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HOVEDBUDSKAP

B For enhver molekyleergenetisk analyse
ber metode for ekstraksjon av nukleinsyrer
evalueres.

B Hoyt utbytte av bakterielt DNA er ikke
ensbetydende med stort bakterielt mang-
fold/diversitet.

SAMMENDRAG

For & oppna gode og representative resul-
tater i molekylaergenetiske analyser, er det
viktig at nukleinsyrene som benyttes er

av tilstrekkelig kvalitet. Som en del av en
starre studie om kolerektal kreft, var malet
a identifisere den DNA-ekstraksjonsmeto-
den som ga hayest DNA-utbytte og sterst
bakteriell diversitet (mangfold) i feces-
prover. En systematisk sammenlikning av
fire ulike DNA ekstraksjonskit med totalt
seks ulike prosedyrer presenteres i artik-
kelen. QIAsymphony med DSP Virus/Pat-
hogen Kit (Qiagen) skilte seg ut som den
metoden som ga hgyest utbytte av bade
bakterielt og humant DNA. Metoden er
ogsé fordelaktig med tanke pa automasjon
og ressursbruk. Analyse av bakteriell diver-
sitet illustrerte imidlertid at det ikke ned-
vendigvis er samsvar mellom DNA-utbytte
og diversitet. Ekstraksjon med PSP® Spin
Stool DNA Kit resulterte i hoyere bakteriell
diversitet bade internt i hver prave og mel-
lom prevene, sammenlignet med QIAsymp-
hony DSP Virus/Pathogen Kit (Qiagen).
Metoden er manuell og tidkrevende, men
dersom tid og ressursbruk ikke er en faktor,
kan den med fordel benyttes til bakterielle
diversitetsstudier.

Nokkelord: Bakteriell diversitet, feces,
DNA-ekstraksjon, humant DNA.

M Bioingenigren er godkjent som viten-
skapelig tidsskrift. Denne artikkelen er fag-
fellevurdert og godkjent etter Bioingeniorens
retningslinjer.
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Introduksjon
Alle molekylergenetiske analyser star-
ter med frigjering eller ekstraksjon av
nukleinsyrer (DNA og/eller RNA) fra cel-
ler. Nar nukleinsyrer er tilgjengeliggjort,
kan en rekke nedstrgmsanalyser utfg-
res for a studere ulike parametere i DNA-
og RNA-sekvenser. Avhengig av hva slags
analyse som skal utfgres, stilles det ulike
krav til bade renhet, integritet, konsentra-
sjon og mangfold av nukleinsyrer. Det er
derfor viktig at ekstraksjonsprosessen vies
nok tid og oppmerksomhet ndr nye meto-
der skal etableres, og at denne prosessen
evalueres og optimaliseres for hver enkelt
analyse og hvert enkelt prgvemateriale.
De senere drene har tarmens bakterie-
sammensetning, mikrobiota, fatt mye

ed

angfold

oppmerksomhet. Mikrobiotaen ser ut til
a ha betydning for utvikling eller persi-
stens av ulike sykdommer og tilstander,
som for eksempel matintoleranse, dia-
betes, kronisk inflammatoriske sykdom-
mer og kolorektal kreft (1-3). Feces er et
hyppig benyttet prgvemateriale fordi det
er lett tilgjengelig uten invasiv prevetak-
ing. Tykktarmen er det mest bakterie-
rike organet i menneskekroppen med 10*
bakterier per gram feces (4). Bakterier
representerer 25-54 prosent av biomassen
i feces, og humant DNA kun 0,1 promille
av total DNA-mengde (5). Tilstedevaerelse
av humant DNA i feces kan blant annet
benyttes som marker for gkt celledeling
og kolorektal kreft (6-8). Dersom man
skal analysere bade humant og bakteri-
elt DNA fra samme proveeluat, md man
sprge for at metoden man benytter gir til-
fredsstillende utbytte av begge varianter.

Bakteriene i feces domineres av bakte-
rierekkene Firmicutes og Bacteroidetes (4).
Bakterier i de to rekkene har ulik oppbyg-
ning av celleveggen. Firmicutes er klassi-
fisert som gram-positiv og Bacteroidetes
som gram-negativ. Gram-positive bak-
terier er hardfere og robuste sammen-
liknet med gram-negative bakterier. De
er derfor vanskeligere a lysere i labora-



TABELL 1: Oversikt over DNA-ekstraksjonsprotokoller som ble evaluert i studien
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Ekstraksjons- Materiale etter lyse- Mekanisk lysering av celler Kjemisk, enzymatisk og varmelysering  Prinsipp for DNA ekstraksjon

protokoll ring og fortynning.* av celler

QlAamp® DNA ~25pl 1,4 mm keramiske kuler, 0,1 Lyseringsbuffer inkludert i kit, 95°C 5 min. Spinkolonne med silikamembran

Stool Mini Kit (Q) mm silikakuler og én 4 mm som binder DNA. Manuell prose-
glasskule. 6 m/s, 3 x 1 min dyre.

