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Voorwoord

Deze afstudeeropdracht is uitgevoerd om mijn studie Medische Microbiologie, aan de Hoge School Utrecht af te ronden. Nu deze opdracht en de daarbij behorende stageperiode voltooid zijn, wil ik graag een aantal personen in het bijzonder bedanken. In de eerste plaats mijn stagebegeleiders Leo Schouls en Corrie Schot. Van jullie beiden heb ik in deze korte periode veel geleerd. Leo voor het overbrengen van een deel van je enorme kennis en Corrie voor de begeleiding in de praktijkwerkzaamheden op het laboratorium. Daarnaast wil ik Sandra Witteveen bedanken voor het sequensen van al mijn reacties. Tot slot wil ik ook alle andere collega´s van de afdeling bedanken voor de prettige samenwerking. Dit alles heeft bijgedragen aan een prettige en leerzame tijd op het RIVM. 

Samenvatting

De bacterie Streptococcus pneumoniae is wereldwijd verantwoordelijk voor een hoge morbiditeit en mortaliteit bij zowel kinderen als volwassenen. De risicogroep voor infecties met S. pneumoniae bestaat voornamelijk uit kinderen van 0-5 jaar (in het bijzonder het eerste levensjaar), ouderen en mensen met een verminderde weerstand, zoals aids patiënten, alcoholisten en mensen zonder milt. Infecties met S. pneumoniae zijn te onderscheiden in twee groepen. 1. De mucosale of niet- invasieve infecties (infecties van de slijmvliezen.), zoals otitis media, bronchitis en niet met bacteriëmie gepaard gaande pneumonie. 2. De invasieve infecties, dit zijn met bacteriëmie geassocieerde ziekten, zoals meningitis ernstige sepsis en lobaire pneumonie. S. pneumoniae bezit diverse virulentie factoren. De belangrijkste hiervan is het polysaccharidekapsel van de bacterie. Dit kapsel beschermt de bacterie tegen fagocytose. Daarnaast vindt er aan de hand van dit polysaccharidekapsel ook serotypering van de bacterie plaats. Deze serotypering wordt uitgevoerd met behulp van de Neufeld of Quellung reactie. Deze reactie is gebaseerd op de reactie tussen het kapselpolysaccharideantigeen en specifieke antistoffen. Op basis van deze serotypering worden meer dan 90 verschillende serotypen en serosubtypen onderscheiden. Naast serotypering vindt de typering van S. pneumoniae ook plaats aan de hand van genotypering. Enkele methoden die gebruikt worden voor deze genotypering zijn Multilocus Sequence Typing (MLST) en Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA). Multilocus Sequence Typing is een op sequentie analyse gebaseerde methode, waarin gebruik wordt gemaakt van zeven huishoudgenen die specifiek zijn voor S. pneumoniae. Er is juist gekozen voor deze huishoudgenen, omdat hierin relatief weinig variatie optreedt. De beperkte variatie maakt de huishoudgenen uitermate geschikt voor populatie studies. Van deze zeven genen wordt met behulp van een PCR een fragment van ongeveer 500 bp geamplificeerd. Op deze PCR producten wordt een sequentie analyse uitgevoerd. Zo wordt van ieder van de zeven huishoudgenen een sequentie verkregen, waarvan de samenstelling tussen verschillende bacteriën binnen dezelfde populatie in een bepaalde mate varieert. Elke gevonden variant wordt een allel genoemd. Aan de hand van de 7 bepaalde allelen wordt nu het allelprofiel bepaald. Dit allelprofiel wordt verkort aangeduid met een zogenaamd Sequence Type (ST). 

Het doel van het in dit verslag beschreven onderzoek was, de beschikking te krijgen over een typeermethode voor S. pneumoniae die internationaal gehanteerd wordt. Er werd gekozen voor MLST, omdat deze methode internationaal geld als gouden standaard voor de genotypering van S. pneumoniae. Deze MLST diende geoptimaliseerd te worden voor gebruik binnen het laboratorium. Dit omdat de MLST ontworpen is voor gebruik met gezuiverd chromosomaal DNA en er binnen het laboratorium bacterie-lysaten gebruikt worden. Daarnaast wordt de reeds beschreven MLST voor S.pneumoniae uitgevoerd door de zeven huishoudgenen met zeven afzonderlijke PCR reacties te amplificeren. Het streven in dit onderzoek was om de zeven huishoudgenen in één multiplex PCR te amplificeren. Voor deze optimalisatie van de PCR werden de zeven huishoudgenen eerst m.b.v.  afzonderlijke PCR reacties geamplificeerd om de opbrengst van de PCR producten m.b.v. de voorgeschreven primers te bepalen. Aan de hand van deze resultaten werden voor een aantal genen nieuwe primers ontworpen. Ook werd de optimale annealing temperatuur van de PCR bepaald. Daarnaast werden m.b.v. GeneScan analyse de opbrengst van de afzonderlijke PCR producten, de optimale hoeveelheid bacterie-lysaat en de optimale primerconcentratie in de multiplex PCR bepaald. Vervolgens werd deze methode geoptimaliseerd om vanuit het mengsel van de producten elk van de huishoudgenen apart te kunnen sequensen. Hiertoe werden de optimale DNA concentratie in de sequence PCR en de optimale zuiveringsmethode bepaald. Met behulp van de geoptimaliseerde multiplex MLST  werd vervolgens typering uitgevoerd op 16 controle stammen om de robuustheid van de methode te bepalen. De resultaten van de geoptimaliseerde MLST werden weergegeven m.b.v. een clustering techniek “minimum spanning tree” genaamd. Tot slot werd de methode gebruikt voor de typering van een selectie van  51 controle isolaten met serotype 6 en serotype 9 om een vergelijking te maken tussen de MLST resultaten en die van de eerder bepaalde MLVA m.b.v. dezelfde clustering methode. Hieruit werden de overeenkomsten en de verschillen tussen de beide typeermethoden bepaald. Uit deze vergelijking bleek dat er bij typering met deze beide methoden dezelfde soort clustering optreedt. De MLVA maakt echter meer onderscheid tussen isolaten met hetzelfde serotype. 

