, 95°C i tio minuter, 95°C i 30 sekunder 

och 57°C i en minut där de två stegen alternerades i 40 cykler, sedan 98°C i tio minuter och 

till slut 4°C tills avläsning. 

 

Resultatbearbetning 

För avläsning stoppades PCR plattan in i QX200 droplet reader (Biorad) som styrdes av 

Quantasoft software där varje droppe i ett prov lästes av som positivt eller negativt beroende 

på om det innehöll pilE eller inte. Resultatet visade om provet innehöll pilE och vilken klass 

det var. Detta resulterade i grafer med positiva och negativa droppar och ett tröskelvärde men 

även koncentrationen av mängden pilE DNA och RNA i provet som räknats ut med hjälp av 

Quantasoft.  

 

I programmet Excel Microsoft räknades absolutkoncentrationen ut i ursprungsmaterialet 

genom att multiplicera spädningsfaktorn med koncentrationen från Quantasoft, dividera 

produkten med 5 sedan multiplicera kvoten med 50 och till slut dividera detta med 200. För 

bearbetning av data användes programmet Graphpad prism version 9.5.1 (Dotmatics). Ett 

Mann Whitney U test användes där det jämförde antalet genkopior samt genuttryck i de 

invasiva isolaten med bärarisolaten och jämförde även isolaten beroende på klass 1 och klass 

2. Testet ansågs lämpligt då data var oparat och inte normalfördelat. Därför användes även 

median och kvartilavstånd för redovisning och jämförelse i testet. 

 

Följande nollhypotes (H0) och mothypotes (H1) utformades: 

H0: det förekommer ingen skillnad i genkopieantal eller genuttryck av pilE mellan bärarisolat 

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

H1: Det förekommer skillnad mellan genkopieantal och genuttryck av pilE mellan bärarisolat 

och invasiva isolat samt klass 1 pilE isolat och klass 2 pilE isolat.  
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P-värden <0,05 visade statistisk signifikant skillnad. 

 

Alla prov i den här studien har tidigare helgenomsekvenserats som utfördes i GWAS studien 

(10). Delar av resultat (serogrupper och cc) från den studien används för jämförelse med 

resultat i befintlig studie (klass och typ av isolat). Alla isolat laddades då upp i den publika 

Neisseria databasen PubMLST (www.pubMLST.org) för att ta reda på vilka serogrupper, ST 

och cc de hade.  

 

Etiska överväganden 

Isolaten kommer från bärare som i tidigare studier godkänt användning av prover i 

forskningssyfte och de har specifika koder som inte går att koppla till personerna av vare sig 

personal eller student. Etikprövningsmyndigheten har godkänt insamling av bärarisolat och 

samtycke är redan taget från de deltagande (regionala etikprövningsnämnden Uppsala, 

Sverige, 2017/499). De invasiva isolaten är tagna i diagnostiskt syfte och är avidentifierade, 

proverna var biobankade och kan därmed användas i forskningssyfte.  

  



10 
 

Resultat 
Resultaten är baserade på odling på platta och ej buljong eftersom alla isolat inte hade effektiv 

tillväxt i buljong. Bärare och invasiva som testodlades i buljong visade även olika tillväxt där 

de invasiva växte till medan bärarna inte trivdes och växte långsamt (figur 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 1. Figuren visar två bakteriers tillväxtkurva i buljong där 18-122 är invasiv och Mcbar 

1820 är bärare. Kurvan är framtagen med Graphpad prism version 9.5.1, visar tillväxtfaser 

med tiden i timmar (x-axeln) och absorbansen vid OD 600 (y-axeln). Faserna är lagfas då 

tillväxt börjar öka, en logaritmisk fas då tillväxten ökar exponentiellt och stationärfas när 

näring är förbrukad men även avdödningsfas då bakterierna inte får näring. Illustratör: Sara 

Al-Haseny. 

 

 

De negativa dropparnas amplitud var hög medan de positiva dropparnas amplitud var låg i för 

alla resultat vilket tyder på ospecifika primrar och prober (figur 2). Av 49 isolat odlade i platta 

var 21 invasiva och 28 bärare. Resultatet från ddPCR visade 34 isolat i klass 1 pilE, elva isolat 

i klass 2 pilE och fyra isolat visade amplifiering för både klass 1 och klass 2 där amplituden 

för klass 2 var lägre än för klass 1 i de proven (tabell 1). 
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Figur 2. Avläsning av droppar med Quantasoft från DNA från kanal 2 som detekterar klass 1 

pilE (FAM fluoroscens). Droppar detekterade med fluoroscens från amplifiering med klass 1 

primer och prober. Varje bokstav motsvarar en PCR brunn och därmed ett prov. Tröskelvärdet 

visas med en rosa linje, negativa droppar är grå/svarta och positiva droppar är gröna. 