QlAamp® DNA ~ 23 I 1,4 mm keramiske kuler, 0,1 Lyseringsbuffer inkludert i kit, 95°C 5 Spinkolonne med silikamembran

Stool Mini Kit med mm silikakuler og én 4 mm min. | tillegg mutanolysin (20U), lysozyme som binder DNA. Manuell prose-

enzymatisk forbe- glasskule. 6 m/s, 3 x 1 min (400pg), lysostaphin (100ug), 37°C, 30 dyre.

handling (QE) min (pellet).

PSP® Spin Stool ~ 87 pl 5 zirkoniakuler (1 mm). 6 m/s,  Lyseringsbuffer inkludert i kit, 96°C 10 Spinkolonne med silikamembran

DNA Kit (P) 3 x 1 min min. som binder DNA. Manuell prose-

dyre.

PSP® Spin Stool ~ 53 plI** 5 zirkoniakuler (1 mm). 6 m/s,  Lyseringsbuffer inkludert i kit, 96°C Spinkolonne med silikamembran

DNA Kit med 3 x 1 min 10 min. | tillegg mutanolysin (20U), lyso-  som binder DNA. Manuell prose-

enzymatisk forbe- zyme (400pg), lysostaphin (100pg), 37°C, dyre.

handling (PE) 30 min (pellet).

QIAsymphony ~33 pl 1,4 mm keramikkkuler, 0,1 mm Off-board lyseringsprotokoll med lyse- Paramagnetiske silikakuler som

DSP Virus/Patho- silikakuler og én 4 mm glass-  ringsbuffer (ATL, ACL, ProteinaseK) fra binder DNA i losning. Automatisert

gen Kit (QS) kule. 6 m/s, 1 x 45 sek. produsent, 68°C, 15 min. plattform.

PowerMag Micro- ~ 144 Glasskuler (0.1 mm). 6 m/s, Forvarmet (60°C) lyseringsbuffer inklu- Paramagnetiske silikakuler som

biome RNA/DNA
Isolation Kit (PM)

*Startmengde 200 pl.

1 x 45 sek

**En ekstra fortynning ble innfert ved enzymatisk forbehandling.

toriet for a fa frigjort DNA. Nar man skal
studere bakteriell diversitet i en prove,
ma ekstraksjonsmetoden optimaliseres
for jevn frigjering av DNA fra alle mikro-
ber i preven, slik at man far et represen-
tativt bilde av bakteriesammensetningen.
Det skilles ofte mellom alfadiversitet og
betadiversitet ved studier av bakteriesam-
mensetninger. Alfadiversitet tar hgyde
for bade artsrikdom og relative mengder
i et avgrenset miljg, gjerne i en biologisk
prove, mens betadiversitet betegner for-
skjellen mellom ulike miljger, eksempel-
vis mellom biologiske prever (9). Flere
studier har vist at ulike metoder for DNA-
ekstraksjon resulterer i forskjellig utbytte
og diversitet, noe som i stor grad pavirker
tolkningen av resultatene (10-12). Feces
inneholder ogsa en rekke substanser som
kan hemme nedstrgmsapplikasjoner.
Det er derfor viktig at det benyttes gode
renseprosesser ved nukleinsyreekstrak-
sjon fra feces, slik at hemmende substan-
ser fjernes.

Som et ledd i en kvalitetssikringspro-
sess av metoder til en storre studie om
kolorektal kreft, har vi ekstrahert DNA fra
feces fra 22 friske, frivillige personer med
fire ulike DNA ekstraksjonskit og totalt
seks ulike protokoller. Mdlet med denne

studien var a identifisere den beste DNA
ekstraksjonsmetoden for a studere bak-
teriell diversitet og humant DNA i feces-
prover.

