PCR-kontamination
—nar styrken er svagheder

Deter umuligt helt at undga PCR-kontamination, men med ensrettede arbejdsgange
generelle retingslinjer og enimplementeret metode til inaktivering af carry-over-
kontamination kan man nedseette risikoen betydeligt. Et andet altemativ er reaHime
PCR, hvor risikoen for carry-over-kontamination er begraensel
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Pavisning og eftersporing af patogener vha. kvalitetssikrede
DNA-amplifikationsteknikker anvendes i stigende grad i
akkrediterede laboratorier. En meget anvendt metode er
polymerase keedereaktion (PCR), som bruges i vid udstraekning
inden for mikrobiologi, molekylarbiologi, retsmedicin, medi-
cinsk diagnostik og screening m.m. En af metodens fordele er
den hgje sensitivitet. Ironisk nok er det netop den ekstreme
amplifikations-sensitivitet, der er metodens akilleshel, idet den
er meget falsom over for kontamination.

Regionale mikrobiologiske laboratorier og mange private
laboratorier har etableret, eller overvejer at etablere, PCR-
metoder til rutinebrug, og det stiller store krav til kvalitetssik-
ring og efteruddannelse af personale. Selv om udviklingen gar
mod at bruge lukkede analyseapparater (real-time PCR), der
ikke kraever separate lokaler med serlige ventilationsforhold,
er det vigtigt at forsta kritiske punkter og tage hgjde for dem i
indretning og kvalitetssikringsinstrukser.

Pa EU-plan er der udarbejdet udkast til fire standarddoku-
menter, der beskriver de generelle forhold omkring implemen-
tering og kvalitetssikring af PCR i diagnostik [1]. Iser i
dokumentet om amplifikation og detektion af PCR-produkter
leegges der stor vaegt pa de forholdsregler, man bgr tage for at
undgéa PCR-kontamination.

Kontaminationskilder

Kort fortalt er PCR en enzymatisk mangfoldiggerelse af en
bestemt DNA-sekvens (malsekvens) bestaende af tre trin:

1. Denaturering (spaltning) af det dobbeltstrengede DNA
(~94°C).

2. Annealing (binding) af to korte stykker DNA, sékaldte
primere, til komplementare sekvenser specifikke for primerne
(30-60°C).

3. Extension (forleengelse) af primerne med de komplementare
sekvenser vha. en varmestabil DNA-polymerase og nukleotider
(72°C). De dannede amplifikationsprodukter detekteres
herefter hyppigst vha. gelelektroforese, og visualiseres efter
farvning med ethidiumbromid under UV-lys.

Den vasentligste kilde til kontamination i PCR er sakaldt
produkt »carry-over« [2,3]. Carry-over betyder overfarsel af
tidligere amplificeret DNA til nye prgver, hvilket f.eks. kan ske
via pipetter, reagenser, omgivende miljg eller personale.
Eftersom det amplificerede produkt vil fungere som mal-DNA i
dannelsen af nyt produkt, vil der dukke PCR-produkter op, som
ikke skyldes tilstedeveerelse af mélsekvens i den oprindelige
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prgve. Denne form for kontamination er velkendt fra andre
laboratorieteknikker, ogsa traditionel mikrobiologi, men nar
den fremhaves som et szrligt problem i forbindelse med PCR,
er det pga. metodens meget hgje amplifikations-sensitivitet.
PCR-teknikken kan forgge selv fa kopier af DNA millioner af
gange, og ved utilsigtet overfarsel af selv det mindste smule
PCR-produkt (amplikon), kan der genereres millioner af
kopier, hvilket giver falsk-positive resultater. Problemet med
carry-over-kontamination er serlig stort, nar den samme PCR-
test gentages jeevnligt, som f.eks. i et diagnostisk laboratorium,
hvor praver screenes for tilstedeverelsen af fa bestemte gener.