Uit de verkregen resultaten van dit onderzoek bleek dat het mogelijk is om met de opgezette multiplex PCR al de zeven huishoudgenen te amplificeren. Ook is het mogelijk om vanuit dit multiplex PCR product al deze genen apart te sequencen. Daarnaast is de methode robuust genoeg gebleken voor uitvoering m.b.v. bacterie-lysaten in plaats van gezuiverd chromosomaal DNA. Ook is de multiplex MLST succesvol toegepast voor de typering van een aantal stammen met serotype 6 en serotype 9. 

Uit de bovenstaande resultaten kan  geconcludeerd worden dat er beschikking is verkregen over een international gehanteerde  typeermethode voor Streptococcus pneumoniae, namelijk de multiplex Multilocus Sequence Typing.   
Summary

Worldwide, the Streptococcus pneumoniae bacteria is responsible for a high morbidity and mortality with children as well as adults. The risk group for infections with S. pneumoniae mainly consists of children aged 0-5 years (especially during their first year), the elderly and people with a decreased resistance such as aids patients, alcoholics and people missing their spleen. Infections with S. pneumoniae can be divided into two groups. 1. The mucosal or non-invasive infections (infections of the mucous membranes) such as otitis media, bronchitis and pneumonia without the presence of bacteremia. 2. The invasive infections (the diseases associated with bacteremia) such as meningitis, severe sepsis and lobal pneumonia. S. pneumoniae has several virulence factors. The most important virulence factor is the polysaccharide capsule of the bacteria. This capsule protects the bacteria against phagocytosis. This polysaccharide capsule, also is the target for serotyping of bacteria in the Neufeld or Quellung reaction; based on the reaction between the capsule polysaccharide antigen and specific antibodies. Based on this serotyping more than 90 different serotypes and sero-subtypes are classified. Apart from serotyping, S. pneumoniae is also typed via genotyping. Some genotyping methods are Multilocus Sequence Typing (MLST) and Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA). Multilocus Sequence Typing is a method based on sequential analyses, using seven housekeeping genes that are specific to S. pneumoniae. These housekeeping genes are chosen because of their relatively low variation. This low variation makes these housekeeping genes extremely suitable for population studies. From these seven genes a fragment of approximately 500 bp is amplified, using a PCR. A sequential analysis is done on these PCR products. In this way, a sequence is created of each of the seven housekeeping genes, of which the composition between different bacteria within the same population varies. Each of the variants is called an allele. Based on the seven distinctive alleles, the allelic profile or Sequence Type (ST) is defined.

The purpose of the research described in this report was, to obtain a typing method for S. pneumoniae that is used internationally. MLST was chosen, because this method is internationally qualified as the gold standard for S. pneumoniae genotyping. This MLST was to be optimised for laboratory use. This was necessary because MLST was designed for use with purified chromosomal DNA, whilst in this laboratory bacteria lysates are used. Furthermore, the described MLST for S. pneumoniae was used, amplifying the seven housekeeping genes in separate PCR reactions. In this research we aimed at amplifying the seven housekeeping genes in one multiplex PCR. For the optimisation of the PCR, first the seven housekeeping genes were amplified using separate PCR reactions in order to determine the resulting PCR products, using prescribed primers. Based on these results, new primers were created for a number of genes. Also, the optimal annealing temperature of the PCR was determined. Next, using GeneScan analysis, the results of the separate PCR products, the optimal quantity bacteria lysates and the optimal primer-concentration in the multiplex PCR were determined. Subsequently this method was optimised so that each of the housekeeping genes could be sequenced separately from the mixture of the products. For this purpose, the optimal DNA concentration in the sequence PCR and the optimal purification-method were determined. Following this, using the optimised multiplex MLST, 16 strains were typed in order to establish the robustness of the method. The results of the optimised MLST were presented using the “minimum spanning tree” clustering technique. Finally, the method was used for the typing of a selection of 51 control isolates with serotype 6 and serotype 9, in order to make a comparison between the MLST result, and that of the previously determined MLVA using the same clustering method. From this, the similarities and the differences between the two typing-methods were established. From this comparison it became clear that by typing with the same method the same clustering appears. The MLVA however distinguish more between isolates with the same serotype.

From these research results it turned out, that it is possible to amplify all seven housekeeping genes with the multiplex PCR created during this research. It is also possible to sequence all these genes separately from this multiplex PCR product mixture. Also, the method turned out to be robust enough for the use of bacteria lysates instead of purified chromosomal DNA. Furthermore, the multiplex MLST was successfully applied for the typing of several strains with serotype 6 and serotype 9.

From the above results it may be concluded that an internationally used typing-method has been obtained for Streptococcus pneumoniae, namely the multiplex Multilocus Sequence Typing.

Gebruikte afkortingen
AFLP:
Amplified Fragment Lenght Polymorphism

LIS:

Laboratorium voor Infectieziekten en Screening

MLEE:
Multilocus Enzym Electrophoresis
MLST:
Multilocus Sequence Typing

MLVA:
Multiple-Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis.