Materiale og metode

22 friske personer ansatt ved Akers-
hus Universitetssykehus, Lerenskog, ble
rekruttert til kvalitetssikringsstudien.
Fecesprgvene ble samlet etter spesifikke
skriftlige instruksjoner som alle frivillige
fikk tildelt. Alle deltakere signerte et sam-
tykkeskjema. Fordi formalet med studien
var kvalitetssikring av metode, var god-
kjenning fra Regional Etisk Komité (REK)
ikke pakrevet. Omtrent en teskje feces ble
samlet fra tre ulike omrader av materialet,
og umiddelbart overfort til samme sterile
provetakingsrgr med 4 ml RNAlater RNA
Stabilization Reagent (ThermoFisher Sci-
entific, Waltham, MA, USA). Prgvene ble
oppbevart i romtemperatur eller kjgle-
skap i 18-24 timer, etter anbefalinger fra
produsenten. Etter ankomst til laborato-
riet ble prgvene anonymisert, homogeni-
sert, allikvotert og fryst ved -80°C.

DNA-ekstraksjon
Valg av DNA ekstraksjonskit til utprgving
ble foretatt pa bakgrunn av litteraturstu-

dert i kit, med B-mercaptetanol og
phenol:choloroform isoamylalcohol.

binder DNA i lgsning. Manuell pro-
sedyre.

dier (11,13, 14) og tilgjengelige instrumen-
ter i vart laboratorium. Et mekanisk lyse-
ringstrinn ble innfert der dette ikke var
en del av protokollen. Valg av kuler til
mekanisk lysering ble gjort pa grunnlag
av tidligere erfaringer (15). Innfgring av et
ekstra enzymatisk lyseringstrinn for to av
protokollene ble foretatt etter anbefaling
fra andre studier (16). Hver fecesprgve
(n=22)ble ekstrahert med seks ulike DNA
ekstraksjonsprotokoller.

QIAamp°® DNA Stool Mini Kit (Q)

Ekstraksjon med QIAamp® DNA Stool
Mini Kit (Qiagen) ble utfart med proto-
koll for patogen deteksjon etter produ-
sentens anbefalinger (200 pl prevema-
teriale). Et mekanisk lyseringstrinn ble
lagt til etter trinn 3 i protokollen. Materi-
ale ilyseringsbuffer ble overfort til et Fast
Prep «Soil» Lysing matrix E-rgr (LME-rer)
(MP Biomedicals, Santa Ana, USA) med
tre typer kuler: 1,4 mm keramiske kuler,
0,1 mm silikakuler og en glasskule pd 4
mm. LME-rgret ble ristet ved 6 m/s i3 x
60 sekunder i FastPrep®-24 (MP Biome-
dicals) med 60 sekunders pause mellom
hver runde. Rgret ble sa sentrifugert ved
13 000 g i1 minutt og cirka 1000 pl super-
natantble overfort til et ror med InhibitEX
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F1GUR 1: Bakterielle diversitetsstudier med IS-profilering

IS-profilering av en utvalgt prove ekstrahert med tre ulike DNA ekstraksjonsprotokoller. DNA-regionen mellom genene som koder for 16S rRNA

og 23S rRNA er amplifisert med fargemerkede primere for Bacteroidetes- og Firmicutes-rekken. Fordi sterrelsen pa denne regionen er ulik hos de
fleste bakterier, kan kapillzerelektroforese benyttes for separasjon av fragmentene i hver prave. Hver av toppene korresponderer til et fragment og
representerer hver sin bakterieart. Bla topper representerer bakterier i Firmicutes-rekken, mens grgnne topper representerer bakterier i Bacteroide-
tes-rekken. Hoyden pa toppene (RFU-verdien) er proporsjonal med mengden av hvert fragment. Bade likheter og forskjeller kan observeres mel-
lom de ulike kromatogrammene, men ingen konklusjon kan trekkes ved visuell inspeksjon alene. Dette illustrerer behovet for en detaljert sammen-
likning ved hjelp av bioinformatiske verktgy. Figuren viser kromatogrammene fra PSP® Spin Stool DNA Kit (P), QlAamp® DNA Stool Mini Kit (Q) og
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit (QS).
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TABELL 2: Primere benyttet i studien
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PCR-Analyse Primer DNA-sekvens (5°-3’) Referanse
16S rRNA gPCR 16S-F (BAC-338) ACT CCT ACG GGA GGC AG (14)
16S-R (BAC-805) GAC TAC CAG GGT ATC TAATCC
PCR for IS-profilering Bacteroidetes-F (BaclSf — HEX) HEX-CTGGAACACCTCCTTTCTGGA (15)
Bacteroidetes-R (DuiSr1) AGGCATCCRCCATGCGCCCT
Firmicutes-gruppen-F* (FirlSf_- FAM) FAM-CTGGATCACCTCCTTTCTAWG
Firmicutes-gruppen-R1* (DuiSr2) AGGCATCCACCGTGCGCCCT
Firmicutes-gruppen-R2* (DuiSr4) AGGCATTCACCRTGCGCCCT

*Firmicutes-gruppen: R1-primere er komplementaere til Firmicutes, Fusobacterium og Verrucomicrobia, og R2-primere til Actinobacteria. F-primere er komplementeere til alle de fire

rekkene.

fra samme kit. Kitets instruksjoner ble
fulgt etter dette trinnet. Elueringsvolum
var 100 pl (tabell 1).

