Gjennomgang av to vitenskapelige arbeider av Leon Cantas som utgjer en
del av hans PhD (2013) med tittel: Development of antimicrobial drug
resistance - Impact of the bacterial infection treatment.

Paper I1: Impact of antibiotic treatments on the expression of the R plasmid tra genes and on
the host innate immune activity during pRAS1 bearing Aeromonas hydrophila infection in
zebrafish (Danio rerio). Cantas L., Midtlyng P.J. and Sgrum H. (2012). BMC Microbiol 12:37.

Paper_1V: Impact of antibiotics on the expression of the tra genes and on the host innate
immune gene activity during SXT element bearing Aeromonas salmonicida infection in Atlantic
salmon (Salmo salar L.). Cantas L., Roux F.L., Mazel D. and Sgrum H. (manuskript).

Jeg har kronologisk gétt gjennom begge arbeider (papers) og tatt for meg alle tabeller og
figurer. | Paper Il er det én primertabell og fem figurer og i Paper 1V er det én primertabell og
tre figurer. Alle figurer, bortsett fra figur 1 i Paper Il, er ekspresjonsdata fra real-time gPCR
kjaringer. |1 backup-mappene fra IT og en gammel PC som har vart koblet til en av real-time
PCR maskinene fant jeg til sammen fem ulike real-time gPCR kjerefiler (MxPro filer). Den
ene ser ut til & veere en defekt kjgring mens de fire andre har amplifikasjonsplots. Jeg fant ogsa
en tekstfil som ser ut til & vaere en eksport av Ct-verdier fra en av kjgringene, og flere Excel
ark med data fra real-time gPCR, noen med Ct-verdier, og analyser for alle figurer i begge
paperene. Jeg har gatt gjennom analysene og de ser ut til & vaere korrekte. Det eneste jeg ikke
fant var de endelige boxplottene i Paper 1V, men jeg fant beregninger og stolpediagrammer i
Excel arkene som samsvarer med dataene i plottene. Det er mulig de endelige boxplottene er
lagd i et annet program. Jeg fant ellers ogsa dokumenter, bade elektronisk og i handskrevet
form pa hvordan man analyserer real-time qPCR data, beregner standard avvik ol., bruk av
referansegener og normalisering. Jeg finner noen Ct-verdier i Excel arkene med fullstendige
ekspresjonsanalyser. PCR-brgnnene er ikke er merket med target navn (ikke uvanlig siden dette
tar tid, jeg pleier heller ikke & gjere det) og dette gjar det vanskelig a avgjere hvilke Ct-verdier
som er brukt i hvilket manuskript, eller hvilket Excel-ark de tilhgrer. | tillegg er kjgrefilene
ikke lagret etter at de er analysert i MxPro, dvs. jeg vet ikke hvilken threshold og baseline som
er benyttet, om han har benyttet den innebygde MxPro-algoritmen i analysene eller om det er
gjort manuelt. Fra smeltepunktskurvene fra real-time gPCR kjgringene (alt er kjgrt med SYBR)
virker de & veaere mot flere targets, som er i samsvar med resultater i bla. Paper Il og Paper IV.
Det er ikke uvanlig at man ikke lagrer den endelige analysen siden det er fort & gjere det pa
nytt, og man kan se hva som kom rett ut fra kjeringen (men man kan lagre analysen som ny
fil). Ellers virker analysene jeg ser i Excel arkene grundige. Han har ogsa bakket opp dataene
over flere foldere. Med hjelp fra Aud Kari har vi funnet primerstokklgsninger som det er
henvist til i Paper II.

Nedenfor er det vist vinduer fra én real-time qPCR kjgring (slik de ser ut nar man apner fila,
altsa ikke analysert). | resten av dokumentet har jeg tatt for meg alle atte figurer og en av
tabellene. Figurene er linket opp mot data og analyser i Excel arkene jeg har funnet.