NRBM:
Nederlands Referentielaboratorium voor bacteriële meningitis

PCR:

Polymerase Chain Reaction

PFGE:
Pulse Field Gel Electrophoresis
RFU:

Relative Fluorescence Units

RIVM:
Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu

RVP:

Rijks Vaccinatie Programma

TE:

Tris-EDTA

1.  Inleiding
In het kader van de afronding van mijn studie Medische Microbiologie aan de Hogeschool Utrecht, heb ik mijn afstudeerstage gelopen bij het RIVM in Bilthoven. De stage duurde 7 maanden en vond plaats bij het laboratorium voor infectieziekten en screening (LIS). Tijdens deze stage heb ik mij voornamelijk beziggehouden met de implementatie en optimalisatie van Multilocus Sequence Typing (MLST) voor Streptococcus pneumoniae. In dit verslag zal eerst ingegaan worden op de theorie van de bacterie S. pneumoniae. Vervolgens zal er in het kort worden weergegeven wat de concrete inhoud en het doel van het onderzoek zijn. Tot slot zal er verslag gedaan worden van de uitvoering van de experimenten, discussie en conclusie.

1.1 Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae behoort tot de familie van de Streptotococcaceae, tot het geslacht Streptococcus en wordt ook wel kortweg pneumokok genoemd. De bacterie is wereldwijd verantwoordelijk voor een hoge morbiditeit en mortaliteit bij zowel kinderen als volwassen. De eerste identificatie vond plaats uit het speeksel van een patiënt met hondsdolheid door Pasteur in 1881. Daarna waren het in 1883 Friedlander en Talamon die voor het eerst het verband beschreven tussen de pneumokok en lobaire pneumonie(een ernstige, zeer snel verspreidende infectie door één gehele longkwab). Tot de uitvinding van de Gram-kleuring in 1884 werd deze pneumokokkenpneumonie echter verward met andere vormen van longontsteking. (Knecht en Doornebos, 2001) Tegenwoordig wordt de pneumokok vooral gerelateerd aan meningitis bij kinderen van 0-5 jaar en (lobaire) pneumonie bij ouderen vanaf ongeveer 55 jaar. 

1.1.1 Klinische betekenis

S. pneumoniae is een bekende en veel voorkomende commensaal in de bovenste luchtwegen van de mens en veroorzaakt hier gewoonlijk geen infectie. De mens is een natuurlijk reservoir van pneumokokken. Het percentage gezonde dragers van de pneumokok varieert afhankelijk van het jaargetijde, maar ook de leeftijd speelt hierbij een belangrijke rol. Zo is bekend dat bij kinderen van 1 tot 3 jaar ongeveer 50% drager is. Bij volwassenen is dit 5-15%. (Sanders en van Gils et al., 2006) 

In bepaalde gevallen veroorzaakt de pneumokok echter wel een infectie. De risicogroep voor een infectie met pneumokokken bestaat voornamelijk uit kinderen van 0-5 jaar (in het bijzonder het eerste levensjaar), ouderen en mensen met een verminderde weerstand. In het laatst genoemde geval gaat het om bijvoorbeeld alcoholisten, Aids patiënten en mensen zonder milt. Bij oudere mensen komen infecties met pneumokokken vaak voor in combinatie met andere chronische aandoeningen zoals nierfalen, levercirrhose en hartafwijkingen.(Hoepelman et al. 2001;Sanders en van Gils et al., 2006)

1.1.2 Pathogenese
De overdracht van S. pneumoniae vindt plaats door middel van aërosolen. Na het inademen van deze aërosolen nestelt de bacterie zich in de nasopharynx. Van daaruit vindt vervolgens verdere verspreiding plaats. 

Een pneumokokkeninfectie treedt meestal op bij beschadiging van de luchtwegen, bijvoorbeeld na een virale infectie.

Infecties met S. pneumoniae zijn te onderscheiden in twee groepen. 

1. De mucosale of niet- invasieve infecties (infecties van de slijmvliezen.), zoals otitis media, bronchitis en niet met bacteriëmie gepaard gaande pneumonie.

2. De invasieve infecties, dit zijn met bacteriëmie geassocieerde ziekten, zoals meningitis ernstige sepsis en lobaire pneumonie.(Hoepelman et al., 2001; Sanders en van Gils et al., 2006)

Bij mucosale infecties verspreiden de bacteriën zich vanuit de nasopharynx naar andere delen van de luchtwegen met als gevolg een otitis media of een pneumonie. Als er tijdens of na een dergelijke mucosale infectie invasie van de bloedbaan optreedt, kunnen zich invasieve infecties ontwikkelen, zoals bacteriëmie, sepsis of meningitis. Tenslotte kan verspreiding door het bloed ook nog leiden tot endocarditis, pericarditis of osteomyelitis. (Sanders en van Gils et al., 2006)

S. pneumoniae bezit diversen virulentiefactoren. De belangrijkste hiervan is het polysaccharidekapsel van de bacterie. Dit kapsel beschermt de pneumokok tegen fagocytose. Ook worden op basis van dit kapsel ongeveer 90 verschillende serotypen onderscheiden. Andere virulentiefactoren zijn hemolysine (pneumolysine), neuraminidase en IgA-protease.

Pneumolysine  zorgt voor de karakteristieke α-hemolyse op de bloedplaat tijdens de groei en tijdens de infectie voor anemie en huidreacties. De precieze rol die neuraminidase speelt binnen de virulentie van de pneumokok is nog niet aangetoond, maar er wordt aangenomen dat dit enzym de viscositeit van het slijm op de slijmvliezen verlaagd, waardoor de kolonisatie van de pneumokok op het onderliggende weefsel wordt bevorderd. Verder breekt neuraminidase ook suikerstructuren af, waardoor de celwand van de gastheer verzwakt wordt en de bacteriën makkelijker kunnen binnendringen in de cellen. Ook IgA protease speelt een belangrijke rol in de kolonisatie van de pneumokok op de mucosa. Het is verantwoordelijk voor de afbraak van het op de mucosa aanwezige IgA. (Mitchell T.J., Alexander J.E et al.,1997; Jedrzejas M.J,2001; Hoepelman et al., 2001) 