QIAamp®DNA Stool Mini Kit med enzyma-
tisk forbehandling (QE)

Tilsvarende protokoll ble utfert med
inklusjon av et ekstra enzymatisk lyse-
ringstrinn. Etter mekanisk lysering i Fast-
Prep’-24 ble reret forsiktig sentrifugert
ved 600 rpm for a pelletere kuler og store
fecespartikler. Supernatanten (900 pl) ble
overfgrt til et nytt ror (rer 1) som ble sen-
trifugert ved 13 000 g i 1 min for & pelle-
tere intakte bakterieceller. Supernatanten
(800 pl) ble fjernet fra rer 1 og overfert til
et nytt ror (rer 2), mens pelleten i rgr 1 ble
enzymbehandlet som beskrevet i tabell
1. Materialet i rer 1 (160 pl) og rer 2 (800
ul) ble overfort til et felles ror med Inhi-
bitEX fra samme kit og kitets instruksjo-
ner ble sa fulgt. Elueringsvolum var 100
ul (tabell 1).

PSP’ Spin Stool DNA Kit (P)

Ekstraksjon med PSP® Spin Stool DNA Kit
(Stratec Molecular Gmbh, Berlin, Tysk-
land) ble utfert med protokoll for anrik-
ning av bakterielt DNA etter produsente-
nes anbefalinger (200 pl prevemateriale
ble benyttet). Avvikende fra protokollen
var utferelse av mekanisk lysering med
FastPrep-24 (MP Biomedicals) ved 6 m/s i
3 x 1 minutt, fremfor vorteksing i 2 minut-
ter som anbefalt av produsenten. Elue-
ringsvolum var 100 pl (tabell 1).

PSP Spin Stool DNA Kit og enzymatisk
forbehandling (PE)

Tilsvarende protokoll ble utfert med
inklusjon av et ekstra enzymatisk lyse-
ringstrinn. Etter mekanisk lysering i Fast-

Prep™24 ble rgret forsiktig sentrifugert
ved 600 rpm for 4 pelletere kuler og store
fecespartikler. Supernatanten (900 pl) ble
overfgrt til et nytt rer (rer 1) som ble sen-
trifugert ved 13 000 g i 1 min for a pelle-
tere intakte bakterieceller. Supernatanten
(800 pl) ble fjernet fra ror 1 og overfort til
et nytt ror (rer 2), mens pelleten i rgr 1 ble
enzymbehandlet som beskrevet i tabell 1.
Materiale fra rer 1 (160 pl) og rer 2 (800
ul) ble overfort til et felles InviAdsorb rer
og kitets instruksjoner ble s fulgt. Elue-
ringsvolum var 100 pl (tabell 1).

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit (QS)
Prgvemateriale (200 pl) ble overfort til et
LME-rgr med 1 ml PBS (pH 8) for meka-
nisk lysering pa FastPrep®-24 i 45 sekun-
der ved 6 m/s. Rgrene ble sentrifugert 1
minutt ved 600 rpm for 200 pl superna-
tant ble behandlet med Qiagens Pathogen
complex off-board lysis protocol (tabell 1).
Nukleinsyreekstraksjon ble deretter
utfert med QIAsymphony ekstraksjons-
instrument og QIAsymphony DSP Virus/
Pathogen protokoll, complex 200_OBL-
V1. Elueringsvolum var 100 pl (tabell 1).

PowerMag Microbiome RNA/DNA Isolation
Kit (PM)

Prgvemateriale (200 pl) ble ekstrahert
med PowerMag Microbiome RNA/DNA
Isolation Kit (MoBio Laboratories. Inc.,
Carlsbad, CA, USA), etter protokoll fra
produsenten, men tilpasset en manuell
prosedyre. Avvikende fra protokollen var
en mekanisk lysering med FastPrep®-24
(MP Biomedicals) ved 6 m/s i 45 sekun-
der, i stedet for en «plate well shaker» (MP
Biomedicals) som var anbefalt av produ-
senten. Elueringsvolum var 100 pl.