Amplituden mellan negativa droppar och positiva droppar är liten och endast 1500. Illustratör: 

Sara Al-Haseny. 

 

 

Jämförelse mellan invasiva isolat och bärarisolat 

Median för de invasiva isolatens kopior för genen pilE var 1 780 000 kopior/µL 

[minimumvärde 376 000 kopior/µL, maximum 3 240 000 kopior/µL, nedre kvartil 1 397 750 

kopior/µL och övre kvartil 2 463 750 kopior/µL med konfidensintervall 95,9%]. Median för 

bärarisolat var 1 344 000 kopior/µL [minimum 474 000 kopior/µL, maximum 2 114 000 

kopior/µL, nedre kvartil 1 049 250 kopior/µL och övre kvartil 1 836 000 kopior/µL med 

konfidensintervall 97,7%]. Isolat Mcbar 476 exkluderades på grund av hög kopieantal (bilaga 

2). Mann Whitney U test visade signifikant skillnad mellan de invasiva och bärarisolatens 

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

bärarisolat och invasiva isolat (x-axeln) och skillnad i pilE kopior/µL (y-axeln) som har p 

värdet 0,0188 och signifikans visas med stjärna mellan isolaten. Median, minimumvärde, 

maximumvärde, nedre kvartil och övre kvartil visas även i grafen. Ett värde exkluderades från 

bärarisolaten. Illustratör: Sara Al-Haseny. 

 

 

Median för de invasiva isolatens kopior för pilE uttryck i RNA var 6 720 000 kopior/µL 

[minimumvärde 1 420 000 kopior/µL, maximum 32 000 000 kopior/µL, nedre kvartil 4 870 

000 kopior/µL och övre kvartil 16 000 000 kopior/µL med konfidensintervall 98,1%]. Median 

för bärarisolat var 11 700 000 kopior/µL [minimum 1 420 000 kopior/µL, maximum 32 600 

000 kopior/µL, nedre kvartilen 8 320 000 kopior/µL och övre kvartil 16 850 000 kopior/µL. 

Med konfidensintervall 95,7%]. Mellan invasiva isolats och bärarisolats 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 4. Graf från Graphpad prism version 9.5.1 på Mann Whitney U test. Grafen visar 

bärarisolat och invasiva isolat (x-axeln) och skillnad i pilE uttryck i form av RNA kopior/µL 
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(y-axeln) som har p värdet 0,0805 och att det är icke signifikant visas med ”ns” mellan 

isolaten. Median, minimumvärde, maximumvärde, nedre kvartil och övre kvartil visas även i 

grafen. Ett invasiv isolats värde exkluderades. Illustratör: Sara Al-Haseny. 

 

 

Jämförelse mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat 

Median för isolat med klass 1 pilE var 1 444 000 kopior/µL [minimumvärdet 474 000 

kopior/µL, maximum 3 240 000 kopior/µL, nedre kvartil 1 155 000 kopior/µL och övre 

kvartil 1 938 000 kopior/µL med konfidensintervall 96,5%]. Isolat Mcbar 476 exkluderades 

(bilaga 2). Median för klass 2 isolat var 1 620 000 kopior/µL, [minimum 376 000 kopior/µL, 

maximum 2 660 000 kopior/µL, nedre kvartilen 1 098 000 kopior/µL och övre kvartil 2 256 

000 kopior/µL 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 5. Graf från Graphpad prism version 9.5.1 på Mann Whitney U test. Grafen visar isolat 

med klass 1 och klass 2 pilE gener (x-axeln) och skillnad i pilE kopior/µL (y-axeln) som har p 

värdet 0,6652 och att det är icke signifikant visas med ”ns” mellan isolaten. Median, 

minimumvärde, maximumvärde, nedre kvartil och övre kvartil visas även i grafen. Ett värde 

exkluderades från klass 1 isolat. Illustratör: Sara Al-Haseny. 

