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Indledning

Gennem projektet * Afprevning af PCR-teknik til test for virusi knolde' (i det falgende omtalt som
"projekt 1') blev det klart, at 'flaskehalsen’ i den nye '’ TagMan’ metode er at udtage og findele et
repraesentativt stykke af en kartoffelknold og forberede preoven til PCR-analysen. | naavaaende
opfalgningsprojekt blev mulighederne for en optimeret og mere arbedseffektiv metode til
preveforberedelse undersggt ved at besgge Central Science Laboratory (CSL), UK der har stor

erfaring netop indenfor dette omrade.

Problemerne der er knyttet til proveforberedelse kan delesi to:

1) For at vege sikker pa at detektere virus skal preven udtages det rette sted og den
efterfalgende virus RNA ekstraktion skal veae effektiv sdledes at der ekstraheres mest
muligt virus RNA. | projekt 1 var der nogen uoverensstemmelse mellem resultater opnaet
ved ELISA og TagMan, hovedsageligt bestdende i, at enkelte knolde der var positive ved
ELISA, var negative ved TagMan. Da TagMan metoden er meget fglsom, mener vi, at
uoverensstemmelsen kan tilskrives prgveudtagning (virus kan vege ujseynt fordelt i
knolden) eller den efterfalgende praveforberedel se (virus RNA ekstraktion).

2) proveforberedelsen er meget arbejdskraevende medmindre der indfares automation af de
forskelligetrin.

Med baggrund i de to problemer besggte Mogens Nicolaisen CSL februar 2003. De forskellige trin i
processen blev diskuteret med Dr. Rick Mumford, der har det overordnede ansvar for udferelsen af
test af knolde ved CSL. Efterfalgende demonstrerede Dr. Thomas Fisher de enkelte trin i processen.

Kort beskrivelse af arbejdsgangen ved CSL
CSLs metode til test af virus direkte i knolde er endnu ikke fuldt automatiseret/ opskaleret til
massetestning.
1) Der udtages en 'prop’ af knolden fra bade navle- og krone-enden (for at modvirke effekten
af ujsevn fordeling af virusi knolden). Dette gares manuelt med en slags propbor, som CSL
selv har konstrueret. Propboret rengeres i natrium hydroxid og vand mellem hver udtagning

for at forhindre forurening af de enkelte praver.



2)

3)

4)

5)

Knoldprever fra 4 knolde sldes sammen til en preve, og disse kommesi et metalrer med en
stlkugle og 6 ml extraktionsvasske. Raret lukkes herefter og rystes kraftigt pa et specielt
apparat (CSL benytter et apparat fra KLECO). Kapaciteten er 6 rgr ad gangen, og
proceduren har en varighed af ca. 3 min. Knolden og vaesken udger nu en homogen ’ suppe’.

En del af denne ’suppe’ overferes nu til en robot til ekstraktion af virus RNA. CSL benytter
et system 'King Fisher’ der har en kapacitet pa 15 prever ad gangen i CSLs opstilling.
Ekstraktionen tager ca 30 min. Systemet bygger pa, at RNA binder til silica gel under
bestemte forhold (kemisk buffer). Man kan saledes binde RNA til silica, mens urenheder,
der ikke binder til silica, vaskes bort. Efterfalgende kan man fa RNA til at dlippe silicagelen
sdledes at man har rent RNA i f.eks. vand. Dette princip benyttes af de fleste systemer til
isolering af RNA pa markedet.

Herefter overfares det isolerede virus RNA til en pipetteringsrobot (CSL benytter en robot
fra Hamilton) sammen med reagenser til TagMan analysen. De forskellige reagenser
afpipetteres nu automatisk til de enkelte "brende’ i en bakke med plads til 384 prover.
Anaysen for PVY og PLRV udferes hver for sig. Samtidig analyseres for et stykke plante
RNA som altid findesi kartoffelknolde — dette bruges som en kontrol for, at testen har virket
for den enkelte knold. Pipetteringsproceduren tager ca. 30 min.

Herefter analyseres proverne i TagMan apparat. Dette tager godt 2 timer. Efterfaglgende kan

resultaterne vurderes og infektionsgraden beregnes.

CSL har kun planer om at bruge TagMan som et alternativ til ELISA pa spirer nar f.eks. der er brug
for et hurtigt svar (CSL lover et svar indenfor 5 dage). CSL vil sdledes ikke fuldt erstatte ELISA

med TagMan.

Gennemgang af de enkeltetrin i proceduren

1)

2)

Udtagning af kartoffelvaav: CSL opnar god overensstemmelse mellem ELISA og TagMan

og deres preveudtagningsprodedure ma derfor vaare velegnet til TagMan analyser. Hvorvidt
denne proces kan effektiviseres er ikke fuldt undersggt, men det er dog ikke sandsynligt at
preveudtagning kan automatiseres hvis preven ska udtages pa bestemte steder (navle- og
kroneenden).

Findeling af preven: CSL sl& som naevnt 4 prever sammen. Det var Rick Mumfords

vurdering, at det vil vaae muligt at sla 10 prever sammen. Dette er i modstrid med



3)

4)

5)

6)

konklusioner opnaet i 'Projekt 1' hvor det ikke vurderedes muligt at Sl prever sammen, da
svagt inficerede knolde dermed ikke ville blive bedamt positive. Denne uoverensstemmelse
skyldes sandsynligvis, at CSL bruger en mere optimal preveforberedel sesmetode end den
der blev benyttet i projekt 1. Hvorvidt det kan komme patale at poole prever ma bero paen
statistisk analyse (hvis der f.eks. forventes en hgj procentuel infektionsgrad kan det nagppe
betale sig at poole, da man sa efterfalgende skal tilbage og analysere preverne enkeltvis).
CSL anvender et system til findeling af prever hvor der kun kan kares 6 prever ad gangen.
Dette er ikke hensigtsmaessigt ved analyse af mange prever. Der findes imidlertid systemer
pa markedet der kan handtere 96 prgver ad gangen (Qiagen, KLECO). Disse systemer
fungerer ligeledes ved at en kugle under rystning findeler kartoffelvaevet.