Andre kilder til kontamination er den indledende praveforbe-
redelse, hvor DNA fra inficerede praver eller den positive
testkontrol utilsigtet kan overfares til negative prgver. Det
stiller krav til indretning af PCR-lokaler og -personale. Auto-
matisering af proveforberedelse kan nedsette kontaminations-
risikoen, men der er lange udsigter til, at sddanne lukkede
apparater kan erhverves til overkommelige priser og i et
format, der egner sig til diagnostisk materiale og fadevareprg-
ver.

Kontamination — hvordan kan det undgas?
Indretning af PCR-lokaler
Et af de mest fundamentale krav til et PCR-laboratorium er
fysisk adskillelse af de forskellige arbejdsomrader. Som et
minimum skal alle prae- og post-PCR-arbejder forega i to
separate rum placeret »langt« fra hinanden. Til pre-PCR-
manipulationer hgrer alle trin op til termocykling, og til post-
PCR alle trin efter, og inkl. termocykling (figur 1). P4 figur 1
er fire separate rum dedikeret til de forskellige PCR-trin [4,5].
Al pragvebehandling sker i rum 1, herunder ekstraktion af DNA
fra praver. Det kan forega i et hjgrne af pravemodtagelses-
rummet. | »renrummet« (rum 2), der er et DNA-frit omrade,
fremstilles master-mix og PCR’en sattes op. Prgver og positiv
kontrol-DNA tilsettes separat i rum 3. Endelig forgar selve
termocyklingen i rum 4, hvor efterfalgende pavisning af PCR-
produkter, og eventuelt andre post-PCR-processer ligeledes
finder sted. Som pilene pa figur 1 indikerer, er der en ensrettet
arbejdsgang mellem de fire rum. Det er med til at sikre, at der
ikke forekommer carry-over af PCR-produkter til renrummet.

En yderligere sikkerhedsforanstaltning for at undga kontami-
nation er at holde et svagt overtryk i de rene rum og et svagt
undertryk i de rum, hvor der arbejdes med PCR-produkter.

En anden mulighed, hvis laboratoriepladsen er begranset, er
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Figur 1. Ideel indretning af et PCR-laboratorium

at oprette seerskilte arbejdszoner i to rum. Her er det ngdven-
digt at dedikere udstyr og reagenser til de enkelte zoner og at
ensrette arbejdsgangene, sa der ikke forekommer kontaminati-
on mellem zonerne. Der kan bruges dedikerede sikkerhedska-
binetter med indlagt UV-lys til pravebehandling, DNA-
ekstraktion og opsatning af PCR. Det kan vere Laminar Air
Flow (LAF) -bzenke, »dead-air«-bokse eller biologiske sikker-
hedskabinetter udstyret med HEPA-filtre [5-7]. Disse anbefa-
linger mgder dog kritik, fordi de menes at veere overflgdige og
kun bidrager til at gge omkostningerne ved PCR.

Personale

Individuelle arbejdsvaner har direkte indflydelse pa alle i PCR-
laboratoriet, iseer i store laboratorier, hvor mange forskellige
funktioner er i de samme lokaler. Det ville vaere ideelt, men
ikke realistisk, at have seerskilt personale dedikeret til hhv. pree-
0g post-PCR-rummene.

For at reducere kontaminationsrisikoen er det ngdvendigt at
baere engangshandsker og kittel. Handskerne skal skiftes tit, og
altid nar man forlader en arbejdszone eller treeder ind i en ny
[4,5,6]. Arbejdes der med en meget fglsom PCR eller humant
prgvemateriale, kan det ogsa vaere ngdvendigt at afskeerme
hoved og ansigt.

Reagenser
For at nedseette risikoen for kontamination via reagenser og
primere, og for at reducere omkostningerne, er det vigtigt ved
abning at dele dem i mindre portioner. Hvis kontamination
forekommer, er det oftest ngdvendigt at kassere samtlige
reagenser, da arbejdet med at spore kilden vil vaere omfattende
[2,8].