Invasieve infecties worden vrijwel altijd veroorzaakt door gekapselde stammen. De minst voorkomende, maar meest ernstige invasieve infectie is de pneumokokkenmeningitis. Deze ernstige vorm van pneumokokken infectie komt voornamelijk voor bij kinderen in het eerste levensjaar. Eén op de 5 geïnfecteerden in deze leeftijdscategorie overlijdt aan deze infectie. Daarnaast houdt 20 -30 % van de kinderen die op jonge leeftijd pneumokokken meningitis doormaken hier ernstige restverschijnselen aan over. Deze restverschijnselen zijn bijvoorbeeld: doofheid of epilepsie. Bij ouderen komt pneumokokkenmeningitis vooral voor na het 70e levensjaar. In de leeftijd van 5-50 jaar komen bijna geen invasieve infecties met pneumokokken voor. (Sanders en van Gils et al., 2006)

De afweer tegen S. pneumoniae is gebaseerd op IgG antistoffen gericht tegen het polysaccharidekapsel van de bacterie. De immuunrespons is echter beperkt, omdat alleen activatie van B-lymfocyten optreedt. Dit komt doordat de structuur van de polysacchariden anders is dan die van eiwitten. Bij de immuunrespons tegen eiwitten worden meestal ook T-lymfocyten geactiveerd. Bij afweer door middel van deze T- lymfocyten wordt een immunologisch geheugen opgebouwd. Bij afweer tegen polysacchariden wordt er geen immunologisch geheugen opgebouwd. Na verloop van tijd verdwijnt de bescherming dus weer. (Rümke,Hermans et al.,2001; Rijkers, Geelen en Sanders, 1997)

1.1.3 Morfologie en kweek
Pneumokokken zijn in een Gram- preparaat te zien als Gram- positieve, lancetvormige diplokokken. Ze kunnen ook in korte ketens voorkomen. In een wat oudere kweek verliezen de cellen vaak de Gram-positieve kleurreactie en lijken dan Gram- negatief.
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Figuur 1.1: S. pneumoniae in een gram preparaat 

op klinisch materiaal; University of

Texas-Houston medical school,1995.

S. pneumoniae groeit zowel aëroob als facultatief anaëroob, maar in de meeste gevallen (vooral bij primaire isolatie.) groeien de bacteriën het beste bij 5-10% CO2. De optimale incubatietemperatuur is 37ºC. Pneumokokken groeien het best op schapenbloed agar (5-10%). Toevoeging van glucose of serum bevordert de groei. De gemiddelde incubatietijd bedraagt ongeveer 18 uur.

Na incubatie op bloedagar zijn de bacteriën te zien als kleine, ronde doorschijnende kolonies met een gladde rand. Virulente stammen met veel kapselpolysaccharide vormen matte, slijmerige kolonies die soms in elkaar overvloeien. Stammen met kapsel worden smooth (S-vorm) genoemd, stammen zonder kapsel rough (R-vorm). Bij herhaaldelijk overenten gaan pneumokokken over van de S- naar de R-vorm en verliezen zo hun virulentie. Pneumokokken vertonen α- haemolyse. (een groene zone rond de kolonie.) Bij anaërobe incubatie komt ook wel β- haemolyse voor.(een heldere zone rond de kolonie.) Deze haemolyse is het resultaat van de werking van pneumolysine een enzym dat door pneumokokken actief wordt uitgescheiden en wat ook bij de autolyse van de cellen vrijkomt. Bij infectie van de gastheer zorgt dit enzym voor het verzwakken van de celwand, waardoor de cellen gemakkelijker lyseren. Na verloop van tijd ontstaat er door autolyse een deuk in het midden van de kolonie. Om deze reden worden pneumokokken kolonies ook wel damschijven genoemd. Autolyse wordt veroorzaakt door het enzym autolysine. Dit is een enzym waarvan verondersteld wordt dat het werkzaam is bij een plaatselijke verzwakking van de celwand tijdens de eerste fase van het celdelingsproces. Waarschijnlijk is het enzym na verloop van tijd in overmaat aanwezig in de kolonie, waardoor vrijwel alle bacteriën lyseren en  er op de bloedplaat alleen maar een groene vlek en de glasachtige restanten van de kolonie overblijven. (Knecht en Doornebos, 2001)

1.1.4  Serotypering

Typering van pneumokokken vindt plaats op verschillende manieren. Door middel van serotypering en typering m.b.v. moleculair biologische technieken of genotypering. De serotypering van pneumokokken wordt uitgevoerd met behulp van de Neufeld of Quellung reactie en is gebaseerd op het kapselpolysaccharide. Naast de typering doormiddel van de Quellung reactie wordt er ook gebruik gemaakt van agglutinatie reacties, zoals latex- en co-agglutinatie. 

De Neufeld of Quellung reactie werd al in 1902 door Neufeld beschreven. (Cooper G.M. en Walter A.W., 1934) En wordt daarom ook wel de klassieke serotypering genoemd. Toch wordt deze methode nog steeds gebruikt. Serotypering van pneumokokken is gebaseerd op het feit dat antiserum dat specifieke antigenen bevat een reactie aangaat met het kapselpolysaccharideantigeen van de bacterie. Hiertoe worden de te typeren bacteriën overnacht gegroeid in een vloeibaar medium, zoals bijvoorbeeld Todd-Hewitt broth. Na incubatie wordt er een druppel van de vloeibare bacterie cultuur samen met een druppel van het antiserum op een objectglaasje gebracht en gemengd. Vervolgens word het geheel afgedekt met een afdekglaasje en onder de fase- contrast microscoop beoordeeld. Als het kapsel van de bacterie zwelt is de reactie positief. Als er geen verandering in het kapsel optreedt, is de reactie negatief. (Cooper G.M. en Walter A.W., 1934; Russell H., Facklam R.R et al., 1978) Voor deze serotypering wordt over het algemeen gebruik gemaakt van konijnenserum. De konijnen worden hiertoe geïmmuniseerd met gedode pneumokokken. De konijnen gaan hierdoor antistoffen produceren specifiek voor het serotype pneumokok waarmee het dier is geïmmuniseerd. Met het op deze manier verkregen antiserum wordt de serotypering ingezet. (Russell H., Facklam R.R et al., 1978)