Plate setup:

Thermal profile setup:

Amplification plot:
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Dissociation curve(s) (smeltepunktskurve, ser bla. ut til & veere flere targets):
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Paper Il: Impact of antibiotic treatments on the expression of the R plasmid tra
genes and on the host innate immune activity during pRAS1 bearing Aeromonas
hydrophila infection in zebrafish (Danio rerio). Cantas L., Midtlyng P.J. and
Sgrum H. (2012). BMC Microbiol 12:37.
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Over er figur 1 i Paper 1I. Nedenfor er en tabell og et diagram fra Excel ark som ser ut til &
veere de samme dataene.

sdH20 Placebo (1 ml/L) Tet. (20 pgr/ml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgr/ml) Flumegq. (0.06 pgr/ml) Flumeq. (2 pgr/ml)
1 0 4 4 4 3 3 1
2 0 4 3 4 4,14 4 0
3 0 4 4 2 3 4 2
4 0 4 3 3 3 3 2
5 0 5 4 4 4 5 3
6 0 4 4 3 4 4 0
average 0 4,166666667 3,666666667 3,333333333 3,523333333 3,833333333 1,333333333
sD 0 0,372677996 0,471404521 0,745355992 0,525409893 0,687184271 1,105541597
SEM 0 0,152736884 0,193198574 0,305473767 0,215331923 0,281632898 0,453090818
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Figur 2:
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Over er figur 2 i Paper Il. Nedenfor er et par tabeller og et diagram fra Excel ark som ser ut
til & veere de samme dataene. Fant ogsa stokklgsninger med TNFa-primere der sekvenser
matcher de i paperen.
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70,169967 0,650308 1125033
0410961 0,768538  1,320571
0,20548 | 0,666515 1,15307
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0,082865 0,612208 1,059119
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0,432049 0,779855  1,349149
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Over er figur 3 i Paper 1l. Nedenfor er en tabell og et diagram fra Excel ark som ser ut til &

Sul. 20 pg/ml)  Flumegq. (0.06 pg/ml) Flumeq. (2 pg/ml)

Placebo (1 ml/sdH20) Tet. (20 pgr/ml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgr/ml) Flumegq. (0.06 pgr/ml) Flumegq. (2 pgr/ml)
4,23E+09 9,04E+08 1,16E+09 1,35E+09 3,39E+409 9,72E406
Logl0 9,626699564 8,956097443 9,066032258 9,131849542 9,529789551 6,987646009
SEM
Placebo (1 ml/sdH20) SD SEM Trim. (20 pgr/ml) SD SEM
3,60E+09 3239373589 1327612127 9,90E+08 890827737 365093334,8
4,20E+09 3227306364 1322666543 1,16E+09 887509250,1 363733299,2
9,10E+09 3534680331 1448639480 2,50E+09 972037090,9 398375856,9
9,10E+08 2935431429 1203045667 2,50E+08 807243642,9 330837558,5
9,10E+07 2965851235 1215512801 2,50E+07 824746224,4 338010747,7
7,50E+09 2775911075 1137668473 2,06E+09 824746224,4 338010747,7
Mean 4,23E+09 1,16E+09
Tet. (20 pgr/ml) SD SEM Sul. (20 pgr/ml) sD SEM
7,56E+08 680268453,7 116604455 r 1,156+09 1036599549 424835880,5
8,82E+08 677676037,8 126230593,9 r 1,34E+09 1032738037 423253293,7
1,91E+09 742194684,9 138283282,5 v 2,91E+09 1131097706 463564633,5
1,91E+08 617797366,8 159672839,7 r 2,91E+08 939338057,1 384974613,6
1,91E+07 637181453,6 164304476,2 v 2,91E+07 970160216,6 397606646, 1
1,58E+09 965790406 395815740,1 2,40E+09 959704697,4 393321597,3
Mean 9,04E+08 1,35E+09
Flumegq. (0.06 pgr/ml) SD SEM Flumegq. (2 pgr/ml) sD SEM
3,20E+09 2583739925 488344502,7 r 9,41E+06 7229166,256 2519227,225
3,36E+09 2581845091 522079785,5 r 2,04E+07 7227860,798 2528580,692
7,28E+09 2827744265 561719958,7 v 2,04E+06 5971614,639 2388084,325
7,28E+08 2348345143 510216199,1 r 2,04E+05 5893913,233 2365015,639
7,28E+07 2425400541 559400270,7 v 1,68E+07 3394876,179 1638311,423
6,00E+09 1306600000 535491803,3 9,48E+06 118253,3333 48464,48087
Mean 3,39E+09 9,72E+06
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Over er figur 4 i Paper I1. Nedenfor er to tabeller (den ene tabellen er delt i to pga. lengde) og
et diagram fra Excel ark som viser bearbeidelse av dataene. Her er ogsa Ct-verdiene som danner
utgangspunktet for analysene med. Jeg har satt en grenn boks inn i tabellen som viser tallene
brukt i figuren. | tabellen er det ene settet med STDEV-verdier feil, men det andre er nok riktig
0g jeg tror det er det han har brukt i figuren (lave verdier og signifikante forskjeller slik vist i
figuren).