Rutinemaessig UV-bestréling af reagenser kan vaere medvirken-
de til at forebygge kontamination. DNA-polymerase og primere
bar ikke bestréles, da metodens sensitivitet kan forringes.
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Udstyr

For at minimere risikoen for kontamination er det god
laboratoriepraksis at dedikere alt anvendt PCR-udstyr til de
forskellige arbejdszoner. Er der flere zoner i samme rum, kan
det f.eks. gares ved at bruge farvekoder.

Da autoklavering ikke fjerner DNA, bgr der altid bruges
ikke-handterede engangsmaterialer, nar det er muligt. Termo-
cyklere skal ogsa efterses og rengares regelmassigt [9].
Knakkede PCR-rar kan lekke i PCR-blokken. Positive
fortreengningspipetter (f.eks. Microman, Gilson) med filter
forhindrer kontamination via aerosoler.

Renggaring

Speciel renggring i forbindelse med PCR er baseret pa
nedbrydelse af DNA. Dette ggres mest effektivt med syre eller
hypochlorit. En 0,1 M saltsyre eller en 10-20% Klorinoplgsning
gdelegger eventuelt tilstedevaerende DNA, sa det ikke kan
fungere som mal-DNA i en ny PCR-reaktion. Igen er det
vigtigt at veere opmeerksom pa at opretholde en ensrettet
arbejdsgang og overholde de forskellige arbejdszoner [7].

Kontroller

Mht. kontamination er bade den positive og den blanke kontrol
vigtig. Den blanke kontrol, der indeholder alle PCR-reagenser
undtagen mal-DNA, fungerer som en kontrol af opsetningen af
reagenserne [2,4,6]. Mangden af DNA i den positive kontrol er
vigtig. Den skal helst begranses til under 100 kopier for ikke at
danne for store mangder produkt og dermed gge risikoen for
carry-over-kontamination.

Inaktivering af carry-over-kontamination

Brugen af inaktiveringsteknikker er et supplement til og ikke en
erstatning for god laboratoriepraksis. Der findes adskillige
fotokemiske, enzymatiske og kemiske teknikker til at inakti-



vere PCR-produkter. De bygger alle p4 samme princip: at
gdelegge eller forandre DNA-strengene i PCR-produktet, sa de
ikke kan fungere som mal-DNA i nye PCR-reaktioner [10].
Inaktiveringen kan enten ske fgr amplificeringen (pree-PCR-
sterilisation), hvor eventuelt tilstedeveerende carry-over-
kontamination inaktiveres, eller efter (post-PCR-sterilisation)
hvor alle nukleinsyrer, inkl. de dannede PCR-produkter,
inaktiveres. Ulempen ved pree-PCR-sterilisation er, at de
»fglsomme« PCR-reagenser (DNA-polymerase, primere, mal-
DNA) farst kan tilszettes efterfglgende, og dermed introduceres
endnu en kontaminationskilde [11].

To kriterier skal opfyldes for vellykket inaktivering af
carry-over-kontamination. For det farste ma amplikon ikke
eksponeres for det omgivende miljg for inaktiveringen, dvs.
den skal ske, far PCR-rgrene abnes i detektionsfasen (gel-
elektroforese). For det andet er det vigtigt, at inaktiveringen
ikke hindrer amplifikation, detektion eller eventuel post-PCR-
manipulation.

Uracil-N-Glycosylase-teknikken
Cytosin i DNA deaminerer spontant til uracil, hvilket resulterer
i at cytosin omdannes til thymidin.

G-C — deaminering —» G-U— replikering —
G-C og AU — replikering —»...A-T

Uracil-N-glycosylase (UNG) er et DNA-reparationsenzym, der
genkender uracil som fremmed for DNA og derfor fraspalter
det. | forbindelse med inaktivering af carry-over-kontamination
udnyttes UNG’s funktion til at nedbryde de dannede PCR-
produkter, s& de ikke leengere kan fungere som mal-DNA i nye
PCR-reaktioner (figur 2, side 34).