Kvantifisering av bakterielt DNA
Real-time PCR rettet mot genet som koder
for 16S ribosomalt RNA (16S rRNA) ble
utfert for & vurdere utbytte av bakteri-
elt DNA. Kvantifisering ble utfert ved
hjelp av en standardkurve etablert med
DNA fra bakterien Escherichia coli (E. coli
Non-methylated Genomic DNA 5 ug/2oul
(Zymo Research Corp, Irvine, CA, USA)).
Alle prgver ble analysert i duplikater og
fortynnet 1:100 slik at de 1a innenfor stan-
dardkurven. Primerne som ble benyt-
tet (17) er oppgitt i tabell 2. PCR-reaksjo-
nen besto av 12,5 ul SYBR Premix EX Taq
(Takara Bio, USA), 2 ul av hver av pri-
merne BAC-338 og BAC-805 (Eurogen-
tec, 0.4 uM sluttkonsentrasjon), 6 ul H O
(sPrime GmbH, Hilden, Tyskland), 0,5 pl
ROX II reference dye (inkludert i SYBR
Premix E EX Tagq kit), og 2 pl templat i et
sluttvolum pd 25 pl. Rotor-Gene Q real
time PCR instrument (Qiagen) ble benyt-
tet med folgende innstillinger: 95 °C i 10
sekunder etterfulgt av 30 sykler med 95
°Ci3sekunder og 60 °Ci 25 sekunder.

Kvantifisering av humant DNA
Humant DNA-utbytte ble malt med et
kommersielt kit (Quantifiler Human DNA
Quantification Kit (ThermoFisher Scien-
tific)) som detekterer genet for humant
telomerase revers transkriptase (hTERT).
Kvantifisering ble utfgrt med en stan-
dardkurve som besto av syv trefolds for-
tynninger av hTERT (fra samme kit) ana-
lysert i triplikater. Prgvene ble analysert
ufortynnet i duplikater med alle forhold
som anbefalt fra produsenten. AB 7900
HT real time PCR instrument (Thermo-
Fisher Scientific) ble benyttet til amplifi-
sering.

Data for bade bakterielt og humant
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F1GUR 2. Utbytte av bakterielt DNA (2a) og humant DNA (2b)
Utbytte av bakterielt DNA (2a) og humant DNA (2b) fra de ulike ekstraksjonsprotokollene. Boksene representerer gvre og nedre kvartil (25. og 75.
percentil) delt etter medianen. Verdier utenfor dette omradet vises som «whiskers» og ekstremverdier. IQR = Interkvartilt omrade. Diamantene
representerer gjennomsnittsverdier med 95% konfidensintervall. QI Aamp® DNA Stool Mini Kit med og uten enzymatisk forbehandling (Q og QE),
PSP® Spin Stool DNA Kit med og uten enzymatisk forbehandling (P og PE), QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit (QS) og PowerMag Microbiome
RNA/DNA Isolation Kit (PM). QS ga signifikant heyere utbytte av bakterielt DNA sammenliknet med bade P og Q. For humant DNA-utbytte var det
ingen signifikant forskjell mellom QS og Q, men mellom QS og PE.

DNA ble analysert med Shapiro-Wilks
normalfordelingstest, og resultatene ble
sammenliknet med ANOVA og Wilcoxon
rangeringstest for parvise data. Ettersom
det ble utfgrt multiple analyser, ble p-ver-
diene Bonferroni-korrigert. Alle statis-
tiske analyser ble utfort i Analyse-it (Ana-
lyse-it Software, Ltd., Leeds, UK).

Bakteriell diversitet
Bakteriell diversitet ble undersgkt ved
IS-profilering, et begrep innfert av Bud-

ding og medarbeidere i 2012 (18). DNA-
regionen mellom genene som koder for
16S rRNA og 23S rRNA (Intergenisk Spa-
cer, ogsa kalt Intertranscribed spacer) ble
amplifisert i hver prove, og alle IS-frag-
menter ble sa separert med kapillerelek-
troforese (figur 1).