Aud Kari og jeg fant ogsa stokklgsninger med traD, virB11 og virD4 primere der sekvenser
matcher de i paperen.
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Placebo (1 ml/L) Tet. (20 pgr/ml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgr/ml)  Flumeq. (0.06 pgr/ml) Flumegq. (2 pgr/ml)

traD 1 106,3341016 26,53907509 0,535314742 174,1299906 0,062020071
virB11 1 79,24244761 20,04107156 0,315377456 124,880983 0,041991798
virD4 1 70,9082206 17,51476811 0,142512067 103,0734904 0,024381968
200
150 L)
b ovirD4
50
0
Placebo (1 miL) Tet. (20 pgriml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgr/ml) Flumeq. (0.06 pgriml) Flumeq. (2 pgr/ml)
Figur 5:
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Treatment

Over er figur 5 i Paper Il. Nedenfor er tabell og et diagram fra Excel ark som viser bearbeidelse
av dataene. Ct-verdiene som danner utgangspunktet for analysene, og SEM-verdier, ser ogsa
ut til & veere i Excel arket, men litt vanskelig a tyde hva som er hva. Men det gjennomfart
normalisering etc.

Placebo ( 1 ml-sdH20) Tet. (20 pgr/ml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgr/ml) Flumeg. (0.06 pgr/ml) Flumegq. (2 pgr/ml)
TNF a 1 0,433 3,07 6,933 8,11 35,33
IL-1p 1 22 19,25 21,66 60,22 201,5
a 1 0,216 1,09 1,25 41 18,33
0
40
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Placebo ( 1 ml-sdH20) Tet. (20 pgr/ml) Trim. (20 pgr/ml) Sul. (20 pgerml) Flumeq. (0.06 pngr/ml) Flumeq. (2 pgr/mi)
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Fant ellers ogsa real-time qPCR data med notater knyttet opp til Paper Il. Her har han skrevet
for hand hva som er target, men finner ikke akkurat disse Ct’ene blant verdiene i Excel arkene
jeg har.

Data under fra tekstfil (eksport fra kjgringen) som ser ut til 8 samsvare med Ct-verdiene over.

Well Assay Well Type _Threshold (dR) Ct (dR)
Al ROX Unknown _Reference Reference
Al SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

A2 ROX Unknown _Reference Reference
A2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

A3 ROX Unknown _Reference Reference
A3 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

Ad ROX Unknown _Reference Reference
A4 SYBR Unknown  27.655 No Ct

A5 ROX Unknown Reference Reference
A5 SYBR Unknown  27.655 No Ct

A6 ROX Unknown Reference Reference
A6 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

A7 ROX Unknown Reference Reference
A7 SYBR Unknown _ 27.655 10.92

A8 ROX Unknown Reference Reference
A8 SYBR Unknown _ 27.655 10.49

A9 ROX Unknown _Reference Reference
A9 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
Al0 ROX Unknown _Reference Reference
Al0 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
All ROX Unknown _Reference Reference
All SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
Al2 ROX Unknown _Reference Reference
Al2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