Under amplifikationen erstattes dTTP med dUTP. De
amplificerede produkter indeholder dermed deoxyuracil,
hvorfor man kemisk kan skelne mellem amplificeret produkt
og nyt mal-DNA. Ved at tilszette UNG til master-mixet
fraspaltes uracil i eventuelt tilstedeveerende produkter. Fraspalt-
ningen resulterer i, at produkt-DNA-strengen brydes ved de
moderat alkaliske forhold og den hgje temperatur under PCR-
amplificeringen, og den kan ikke fungere som mal-DNA i en
ny amplificering [10]. UNG inaktiveres af varme under det
forste denatureringstrin i PCR, sa nye dUTP-holdige PCR-
produkter ikke spaltes [12].

Furocoumariner

Furocoumariner, som psoralen, isopsoralen og derivater heraf,
kan indskyde sig mellem to DNA-strenge og danne kryds-
bindinger mellem thymidin og cytosin, nar de exciteres.
Tilsettes de til PCR-reaktionen, vil en kort bestraling (ca. 15
minutter) ved 320-400 nm af PCR-rgrene efter amplifikation
medfgre, at produkterne ikke kan fungere som mal-DNA igen
[10]. Inaktiveringen skyldes, at DNA-polymerasen blokeres,
nar den mader en fotokemisk modificeret base i DNA-stren-
gen. Derivater af psoralen og isopsoralen kan inaktivere PCR-
produkter, men efterfglgende hybridisering er kun mulig ved
brug af isopsoralenderivater, hvorfor disse ofte foretraekkes.

Primerhydrolyse

Primerhydrolyse blev beskrevet fgrste gang i 1993. Metoden
virker umiddelbart meget let tilgeengelig, men er ikke ret brugt.
I metoden anvendes specielle primere, der indeholder en eller
flere ribosebindinger i 3’-enden. Ekstension af primererne
skaber et PCR-produkt med to eller flere spaltbare
ribonukleotidbindinger. Fraspaltning af primererne fra produk-
tet forhindrer det i at fungere som mal-DNA i en ny PCR og
sker ved tilsetning af base (NaOH) efter amplifikation [10,13].

UV-bestraling

UV-bestraling er den aldste af inaktiveringsmetoderne. Ved
kortbglget UV-bestraling af DNA dannes thymidindimerer og
andre kovalente modifikationer i molekylet, hvilket resulterer i,
at det ikke lzengere kan fungere som mal-DNA [10]. Inaktive-
ringen foregar pree-PCR ved bestraling af de enkelte PCR-rar
med master-mix, men ikke tilsat mal-DNA.

Restriktionsenzymer

Brugen af restriktionsenzymer til inaktivering af carry-over-
kontamination er ikke udbredt. Det skyldes muligvis den
begraensede maengde litteratur om metoden og dens effektivitet.
Restriktionsenzymer som Alul, Rsal og Msel kan inaktivere
carry-over-kontamination. Ved at tilsette et eller flere af
enzymerne til PCR-mixet (dog uden DNA-polymerase og mal-
DNA) vil tilstedeveerende PCR-produkter blive klippet ved
disses genkendelsessekvenser. PCR-mixet inkuberes en given
periode med enzymerne, hvorefter de inaktiveres ved kogning
[14].

Real-time PCR

Udbredelsen af real-time PCR er stigende, og i kontaminations-
sammenhang har det flere fordele. I real-time PCR males
forggelsen af PCR-produktet under selve amplifikationen i
samme lukkede analyseapparat, hvilket betyder, at det ikke er
ngdvendigt at bne PCR-raret for at pavise PCR-produktet. Det
nedsetter kontaminationsrisikoen betydeligt. Samtidig er der
ikke lengere behov for separate detektionsrum med serlige
ventilationsforhold.

Real-time PCR har andre fordele sammenlignet med konven-
tionel PCR. | real-time PCR bruges en DNA-probe, der binder
til et bestemt DNA-omréade mellem de to primere. Nedbrydnin-
gen af denne probe resulterer i udsendelsen af et fluorescens-
signal, der er proportionelt med mangden af dannet produkt.
Det betyder, at man kan bestemme antallet af mikroorganismer
i udgangsmaterialet (kvantificering). Binding af proben
verificerer samtidig, at det er den korrekte malsekvens, der er
blevet amplificeret. Endelig nedsattes arbejdsbyrden og
analysetiden betydeligt.