En multiplex PCR med to ulike pri-
mersett spesifikke for henholdsvis Bac-
teroidetes (HEX-merket) og Firmicutes,
Actinobacteria, Fusobacterium og Verru-
comicrobia (FAM-merket) ble benyttet.

lle, Bap

DNA ekstrasjonsprotokoll

PCR-reaksjonen besto av 1 ul av hver av
primerne FirlSf (FAM), BacISf (HEX),
DuiSr1, DuiSr2 og DuiSr4 (sluttkonsen-
trasjon pa 0,04 pM), 12,15 ul HO, 2,5 pl
Invitrogen 10x PCR buffer -MgCl, 1,75
pl somM MgCl, 0,5 ul 10mM dNTP, 1 pl
BSA (1 %), 0,1 pl Platinum Taq polyme-
rase og 2 pl templat (DNA fortynnet 1:10)
i et sluttvolum pa 25 pl. Rotor-Gene Q real
time PCR instrument (Qiagen) ble benyt-
tet med fplgende innstillinger: 95 °C i 2
minutter etterfulgt av 35 sykler med 94

TABELL 3: Utbytte av bakterielt og humant DNA, samt resultater av bakterielle diversitetsanalyser for hver ekstraksjonsprotokoll som ble evaluert

i studien.

Ekstraksjonsprotokoll

Bakterielt DNA-
utbytte (ng/ul),
middelverdi (SD)

Humant DNA-
utbytte (pg/ul),
middelverdi (SD)

Diversitet i hver prove
(alfadiversitet)
Firmicutes/Bacteroidetes,

Diversitet mellom praver
fra samme protokoll
(betadiversitet) Firmicutes/

middelverdi (SD) Bacteroidetes
QIAamp® DNA Stool Mini Kit 13,79 (8.11) 8,92 (6.39) 2,83 (0.4) /2,65 (0.39) 313/330
QlAamp® DNA Stool Mini Kit med enzymatisk for- 7,63 (7.63) 4,98 (6.23) 2,91 (0.36) / 2,57 (0.4) 367/329
behandling
PSP® Spin Stool DNA Kit 13,47 (8.65) 5,7 (8.97) 2,84 (0.34) /2,77 (0.31) 355/444
PSP® Spin Stool DNA Kit med enzymatisk forbe- 8,1 (7.04) 8,45 (6.47) 2,90 (0.32) / 2,58 (0.35) 347/339
handling
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit 21,22 (10.91) 11,91 (8.94) 2,83 (0.39) / 2,60 (0.39) 291/343
PowerMag Microbiome RNA/DNA lIsolation Kit 0,23 (0.19) 0,24 (0.58) 1A 1A

Alfadiversitet er beregnet med Shannon diversitetsindeks. Betadiversitet er presentert med total nettverkslengde av konstruerte dendrogrammer, som representerer avstand mellom
prover ekstrahert med samme protokoll. Diversitetsanalyser er ikke utfert for PowerMag Microbiome RNA/DNA Isolation Kit pa grunn av lavt DNA-utbytte og degradert DNA.
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°C i 30 sekunder, 56 °C i 45 sekunder, og
72 °Ci 60 sekunder. Alle prever ble analy-
sert i to tekniske replikater i samme opp-
sett. Primere er oppgitt i tabell 2.

Kapillerelektroforese for separasjon av
IS-fragmenter ble utfert med ABI Prism
3130xl GeneticAnalyzer med et 50 cm
kapilleer og POP-7 polymer. 5 pl PCR-pro-
dukt, 0,1 ul Map Marker 1000 size stan-
dard (ROX) og 19,9 pl Hidi formamide
(ThermoFisher Scientific) ble benyttet i
reaksjonsmiksen. Modulen 1200LIZ size
standard for 3130xl Genetic Analyzer ble
benyttet med alle innstillinger som anbe-
falt fra leverandepr.

Dataprosessering av fragmentlengde-
profiler fra kapilleerelektroforese ble ana-
lysert med BioNumerics software versjon
7.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem,
Belgia). Filter for fargeblgdning mellom
kanaler ble satt til 7000 punkter. Gren-
sen for a detektere en topp ble satt til 1 %
av «OD range» og 2 % of «curve range».
Fragmentene i markegren ble benyttet
til normalisering og sammenstilling av
proveprofilene. For d fjerne potensielle
primer-dimere, ble grensen for minste
fragmentlengde satt til 60 basepar. Skyg-
geband (feil fra polymerasen) ble fjernet
dersom de var mindre enn 1,2 basepar
unna og mindre enn 60 % av hgyden til
en topp. Alle innstillingene var som anbe-
falt fra leverander. Negative kontroller
ble benyttet til & vurdere kontaminering i
reagenser eller uspesifikke topper.