Een andere veel gebruikte methode voor de serotypering van pneumokokken is de co-agglutinatie reactie. Deze co-agglutinatie reactie wordt uitgevoerd met dezelfde antisera, als de Quellung reactie, maar de uitvoering is gemakkelijker, sneller en goedkoper. Dit omdat microscopische beoordeling niet nodig is. Voor het uitvoeren van deze agglutinatie reactie, wordt proteïne A aan het antiserum toegevoegd. Proteïne A is een eiwit dat voorkomt in de celwand van Staphylococcus aureus. Dit proteïne A bindt aan IgG, waardoor er complexen worden gevormd van meerdere IgG antilichamen. Door deze complexvorming is agglutinatie mogelijk. Er wordt nu een druppel van het, met Proteïne A behandelde antiserum, op een objectglas gebracht. Hieraan wordt vervolgens een druppel van de vloeibare overnachtcultuur van de te typeren bacterie toegevoegd. Dit geheel wordt gemengd en beoordeeld op agglutinatie. Bij agglutinatie is de reactie positief, bij de afwezigheid van agglutinatie is de reactie negatief. De serotypering van de NRBM isolaten die gebruikt zijn voor dit onderzoek is ook uitgevoerd met behulp van co-agglutinatie.

Met behulp van deze serotypering worden de pneumokokken verdeeld in ruim 90 verschillende serotypen. Een aantal van deze serotypen worden weer onderverdeeld in verschillende serosubtypen. Zo zijn er bijvoorbeeld de serotypen: 1, 2, 3, 4, 6 en 9. Maar ook  de serosubtypen: 6A, 6B, 9V en 9N. Het bepalen van het serotype van pneumokokken bestaat dus feitelijk uit 2 stappen. Het bepalen van het serotype en het bepalen van het eventuele serosubtype. Voor deze zeer uitgebreide typering zijn dan ook een groot aantal antisera ontwikkeld. Er zijn poolsera, groepsera, typesera en factorsera. De poolsera bevatten een pool van antistoffen tegen verschillende serotypen. Hiermee worden de pneumokokken in een aantal groepen verdeeld.  De typesera zijn specifiek voor één serotype. Deze sera worden gebruikt voor het typeren van serotypen die geen serosubtype bezitten, zoals de serotypen 1, 2, 3 en 4. De groepsera bevatten alle serosubtypen van een bepaald serotype. Zo bevat bijvoorbeeld groepserum 9 de subtypen 9A, 9L, 9N en 9V. In de factorsera worden deze serosubtypen weer onderverdeeld. Factorserum 9b bevat bijvoorbeeld de serosubtypen 9L en 9V, factorserum 9d bevat 9A en 9V enz. Omdat deze serotypering zo uitgebreid en kostbaar is wordt er vaak volstaan met alleen het serotype te bepalen.
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Figuur 1.2: Een overzicht van de benodigde sera voor de serotypering van de serotypen 1t/m6.

1.1.5 Genotypering

Typering m.b.v. moleculair biologische technieken is gebaseerd op de genetische informatie van de bacterie en wordt daarom ook wel genotypering genoemd. Enkele moleculair biologische technieken die voor de genotypering van pneumokokken worden gebruikt zijn: AFLP, MLEE, PFGE, MLST en MLVA. Er zal in dit verslag alleen worden ingegaan op MLST en MLVA, omdat deze technieken gebruikt zijn in dit onderzoek. 

Multilocus Sequence Typing

Multilocus Sequence Typing is een typeermethode die gebaseerd is op sequentie analyse. Het voordeel van deze methode boven de andere beschikbare moleculaire typeermethoden is dat de sequensdata ondubbelzinnig zijn en niet onderhevig zijn aan interpretatie verschillen. Verder zijn de sequensdata door middel van databases op het internet probleemloos uit te wisselen tussen verschillende laboratoria. Er is dus geen verschil in interpretatie van de resultaten. Dit in tegenstelling tot bijvoorbeeld Pulse Field Gel-electrophoresis (PFGE) en Multilocus enzyme elctrophoresis (MLEE), waarbij de resultaten van gelen afgelezen moeten worden en nogal subjectief zijn. Verder zijn de loopsnelheden van DNA of eiwitbanden in gels sterk afhankelijk van de electroforesecondities zoals, het soort agarose en de buffersamenstelling. De MLST is  uitermate geschikt voor wereldwijde epidemiologie op korte en langere termijn. Belangrijke nadelen van deze methode ten opzichte van bijvoorbeeld de MLVA zijn de benodigde tijdsduur en de kosten (Maiden M.C.J., Bygraves J.A et al., 1997) 

Voor de MLST analyse  van Streptococcus pneumoniae wordt er gebruik gemaakt van zeven huishoudgenen. Deze huishoudgenen zijn specifiek voor dit micro-organisme. Er is juist gekozen voor deze genen, omdat hierin relatief weinig variatie optreed. Dit omdat te veel variatie binnen deze huishoudgenen fataal is voor de bacterie. De beperkte variatie maakt de huishoudgenen uitermate geschikt voor populatiestudies.