Hvilken metode er bedst?

Alle de ovennavnte metoder har fordele og ulemper, og der er
stor forskel pa omkostningerne. Derfor er det ngdvendigt at
vurdere det enkelte laboratoriums behov og gkonomiske
formaen, fer den mest egnede metode veelges.

Betingelserne for den valgte metode skal derefter etableres
og evalueres [15]. Hvor god er metoden til at inaktivere carry-
over-kontamination? Har den valgte inaktiveringsmetode
indflydelse pd PCR-metodens sensitivitet? Kan de ngdvendige
post-PCR-manipulationer udfgres pa trods af inaktiveringen?
Anvendes isopsoralen f.eks. skal reagenskoncentration og
belysningstid bestemmes.

Det er ogsa muligt, at tilszetning af isopsoralen har en
heemmende effekt pA PCR-metodens fglsomhed. Det kan
eventuelt afhjelpes ved at tilsztte hjeelpestoffer som glycerol
eller bovin serumalbumin (BSA) [11,13]. Anvendes UV-
bestraling skal belysningstid og -afstand fastleegges [16].

Konklusion

Pa trods af de navnte forholdsregler, retningslinjer og
inaktiveringsmetoder er det umuligt helt at undga PCR-
kontamination. Men det er muligt at reducere omfanget og
risikoen betydeligt. Ved at indrette PCR-laboratorier med
ensrettede arbejdsgange, holde sig til nogle generelle retnings-
linjer og implementere en metode til inaktivering af carry-over-

kontamination kan man nedsette forekomsten af falsk-positive ,,
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Figur 2. Inaktivering af carry-over-kontamination vha. UNG. UNG tilsettes
til master-mixet fgr amplificering. Uracil spaltes fra i alle tidligere amplifice-
rede produkter, hvorved de ikke leengere kan fungere som mal-DNA.

resultater. En anden mulighed er real-time PCR, hvor risikoen
for carry-over-kontamination er meget begraenset.
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Elektroforetiske separationer pa mikrochips: Ydeevne og muligheder

| projektet evalueres miniaturiserede systemer til
elektroforetiske separationer. Bade falsomheden ved UV-
absorptionsmalinger og separationseffektiviteten af systemerne
blev undersggt. Desuden blev der afprgvet en ny metode til
DNA-separation. Metoden er baseret pa hydrodynamisk
chromatografi i nanometerdybe kanaler.

Systemer med integrerede balgeledere fremstillet pa silici-
umsubstrater blev vist at veere kompatible med elektroforetiske
separationer ved hgj spaending. Brugen af bglgeledere ger det
muligt at anvende lange optiske vejlaengder og derved forgge
systemernes falsomhed. Spredt lys, der gar uden om detekti-
onscellen, har en stor indflydelse pa den aktuelle falsomhed og
pa det lineaere omrade for absorptionsmalingerne.

Indflydelsen af den afsatte varme (Joule heating) pa separati-
onsegenskaberne blev undersggt teoretisk og eksperimentelt
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for at finde den optimale opnaelige feltstyrke og effektivitet, og
for at undersgge om termostating af systemerne er fordelagtigt.

De miniaturiserede systemer kunne anvendes ved meget
hgjere feltstyrker end konventionelle systemer til kapillar
elektroforese. Miniaturiserede systemer, der ikke var tempera-
turkontrollerede, var lige sé effektive til at fjerne den afsatte
varme som et vaeskekalet silica-kapillar.

DNA-separationer blev demonstreret i kanaler med dybder
pa 100-300 nm. Disse separationer menes at véare opnaet med
en parabolsk profil af det elektroosmotiske flow, som i teorien
er forventet i smalle kanaler, hvor et overlap af det elektriske
dobbeltlag er til stede. Separationerne vist i denne afhandling
giver de forste eksperimentelle beviser til at bekreefte denne
teori.

Nickolaj J. Petersen, Mikroelektronik Centret, DTU