 

 

Median för isolat med klass 1 pilE uttryck i RNA var 14 000 000 kopior/µL [minimum 1 420 

000 kopior/µL, maximum 32 600 000 kopior/µL, nedre kvartil är 10 300 000 kopior/µL och 

övre kvartil 17 800 000 kopior/µL med konfidensintervall 96,5%]. Isolat 19-160 exkluderades 

(bilaga 1). Median för klass 2 isolat var 5 740 000 kopior/µL, [minimum 1 420 000 

kopior/µL, maximum 6 720 000 kopior/µL, nedre kvartilen 4 290 000 kopior/µL och övre 
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kvartil 6 060 000 kopior/µL 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). 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figur 6. Graf från Graphpad prism version 9.5.1 på 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/µL (y-

axeln) som har p värdet <0,0001 och signifikans visas med stjärnan mellan isolaten där ju fler 

stjärnan desto högre signifikans. Median, minimumvärde, maximumvärde, nedre kvartil och 

övre kvartil visas även i grafen. Ett värde exkluderades från klass 1 isolat. Illustratör: Sara Al-

Haseny. 

 

 

Fördelning av klass inom de olika isolattyperna samt jämförelse av ddPCR data 

mot tidigare utförd GWAS- data 

Bland invasiva sågs hög antal klass 2 pilE och bland bärare hög antal klass 1 isolat (se tabell 

1). 

 

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

isolat visade låg amplifiering av klass 2 pilE och hög amplifiering klass 1 pilE.  

 Invasiva (n=21) Bärare (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 tillhörde ST-11 cc, nio av dem var serogrupp W och två var 

serogrupp C. Ett av serogrupp W isolatet var ett bärarisolat och de övriga var invasiva isolat. 

Av 34 isolat i klass 1 pilE visade tio isolat serogrupp B, sex serogrupp Y, två serogrupp C, två 

serogrupp E där isolaten var invasiva och bärare, 12 cnl och två NG varav alla var bärarisolat. 

pilE klass 1 isolaten visade olika cc där 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 på isolat odlade på hematinagarplattor då odling i buljong 

exkluderades då tillväxten av bärarisolaten och de invasiva isolaten trivdes olika bra och tog 

olika lång tid i tillväxten i buljongen. En till anledning är att rätt typ av odlingsflaskor inte 

fanns tillgängliga för studien.  

 

Vissa isolat visade en ospecifik amplifiering där de visade både klass 1 och klass 2 (tabell 1). 

Amplituden för detektion av positiva droppar med Quantasoft efter ddPCR och RT ddPCR 

var även låg vid jämförelse mellan amplituden för de negativa dropparna (figur 1). Detta kan 

tyda på att primrar och prober som använts inte var specifika för pilE. Det kan vara orsakad 

av att sekvenserna mellan de olika isolaten är så olika att samma primer och prober inte 

binder lika bra till alla prover. Vid otillräcklig specificitet av primer och prober kan längden 

av dessa förlängas för att vara mer specifika för det som söks. En ytterligare optimering kunde 

ha utförts för att se hur amplituden påverkas av olika spädningar av prov, olika temperaturer 

eller antal cykler i PCR. Amplituden för både DNA och RNA kunde blivit högre ifall mätning 

av koncentration med nanodrop utfördes i större noggrannhet då ett fåtal prov inte vortexades 

innan mätning av DNA koncentration efter de legat i frys vilket kan ha gett fel koncentration. 

Den låga amplituden kan även ha berott på en hög spädning av provet. DNA 

extraktionseluaten späddes till 1,1 pg/µL och dess motsvarande prov av RNA späddes med 

samma spädning vilket ledde till att RNA späddes till en lägre koncentration än 1,1 pg/µL. 

Detta kan ha lätt till bortspädning av RNA som lett till att färre droppar bildats och färre som 

genomgått PCR (20). 

 

Skillnad hittades mellan pilE genkopiorna mellan de invasiva isolaten och bärarisolaten där p-

värdet inte var stort vilket motsvarade låg signifikans (figur 3). I GWAS påvisades det att 

pilE/pilS fanns i fler kopior i bärarisolaten men detta ses inte i resultatet. Att resultat inte 

stämde med GWAS kan bero på att liten isolatmängd undersöktes i denna studie. Över 300 

isolat undersöktes i GWAS och ungefär 50% av de invasiva var cc11 vilket tyder på att dessa 

borde ha klass 2 pilE (21). Detta borde gett en lägre mängd pilE/pilS i de invasiva isolaten då 

pilE klass 2 har färre pilS kopior och därmed färre allelvarianter av pilE. Detta eftersom större 

delen av de invasiva isolaten uttryckte klass 2 medan större del av bärarisolaten uttryckte 

klass 1 (10).  
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Signifikans hittades inte i RNA uttrycket av pilE mellan invasiva och bärarisolat (figur 4). De 

invasiva isolatens median av RNA uttrycket var dock 6 gånger högre än DNA uttrycket och 

för bärarisolaten var medianen av RNA uttrycket 11 gånger högre än DNA. Detta 

observerades och var inte signifikant men det kan tyda att bärarisolaten utryckte genen pilE i 

form av RNA i högre utsträckning fastän de hade lägre genkopieantal än de invasiva som kan 

bero på högre pilS antal och att denna gör att olika allelvarianter aktiveras och uttrycks i 

bärarisolaten (10). Detta stämde överens med GWAS. 