Met behulp van een PCR wordt van elk van de zeven huishoudgenen een fragment van ongeveer 500 bp groot geamplificeerd. Vervolgens wordt er een sequentie analyse op de PCR producten uitgevoerd. Zo wordt van ieder van de zeven huishoudgenen een sequentie verkregen, waarvan de samenstelling tussen verschillende bacteriën binnen dezelfde populatie  in een bepaalde mate varieert. Elke gevonden variant wordt een allel genoemd. Alle bekende allelsequenties van één gen hebben op volgorde van ontdekking een volgnummer of allelnummer gekregen. Deze allelnummers en hun sequenties zijn beschikbaar in een database op www.mlst.net. Aan de hand van deze database kan nu het allelnummer van het gesequenste PCR product bepaald worden. Dit door eerst de allelsequentie op de verkregen PCR producten te bepalen en deze vervolgens te vergelijken met de allelsequenties die in de database staan. Als dit gebeurt voor al de zeven genen ontstaat er dus een cijfercode van 7 getallen. Deze cijfercode wordt het allel profiel genoemd. Een voorbeeld van een allel profiel is bijvoorbeeld: 4-4-2-4-4-1-1. Dit allel profiel wordt verkort aangeduid met een zogenaamd Sequence Type (ST). Zo vertegenwoordigt het hierboven genoemde pneumokokken-MLST-profiel het Sequence Type 81 (ST- 81). Op de website: www.mlst.net is een database beschikbaar van een groot aantal pneumokokken isolaten. In deze database kan nu het verkregen allel profiel vergeleken worden met de reeds beschikbare profielen. Aan de hand van deze informatie kan nu bepaald worden welk sequenstype het isolaat heeft. (Enright M.C. en Spratt B.G,1999)       
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Figuur 1.3: Schematische weergave van de Multilocus Sequence Typing; (Spratt B.G,1999). 

Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis

Een andere veel gebruikte moleculaire typeermethode naast de MLST is de VNTR-typering. Variable Number of Tandem Reapeats (VNTR’s) zijn korte repeterende stukjes DNA die op bepaalde loci van het DNA in een aantal kopieën achter elkaar voorkomen. Het aantal kopieën kan variëren. Als er voor typering gebruik wordt gemaakt van meerdere VNTR-loci spreekt men van Multiple-locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis (MLVA). VNTR’s komen voor bij veel, zo niet alle hogere eukaryoten. Bij mensen zijn deze VNTR’s per persoon verschillend. Daarom worden VNTR’s vaak gebruikt voor personen identificatie.  Ook bij prokaryoten komen VNTR’s voor. Zo zijn er bijvoorbeeld karakteriserende Tandem Repeats gevonden bij moleculair zeer diverse species als Enterobacteriaceae en cyanobacteria. Een ander voorbeeld van VNTR’s zijn de BOX elementen die voorkomen bij pneumokokken. (Belkum A. van, Scherer S. et al., 1997.) Het genoom van S. pneumoniae bevat ongeveer 25 van deze BOX elementen. De BOX elementen zijn opgebouwd uit drie subunits: boxA, boxB en boxC. Deze elementen zijn respectievelijk 59, 45 en 50 basenparen lang. Er zijn BOXelementen gevonden met één, twee of 4 kopieën van boxB. Met behulp van een bepaald aantal van deze 25  boxen wordt de MLVA van S. pneumoniae uitgevoerd. (Martin B., Humbert O. et al., 1992).

De MLVA analyse wordt uitgevoerd door amplificatie van de gewenste BOX elementen m.b.v. een VNTR PCR. In deze VNTR PCR worden primers gebruikt die in de flanken van de te amplificeren boxelementen aanhechten. De grootte van de PCR producten wordt geanalyseerd op gel of m.b.v. GeneScan analyse. Het aantal repeats wordt bepaald door de bekende lengte van de flanken van de lengte van het PCR product af te trekken en dit vervolgens te delen door de bekende grootte van de te typeren repeat. Aan de hand van deze gegevens wordt een MLVA type verkregen. (Belkum A. van, Scherer S. et al., 1997; Schouls L.M, Enden A. van der, et al. 2006).  Het grote voordeel van de MLVA ten opzichte van MLST analyse is dat deze test sneller uitgevoerd kan worden en goedkoper is. 

1.1.6 Epidemiologie
De wereldwijde incidentie van pneumokokken infecties is moeilijk vast te stellen. Dit omdat epidemiologisch onderzoek wordt bemoeilijkt door antibiotica gebruik. De kweek van een patiënt die lijdt aan pneumokokken infectie kan al na de eerste antibiotica behandeling negatief zijn.(Gezondheidsraad; publicatie nr. 2003/10,2003)

Wel is bekend dat infecties met pneumokokken het meest voorkomen bij jonge kinderen en oudere mensen en wel in de leeftijdsgroepen van respectievelijk 0-5 en ouder dan 65 jaar.

Wereldwijd veroorzaken pneumokokken bij kinderen ongeveer 70% van alle gevallen van bacteriële longontsteking en 40-50 % van alle gevallen van otitis media. Ook overlijden er wereldwijd jaarlijks 0,5 miljoen kinderen beneden de leeftijd van 5 jaar aan een pneumokokkenpneumonie. De grote meerderheid van deze sterfgevallen vindt plaats in ontwikkelingslanden. (Rümke,Hermans et al.,2001; Rijkers, Geelen en Sanders, 1997)

Onderzoek naar pneumokokken infecties in Nederland wordt o.a. uitgevoerd door het Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële Meningitis (NRBM). Hier worden sinds 1975 pneumokokken isolaten uit bloed en /of liquor van zowel patiënten met als zonder meningitis verzameld. Het NRBM voert serotyperingen en resistentie bepalingen uit op deze isolaten. 