Virus RNA ekstraktion: CSL benytter et virus RNA ekstraktionssystem King Fisher med et
tilharende robotsystem til handtering af 15 prever. Dette er i underkanten af det det optimale

antal prever der bar kunne handteres. Der findes systemer pa markedet til handtering af 96
praver ad gangen (f.eks. fra Applied Biosystems). Udover at @ge kapaciteten vil det
ligeledes vaare en fordel, hvis antallet af prever (96) der kan handteres er det samme gennem
hel e arbejdsgangen (undtagen selve TagMan analysen, der kan tage 384 praver).

Afpipettering/ opsadning af analyse: CSL benytter et Hamilton af pipetteringssystem til

praveforberedelse. Det ma konstateres at vaae en ngdvendighed med automatiseret
pipettering ved anvendelse af 384-prove bakker. Det er simpelthen ikke muligt for et
menneske at holde rede pa 384 prever. CSL har darlige erfaringer med at teste for PLRV og
PVY i samme prove/arbgidsgang, mens 'Projekt 1' viste det modsatte. Rationaliserings
gevinsten ved at analysere de to virus i samme arbejdsgang ligger i selve TagMan analysen,
mens der under alle omstaendigheder kun skal foretages en preveforberedelse for de 2 virus.

TagMan analyse: Denne er beskrevet i rapporten for 'Projekt 1'. | korte trask findes der to

TagMan maskiner: en der kan kere 96 og en der kan kare 384 prover ad gangen. Til 384
maskinen kan der tilsluttes en ' karrusel’ der automatisk fylder plader i maskinen efterhanden
som de bliver faardige. Dette vil sige at maskinen kan kere i dggndrift og siledes analysere
10 plader eller naesten 4000 prover i dagnet.

Dataanalyse: Der skal oprettes klare definitioner af, hvornar en preve skal opfattes som
inficeret hhv. sund. | de fleste tilfadde er det nemt at skelne inficeret fra sund, men der kan
vage tvivlsspargsmal.



De enkelte instrumenter kraever indkaring fer de tagesi anvendelse i testlaboratoriet:
Vavsudtagning. Kraever kun begreanset indkering, det ber testes at der ikke kan ske

krydskontaminering af praver.
Findeling af vaev. Der kraeves en optimering af graden af findeling af preven. Dette kraever dog kun

enkelte forsag.
VirusRNA ekstraktion. Der bruges beskrevne metoder til virus RNA ekstraktion, dog skal disse

afpreves far en egentlig ivaaksadtel se af testning.

Afpipettering. En afpipetteteringsrobot er et meget fintfglende instrument der kraaver indkaring til
hvert specifikke formal. Dette arbejde kan sikkert udferes af det sedgende firma.

TagMan apparatet vil relativt nemt kunne szdtes op til at fungere, apparatet skal testes pa prever

med et indhold af virus samt pa sunde prover.

Indkeringen af de enkelte apparaturer vil sandsynligvisi stor udstrakning kunne aftales udfert af de

sadgende firmaer.

Prisniveau

| rapporten for Projekt 1 er der allerede givet en priskalkulation for selve TagMan analysen. Det er
ikke muligt at give en ngjagtig priskalkule for de gvrige trin i proceduren da det naturligvis
afhaenger af hvilke systemer der vadges.

Et groft prisoverslag viser, at prisen for en enkelt preve vil vaare ca 20 Kr.

Der er ikke indhentet tilbud pa udstyr.

Behov for arbe dskraft
| perioden hvor testningen foregér vil de mest arbejdskrasvende trin vagre udtagning af knoldpraver,

overfarsel af prever mellem de enkelte trin, samt vurdering af resultater.

Generelle betragtninger.

Handtering af store mamngder prover kraever en hgj grad af systematisering samt en protokol for
hvordan ombytningsfejl undgdes. Dette gadder selvfalgelig bade ved ELISA og ved TagMan
analyse. Der skal udarbejdes procedurer for overgangen mellem de enkelte procedurer sdledes at
f.eks. det findelte vaev overfarestil virus RNA ekstraktionen pa en rationel méde.



CSL bruger som naavnt ovenfor et stykke RNA som kontrol pa at testen har virket (hvis resultatet
kommer ud negativt har man strengt taget ingen garanti for, om der ikke er virusi praven eller om
noget er gaet gat f.eks. under ekstraktionen, med mindre man har en kontrol som den CSL
benytter). Denne forholdsregel er fornuftig, men den betyder samtidig ogsa at der skal kares en
ekstratest for hver enkelt prave. Det kan overvejes at kere en sdan test som en slags stikpreve for

at reducere omfanget.

Konklusion

Det vil veare muligt at analysere et stort antal prever vha. TagMan teknik. Dette vil dog kreeve
indkeb af apparatur til automatisering af de enkelte arbejdsgange. Derudover vil det kreeve
personale der er tramet i brugen af apparaturet. Det er forbundet med en del omkostninger til
materialer at anaysere vha. TagMan systemet, men disse omkostninger kan sandsynligvis
nedbringes ved at Sl& prever sammen (op til 10) samt ved rabataftaler.



Findelingsmaskinetil veev (Qiagen)

Virus RNA ekstraktionsmaskine (Applied Biosystems)




Afpipetteringsrobot (Hamilton)
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