 

När isolaten delades in beroende på pilE klass så 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 

jämfört med klass 2. Klass 1 isolatens median för pilE uttryck i RNA var 14 gånger högre än 

genkopieantalet. Klass 2 isolatens median för uttrycket var endast 5 gånger högre än 

kopieantalet av genen. Eftersom skillnaden mellan RNA uttrycket av pilE genen var stor 

mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat tyder det på att klass 2 isolat uttrycker genen mindre 

fastän de har lika mycket genkopior av genen som klass 1. Detta kan bero på att klass 2 har 

färre pilS kopior och därmed färre allelvarianter av pilE och leder till lägre uttryck i RNA 

(10). P-värdet visade en stor signifikans, detta kan bero på att isolatmängden i de olika 

grupperna skiljde sig åt. Det kan ha påverkat att signifikansen blev högre än vad den 

egentligen var och resultatet skulle bli mer trovärdigt om fler isolat med klass 2 undersöktes. 

 

Klass 2 pilE är vanligare bland de invasiva isolaten (tabell 1). Det kan bero på att klass 2 är 

vanligare i specifika serogrupper som är patogena och ger invasiv sjukdom medan bärarna är i 

en annan serogrupp som i sin tur uttrycker pilE i klass 1 i större utsträckning. I en studie 

hittades att pilE klass 2 har setts i specifika cc av bakterien där cc1, cc5, cc8, cc11 och cc174 

är några av dem (21). Eftersom pilE klass 2 sågs hos de invasiva och de isolaten var cc11 så 

beror detta resultat på att denna cc är ovanlig bland bärare och att klass 2 sågs mest bland 

invasiva är förväntat. Resultatet skulle dock vara mer förlitligt vid undersökning av fler klass 

2 isolat.  

 

Det förekom isolat med mycket högt genuttryck jämfört med andra isolat i samma grupp. 

Dessa isolat var Mcbar 476 med högt DNA uttryck vilket även visade högre pilE kopior i 

GWAS (10), 19-160, 18-641 och 19-853 med högt RNA uttryck där 18-641 visade hög pilE 

kopieantal i GWAS men inte de andra (10) (se bilaga 1 och 2). Isolat Mcbar 476 exkluderades 
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från grafpresentationen av DNA eftersom det skulle ge en missvisande bild av data och isolat 

19-160 exkluderades från grafdata för RNA uttryck för samma anledning. Isolat 18-641 och 

19-853 inkluderades i alla resultat men vid exkludering av värdena för dessa i RNA 

uttryckskopior mellan invasiva och bärare så ändrades den signifikanta skillnaden och 

resultatet visade att det låg en signifikant skillnad mellan grupperna vid exkludering av dessa 

två värden. Detta kan bero på att de flesta värdena i de invasiva isolaten låg RNA kopieantalet 

lägre och eftersom det är två höga värden och inte endast en så vägde de upp resterande låga 

RNA uttryck. Att det var två värden som stack ut från gruppen av isolat kan bero på 

felberäkning och att spädningen inte blev korrekt och därmed ledde till fel uträkning av den 

absoluta koncentrationen. Dessa höga värden kunde leda till påverkan av signifikansen och 

detta skulle kunna undvikas ifall fler isolat inkluderades i studien.  

 

Metoden som användes i studien har uppnått syftet där detektion av pilE var möjlig i alla 

isolat som genen förekom i. Detta tyder på att rätt typ av primrar och prober fanns 

tillgängliga för att detektera den eftersökta genen men även rätt temperaturer och antal 

cykler för PCR. ddPCR valdes som metod inför arbetet för att få en absolut koncentration i 

ursprungsmaterialet för att sedan kunna jämföra dessa med varandra. En traditionell 

realtids PCR är en alternativ metod för detektion av gener men denna behöver 

standardkurvor och ger ingen absolutkoncentration (22). 

 

Nackdelarna med ddPCR är att den bland annat är kostsam eftersom fler reagens och 

utrustning behövs för metoden. Den tar även längre tid än realtids PCR då det är fler steg 

som ska genomföras innan och efter PCR. ddPCR har dåligt prestanda för prover med höga 

genkopior på grund av att provet delas i mindre delar och att resultatet är statistiskt. Ifall 

provet har för höga kopior kommer de behöva spädas som ger experimentella variationer och 

därför kan realtids PCR vara att föredra vid så höga kopieantal (22). 