Fragmentlengdeprofilene (antall frag-
menter og mengde av hvert fragment)
for hver prove ble benyttet til beregning
av bakteriell diversitet. Diversitet internt
i hver prgve (alfadiversitet) ble beregnet i
Bionumerics (Applied Maths) med Shan-
non diversitetsindeks som stiger propor-
sjonelt med diversiteten (19). Gjennom-
snittlig Shannon diversitetsindeks for alle
prover fra hver ekstraksjonsmetode ble
sa beregnet, og Wilcoxon rangeringstest
for parvise data ble benyttet til & vurdere
forskjeller mellom hver ekstraksjons-
prosedyre. Ettersom det ble utfert flere
sammenlikninger, ble alle p-verdier Bon-
ferroni-korrigert. Diversitet mellom prg-
ver isolert med samme ekstraksjonspro-
sedyre (betadiversitet) ble beregnet ved a
konstruere et dendrogram i Bionumerics
(Applied Maths). Pearsons korrelasjon ble

benyttet pd fragmentlengdeprofilene for
amalelikhet mellom prgvene, og UPGMA
som algoritme for «clustering». Total
nettverkslengde av resulterende dendro-
gram viste forskjellen mellom prover fra
hver ekstraksjonsprosedyre. Separate
analyser ble utfert for hvert primersett
(Bacteroidetes (HEX) og Firmicutes (FAM))
og for hver ekstraksjonsprosedyre.

Resultater
Kvantifisering av bakterielt DNA
Total mengde 16S rRNA i hver prgve ble
kvantifisert ved hjelp av en standard-
kurve med reaksjonseffektivitet pa 95 %
og korrelasjonskoeffisient (r2) pa 0,99.
ANOVA viste signifikant forskjell i bak-
terielt DNA-utbytte mellom protokollene
(p< 0.0001). De tre protokollene med hgy-
est bakterielt DNA-utbytte var QS, Q og P.
Resultatene fra Wilcoxon rangeringstest
for parvise data viste at QS ga signifikant
bedre utbytte enn bade P og Q (p<0.0001).
Ingen signifikant forskjell ble funnet mel-
lom P og Q (p=0.2204) (figur 2a, tabell 3).
PM ga sveert darlig utbytte av bakterielt
DNA. En agarosegel-elektroforese viste at
DNA fra dette kitet var degradert.

Kvantifisering av humant DNA

Total mengde humant DNA i hver prove
ble kvantifisert ved hjelp av en standard-
kurve med korrelasjonskoeffisient (r2) pa
0.99. ANOVA viste signifikant forskjell i
humant DNA-utbytte mellom protokol-
lene (p< 0.0001). QS hadde hgyest DNA-
utbytte, tett fulgt av Q og PE (figur 2b).
Wilcoxon rangeringstest for parvise data
viste ingen signifikant forskjell mellom
QS og Q (p=0.1375), men mellom QS og PE
(p< 0.0001).

Bakteriell diversitet
Diversitet internt i hver prgve (alfadi-
versitet) varierte lite mellom de ulike
ekstraksjonsprotokollene, spesielt i Fir-
micutes-rekken. Resultater fra Wilcoxon
rangeringstest for parvise data viste imid-
lertid statistisk signifikant forskjell i Bac-
teroidetes-rekken mellom P og de to etter-
folgende ekstraksjonsprotokollene (QS
og Q, tabell 3).

Diversitet mellom prgver isolert med
samme ekstraksjonsprotokoll viste at P ga
hoyest betadiversitet i Bacteroidetes-rek-
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ken, og nest hegyest i Firmicutes-rekken.
QS resulterte i lavest diversitet i Firmicu-
tes-rekken og lavere diversitet enn P i Bac-
teroidetes-rekken (tabell 3).

Diskusjon

Malet med denne studien var a identifi-
sere den beste DNA-ekstraksjonsmeto-
den for a studere bakteriell diversitet og
humant DNA i fecesprgver. Fordi det er
sa lite humant DNA i feces, er det spesi-
elt viktig med gode ekstraksjonsmeto-
der for a fa best mulig utbytte. QS skilte
seg ut som den protokollen som ga hegy-
est utbytte av bade bakterielt og humant
DNA. P og Q har to valgfrie protokoller
beskrevet av produsenten, og protokollen
som er optimalisert for bakterielt DNA
ble benyttet i denne studien. Forskjel-
len besto av et lyseringstrinn ved 95° C,
i stedet for lysering ved romtemperatur.
Produsentene beskriver at dette gir en
hgyere ratio av bakterielt/humant DNA.
Dette kan ha hatt innvirkning pa utbytte
av humant DNA, men kan ikke forklare
forskjellen i bakterielt DNA-utbytte sam-
menliknet med QS. QS har ogsa tidligere
vist & gi heyt utbytte av bakterielt DNA
med sveert god renhet nar sammenliknet
med andre ekstraksjonsprosedyrer (13).