Bl ROX Unknown _Reference Reference
Bl SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

B2 ROX Unknown Reference Reference
B2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

B3 ROX Unknown Reference Reference
B3 SYBR Unknown  27.655 No Ct

B4 ROX Unknown Reference Reference
B4 SYBR Unknown  27.655 No Ct

BS ROX Unknown Reference Reference
B5 SYBR Unknown  27.655 No Ct

c1 ROX Unknown _Reference Reference
c1 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

c2 ROX Unknown _Reference Reference
c2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct

c3 ROX Unknown _Reference Reference
c3 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
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c4 ROX Unknown _Reference Reference
c4 SYBR Unknown  27.655 No Ct
c5 ROX Unknown _Reference Reference
(o] SYBR Unknown _ 27.655 22.12
(o) ROX Unknown _Reference Reference
cé SYBR Unknown  27.655 24.06
c7 ROX Unknown Reference Reference
c7 SYBR Unknown  27.655 No Ct
c8 ROX Unknown Reference Reference
c8 SYBR Unknown  27.655 No Ct
c9 ROX Unknown Reference Reference
c9 SYBR Unknown  27.655 12.23
Cc10 ROX Unknown Reference Reference
C10 SYBR Unknown  27.655 No Ct
cl11 ROX Unknown _Reference Reference
Ci1 SYBR Unknown  27.655 No Ct
C12 ROX Unknown _Reference Reference
Cc12 SYBR Unknown _ 27.655 12.00
D1 ROX Unknown _Reference Reference
D1 SYBR Unknown  27.655 No Ct
D2 ROX Unknown _Reference Reference
D2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
D3 ROX Unknown _Reference Reference
D3 SYBR Unknown  27.655 No Ct
D4 ROX Unknown Reference Reference
D4 SYBR Unknown  27.655 No Ct
D5 ROX Unknown Reference Reference
D5 SYBR Unknown  27.655 No Ct
D6 ROX Unknown Reference Reference
D6 SYBR Unknown  27.655 No Ct
D7 ROX Unknown Reference Reference
D7 SYBR Unknown  27.655 11.06
D8 ROX Unknown _Reference Reference
D8 SYBR Unknown _ 27.655 17.44
D9 ROX Unknown _Reference Reference
D9 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
D10 ROX Unknown _Reference Reference
D10 SYBR Unknown _ 27.655 14.18
D11 ROX Unknown _Reference Reference
D11 SYBR Unknown _ 27.655 17.35
D12 ROX Unknown _Reference Reference
D12 SYBR Unknown _ 27.655 24.96
El ROX Unknown Reference Reference
El SYBR Unknown _ 27.655 20.54
E2 ROX Unknown Reference Reference
E2 SYBR Unknown _ 27.655 24.49
E3 ROX Unknown Reference Reference
E3 SYBR Unknown _ 27.655 33.73
E4 ROX Unknown Reference Reference
E4 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
E5 ROX Unknown _Reference Reference
E5 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
E6 ROX Unknown _Reference Reference
E6 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
E7 ROX Unknown _Reference Reference
E7 SYBR Unknown _ 27.655 17.89
E8 ROX Unknown _Reference Reference
E8 SYBR Unknown _ 27.655 21.12
E9 ROX Unknown _Reference Reference
E9 SYBR Unknown _ 27.655 36.24
E10 ROX Unknown Reference Reference
E10 SYBR Unknown  27.655 No Ct
Ell ROX Unknown Reference Reference
E11 SYBR Unknown  27.655 23.69
E12 ROX Unknown Reference Reference
E12 SYBR Unknown  27.655 No Ct
F1 ROX Unknown Reference Reference
F1 SYBR Unknown  27.655 No Ct
F2 ROX Unknown _Reference Reference
F2 SYBR Unknown _ 27.655 No Ct
F3 ROX Unknown _Reference Reference
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