Het aantal isolaten uit liquor ligt gemiddeld tussen de 200 en 250 per jaar. De incidentie van pneumokokkenmeningitis is sinds 1990 gestegen van 1 geval per 100.000 inwoners naar 1,6 gevallen per 100.000 inwoners. Ruim 30% van de gevallen van pneumokokkenmeningitis komt voor bij kinderen onder de 5 jaar.(van der Ende en Spanjaard,2006) Van de door het NRBM ontvangen bloedisolaten van patiënten zonder pneumokokkenmeningitis was in 1999 slechts 6,8% afkomstig van patiënten van 0-5 jaar. In 2000 was 56,9% van deze isolaten afkomstig van patiënten met een leeftijd ouder dan 65 jaar. Verder is er bekend dat er jaarlijks 120.000 gevallen van pneumonie voorkomen. Hiervan worden 21.000 patiënten opgenomen in het ziekenhuis. In 2100 gevallen wordt middels bloedkweek bewezen dat het ook daadwerkelijk om een pneumokokkenpneumonie gaat. 

Uit deze gegevens kan geconcludeerd worden dat de incidentie van pneumokokkenmeningitis in Nederland hoger ligt in de leeftijdscategorie van 0-5 jaar dan in de leeftijdscategorie van 65 jaar en ouder. Dit is echter juist omgekeerd bij de incidentie van bacteriëmie en de lobaire pneumonie. Bij personen ouder dan 80 jaar neemt de incidentie van pneumokokkenmeningitis weer toe. Deze ligt net zo hoog als de incidentie bij kinderen onder de 5 jaar (Gezondheidsraad; publicatie nr. 2003/10,2003, Rümke,Hermans et al.,2001, van der Ende en Spanjaard,2006)

1.1.7 Behandeling 

De behandeling van streptokokkeninfecties vindt bij voorkeur plaats m.b.v. penicilline, maar ook met amoxicilline en tetracycline. Bij zeer ernstig zieke patiënten wordt intraveneus penicilline G toegediend. Er komen wereldwijd echter steeds meer stammen voor die minder gevoelig of zelfs resistent zijn voor penicilline. Bovendien is 7% van de pneumokokken ongevoelig voor tetracycline. Bij resistentie kunnen luchtweginfecties nog wel worden behandeld met een hogere dosis penicilline. Bij meningitis wordt dan vaak gebruik gemaakt van vancomycine. Mede door de toenemende penicilline- resistentie, maar ook vanwege het feit dat een bacteriële infectie vaak wordt behandeld voordat bekend is om welke verwekker het gaat, wordt steeds meer gebruik gemaakt van de zogenaamde breed spectrum antibiotica. Vaak gebruikte breed spectrum antibiotica zijn de macroliden, waaronder bijvoorbeeld erytromycine. Maar ook de resistentie tegen macroliden neemt toe in 2001 was dit 6,5 %. (Gezondheidsraad; publicatie nr. 2003/10,2003) Zo wordt door antibiotica resistentie de behandeling tegen pneumokokken bemoeilijkt. In Nederland is deze resistentie echter geen groot probleem in 2001 was slechts 1-2% van de pneumokokken stammen resistent tegen penicilline. Uit voorzorg worden bepaalde risicogroepen echter wel gevaccineerd tegen pneumokokken. (Hoepelman et al., 2002)

1.1.8 Vaccinatie

Er zijn voor een pneumokokkeninfectie geen specifieke preventieve handelingen of procedures. Zo worden patiënten met een pneumokokken infectie bijvoorbeeld niet geïsoleerd verpleegd. Vaccinatie is de belangrijkste preventieve maatregel. (Rijkers, Geelen en Sanders, 1997)

Voor ouderen en andere risico groepen ouder dan 2 jaar is er een 23-valent pneumokokken polysaccharidevaccin beschikbaar. Daarnaast is er voor kinderen van 0-5 jaar een 7-valent pneumokokken polysaccharide conjugaat vaccin opgenomen in het Rijks Vaccinatie Programma (RVP).

Pneumokokken Polysaccharide vaccins

De ontwikkeling van de polysaccharide vaccins begon rond 1940. Toen werden er vaccins die afgeleid waren van streptokokken en die 2, 3, of 4 serotypen bevatten getest op rekruten en bewoners van verpleeghuizen in de Verenigde Staten. Later werden er meer serotypen in een vaccin opgenomen. 

In 1983 is er een 23 - valent pneumokokken polysaccharide vaccin geïntroduceerd. Dit vaccin bevat gezuiverde polysaccharide van 23 verschillende serotypen van Streptococcus pneumoniae. (serotypen 1,2,3,4,5,6B,7F,8,9N,10A,11A,12F,14,15B,17F,18C,19F,19A,20,22F,23F en 33F)( Rijkers, Geelen en Sanders, 1997) Dit vaccin wordt gebruikt bij ondermeer mensen met nierfalen, levercirrhosis en chronische hart afwijkingen. De serotypen in dit vaccin zijn gekozen op basis van het feit dat deze 23 serotypen in de Verenigde Staten ongeveer 90% van de infecties bij volwassenen veroorzaken. (Sanders en van Gils et al., 2006)

Pneumokokken conjugaat vaccins

Bij kinderen onder de 2 jaar is het bovengenoemde 23 - valent pneumokokken polysaccharide vaccin niet werkzaam. Dit komt doordat de afweer tegen polysaccharide antigenen pas op gang komt na het tweede levensjaar, als de B-lymfocyten voorbewerkt zijn tot plasmacel. De afweer tegen eiwit antigenen is echter wel werkzaam. Daarom worden polysacchariden gekoppeld aan dragereiwitten, zodat er tegen dit complex van polysacchariden en eiwitten wel beschermende IgG antistoffen worden gevormd. Als dragereiwit wordt gebruik gemaakt van een difterietoxine-achtig drager eiwit. (CRM 197). Een vaccin waarin de polysacchariden gekoppeld zijn aan een drager eiwit wordt een polysaccharide conjugaat vaccin genoemd. In Nederland wordt een 7-valent pneumokokken polysaccharide conjugaat vaccin gebruikt. Dit vaccin bevat de serotypen 4,6B,9V,14,18C,19F,23F (Rijkers, Geelen en Sanders, 1997) Deze serotypen verantwoordelijk voor 80% van de pneumokokken infecties in de Verenigde Staten. Het 7-valent polysaccharide conjugaat vaccin is opgenomen in het Rijks Vaccinatie Programma (RVP) en wordt sinds 1 juli 2006 toegediend bij kinderen die geboren zijn op of na 1 april 2006. Deze toediening vindt gelijktijdig, maar niet gecombineerd plaats met de DKTP-Hib-Vaccinatie op 2,3,4 en 11 maanden. (Sanders en van Gils et al., 2006)