Utbyttet av DNA var ikke proporsjonalt
med mengde materiale inn i ekstraksjo-
nen. Til tross for at mengde startmateri-
ale var den samme i alle metoder, hadde
protokollene ulik fortynning i lgpet av
ekstraksjonen. Ariefdjohan og medar-
beidere viste at 10-50 mg startmateriale
feces ga hgyere DNA-utbytte enn startma-
teriale pd 100-200 mg (20). Andre studier
har imidlertid vist det motsatte (13). Dette
illustrerer at det er viktig a gjore egne
forsgk, da man ikke ngdvendigvis kan
reprodusere alle parametere fra andres
arbeid. PM var den protokollen med stgrst
mengde materiale inn i ekstraksjonen, og
som kom ddrligst ut i var studie. Metoden
har fatt gode resultater i andre studier (21)
sd vare data kan muligens skyldes manu-
ell tilpasning av en protokoll som er opti-
malisert for et instrument.

Analyse av bakteriell diversitet illu-
strerte at det ikke ngdvendigvis er sam-
svar mellom utbytte av bakterielt DNA og
bakteriell diversitet. Til tross for sma for-
skjeller i diversitet internt i hver preve
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(alfadiversitet) i Firmicutes-rekken, fant
vi en statistisk signifikant hgyere alfadi-
versitet i Bacteroidetes-rekken i faver av P
fremfor de andre ekstraksjonsprotokol-
lene. Protokollen med hgyest DNA-utbytte
i denne studien, ga altsa ikke den hgyeste
diversiteten. Dette er ikke i trdd med Cla-
assen og medarbeidere som fant hgyest
alfadiversitet i de samme ekstraksjonsme-
todene som ga stgrst DNA-utbytte. Arsa-
ken til forskjellene kan veere at det ble
benyttet ulike prinsipper og separasjons-
metoder i diversitetsanalysene.

Ved sammenlikning av bakteriell diver-
sitet i litteraturen er det hovedsakelig
fokus pa alfadiversitet, der antall bakte-
rier og mengde av disse beregnes i ulike
prover. Var studie har ogsd undersgkt
betadiversitet, som viser diversitet mel-
lom prgver ekstrahert med samme pro-
tokoll. Ettersom prevene i denne studien
er fra urelaterte personer i ulike aldre, ber
forskjellen mellom dem vaere sd stor som
mulig. Vare resultater tyder pa at det var
mindre forskjell mellom prgvene ndar de
ble ekstrahert med QS, altsd ser prevepro-
filene likere ut enn for de andre ekstrak-
sjonsprotokollene. Det kan bety at noen
bakteirevarianter favoriseres og andre
ikke ekstraheres like godt med QS. For-
skjellene er imidlertid ikke store, og hva
slags betydning eller utslag dette har i
nedstrgmsanalyser er usikkert. En mulig
forklaring pa diversitetsresultatene kan
vare at vi fulgte en mindre omfattende
protokoll for mekanisk lysering wved
ekstraksjon med QS (tabell 1). Om for-
skjellene i diversitet skyldes forskjellene
i mekanisk lysering eller selve ekstraksjo-
nen pd instrumentet, er ikke undersgkt.

Denne studien fant ingen positiv effekt
av et ekstra trinn med enzymatisk lyse-
ring. Arsaker til dette kan vare at bade
mekanisk lysering, oppvarming og kje-
misk lysering var inkludert i alle protokol-
ler. Alle prevene i denne studien hadde
vaert frosset, noe som kan ha hatt en ytter-
ligere positiv effekt pd lysering av celler
og frigjering av DNA. En annen mulig for-
klaring kan veere at ikke alle enzymene
fikk optimale forhold til & uteve sin funk-
sjon. Lysozyme fungerer optimalt ved
romtemperatur og ikke 37 ¢C som benyt-
tet i denne studien for bade lysozyme,
mutanolysin og lysostaphin.

26 | BIOINGENIGREN 6.2017

Konklusjon

Ekstraksjon med QIAsymphony med DSP
Virus/Pathogen kit (Qiagen) ga hgyest
utbytte avbade humant og bakterielt DNA
i denne studien. Metoden er fordelaktig
med tanke pa det automatiserte systemet
som kan handtere opp til 96 prever med
svert lite manuell handtering. Ekstrak-
sjon med PSP° Spin Stool DNA Kit (Stratec
Molecular) ga hgyest bakteriell diversitet.
Metoden er bade tid- og ressurskrevende
grunnet en manuell prosedyre, men kan
med fordel benyttes i bakterielle diversi-
tetsstudier dersom tid og ressursbruk
ikke er avgjorende faktorer. H
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