Fördelarna är dock många, metoden kan detektera patogena mikroorganismers DNA vid låga 

genkopior i provet till skillnad från realtids PCR som är bättre med högre kopior vilket tyder 

på att ddPCR är en känsligare metod.  ddPCR är även mer specifik än realtids PCR då 

variationskoefficienten är lägre i ddPCR och metoden tolererar PCR inhibitorer bättre då 

detektion går att utföras med närvaro av heparin, SDS och andra inhibitorer från DNA 

extraktioner (22). 
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Slutsats 

Slutligen var antalet isolat som undersöktes för få för en tillförlitlig överensstämmelse med 

GWAS resultatet då alla isolat inte undersöktes i denna studie. Bärarisolaten visade lägre 

DNA kopior men högre pilE RNA uttryck än de invasiva vilket tyder på att det stämmer med 

GWAS. Skillnaden mellan RNA uttrycket av pilE mellan klass 1 isolat och klass 2 isolat var 

signifikant och tyder på att klass 2 isolat uttryckte genen i färre kopior än klass 1 isolat och 

nollhypotesen förkastas. Resultat som även stämde överens med GWAS var fördelning av 

klass inom de olika isolattyperna. De invasiva isolaten uttryckte klass 2 mer än bärarisolaten. 
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Bilagor 
Bilaga 1. ID, ursprungskoncentration för DNA och RNA samt pilE klass för alla undersökta 

invasiva isolat (n=21). 

Isolat ID Koncentration 

DNA (kopior/µL) 

Koncentration 

RNA (kopior/µL) 

Klass 

18-641 2 490 000 32 000 000 Klass 1 

19-30 1 655 000 8 880 000 Klass 1 

19-192 2 583 000 11 000 000 Klass 1 

19-853 3 195 000 32 000 000 Klass 1 

19-511 2 043 000 16 000 000 Klass 1 

19-419 3 240 000 18 000 000 Klass 1 

18-607 2 177 000 11 000 000 Klass 1 

18-352 1 728 000 14 000 000 Klass 1 

18-114 1 024 000 19 000 000 Klass 1 

19-160 1 393 000 63 000 000 Klass 1 

18-623 1 098 000 1 416 000 Klass 2 

19-1173 2 385 000 5 688 000 Klass 2 

18-293 1 519 000 6 552 000 Klass 2 

19-559 2 660 000 6 720 000 Klass 2 

18-126 1 412 000 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 1 832 000 4 288 000 Klass 2 

18-151 1 620 000 5 880 000 Klass 2 

19-708 2 618 000 11 508 000 Klass 1, ospecifik klass 2 
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Bilaga 2. ID, ursprungskoncentration för DNA och RNA samt pilE klass för alla undersökta 

bärarisolat (n=28). 

Isolat ID Koncentration 

DNA (kopior/µL) 

Koncentration 

RNA (kopior/µL) 

Klass 

Mcbar 1351 1 883 000 22 540 000 Klass 1 

Mcbar 1859 1 860 000 10 200 000 Klass 1 

Mcbar 1226 1 932 000 15 480 000 Klass 1 

Mcbar 21 1 470 000 16 800 000 Klass 1 

Mcbar 621 1 764 000 11 732 000 Klass 1 

Mcbar 1820 1 944 000 1 416 000 Klass 1 

Mcbar 1301 1 110 000 11 160 000 Klass 1 

Mcbar 390 1 328 000 16 860 000 Klass 1 

Mcbar 514 1 200 000 32 640 000 Klass 1 

Mcbar 280 1 029 000 14 640 000 Klass 1 

Mcbar 1021 1 610 000 14 080 000 Klass 1 

Mcbar 476 37 440 000 10 380 000 Klass 1 

Mcbar 1028 915 000 19 740 000 Klass 1 

Mcbar 551 1 218 000 7 080 000 Klass 1 

Mcbar 1356 1 344 000 10 400 000 Klass 1 

Mcbar 333 1 425 000 17 640 000 Klass 1 

Mcbar 1029 534 000 15 000 000 Klass 1 

Mcbar 513 1 285 000 8 720 000 Klass 1 

Mcbar 61 1 344 000 20 960 000 Klass 1 

Mcbar 1336 474 000 7 920 000 Klass 1 

Mcbar 82 1 434 000 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 5 170 000 Klass 2 

Mcbar 2341 1 956 000 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 

 