1.2 De Afstudeeropdracht

De afstudeeropdracht die uitgevoerd werd tijdens de afstudeerstage bestond uit het implementeren en optimaliseren van Multilocus Sequence typing (MLST) voor Streptococcus pneumoniae voor gebruik binnen het LIS. Het doel van de afstudeeropdracht is de beschikking krijgen over een typeermethode voor S. pneumoniae die internationaal gehanteerd wordt. Er is in dit geval gekozen voor de MLST analyse, omdat deze internationaal geldt als gouden standaard voor de genotypering van pneumokokken

Optimalisatie is nodig, omdat de MLST ontworpen is voor gebruik met gezuiverd chromosomaal DNA, terwijl binnen het LIS bacterie-lysaten gebruikt worden. Vaak zijn PCR’s die ontworpen zijn voor gebruik met gezuiverd DNA als template niet robuust genoeg om voldoende PCR product te krijgen als bacterie-lysaten als bron voor het template DNA gebruikt wordt. Verder wordt de reeds beschreven MLST voor S.pneumoniae uitgevoerd door de zeven huishoudgenen met zeven afzonderlijke PCR reacties te amplificeren. Vanwege tijds- en kostenreductie is het wenselijk met behulp van één multiplex PCR  de zeven huishoudgenen te amplificeren . 

Concreet hield de opdracht het volgende in: 

· Zet een multiplex PCR op voor de amplificatie van de zeven huishoudgenen van S.  pneumoniae en ontwerp hiervoor indien nodig nieuwe primers. 

· Optimaliseer de methode om vanuit het mengsel van de zeven PCR producten elk gen apart te kunnen sequensen. 

· Voer de MLST uit op  een aantal controle isolaten van S. pneumoniae om de robuustheid van de methode te bepalen.

· Typeer een selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9 en vergelijk de MLST resultaten van deze isolaten met die van de eerder bepaalde MLVA. Bepaal hieruit de eventuele overeenkomsten en/of verschillen tussen de beide typeermethoden. 

2.  Materiaal en Methoden

2.1 Streptococcus pneumoniae isolaten

De gebruikte isolaten van S. pneumoniae waren afkomstig van het Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële meningitis (NRBM). Hier werd ook het serotype en in sommige gevallen het serosubtype van de isolaten bepaald. De isolaten werden in 2004 en 2005, verspreid over heel Nederland, geïsoleerd uit patiënten van verschillende leeftijden die leden aan een invasieve pneumokokkenziekte. De meeste isolaten waren afkomstig uit bloed, maar ook een aantal uit liquor. In totaal werden er voor dit onderzoek 75 van deze pneumokokken isolaten gebruikt. In deze set was een aantal verschillende serotypen vertegenwoordigd, waaronder bijvoorbeeld: 6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 19F, 23F, 33F en 35. Van de 75 gebruikte isolaten werden er 8 gebruikt voor de optimalisatie van de MLST analyse. Van de overige 67 isolaten werden er 16 gebruikt om de geoptimaliseerde MLST analyse uit te testen. De andere 51 isolaten vertegenwoordigde een selectie van serotype 6 en serotype 9 die met de MLST analyse getest werden om de resultaten vervolgens te vergelijken met die van de MLVA analyse. Aan de totale selectie van controle isolaten werden tenslotte ook de controle stammen van de volledig gesequenste TIGR4 en R6 stammen toegevoegd. 

De isolaten werden overnacht gegroeid op bloed-agar platen 5% ( OXOID, Manheim, Duitsland) bij een atmosfeer van 5% CO2 en een incubatietemperatuur van 35ºC. Na incubatie werd er een entoog vol bacteriën genomen en gesuspendeerd in een MicrobankTM epje (Pro-lab diagnostics, Neston,UK).Deze suspensie met levende bacteriën werd vervolgens opgeslagen in een vriezer bij -80ºC. Daarnaast werd er ook een entoog vol bacteriën gesuspendeerd in een 1,5 ml. Epje (Eppendorf, Hamburg, Duitsland) met 500µl TE (Tris EDTA) 1x. Van deze suspensie werd een lysaat gemaakt door de epjes gedurende 10 minuten te verhitten bij 95ºC. Deze lysaten werden daarna opgeslagen bij -20ºC.

Van deze lysaten werd een 10x verdunning gemaakt, door 10µl lysaat te verdunnen met 90µl TE 1x. De verdunningen werden gemaakt in een 96-wells plaat (Greiner bio-one©) en opgeslagen bij -20ºC. 

2.2 PCR en Multiplex PCR 

Voor het amplificeren van de zeven genen die gebruikt worden voor de MLST analyse van S. pneumoniae werd er in eerste instantie gebruik gemaakt van zeven afzonderlijke PCR reacties. Voor deze PCR reacties werd gebruik gemaakt van de lysaten van 8 controle isolaten die zijn geselecteerd op hun uiteenlopende serotypen. De primers werden overgenomen uit het artikel “A multilocus sequence typing scheme for Streptococcus pneumoniae: identification of clones associated with serious invasive disease” (Enright M.C en Spratt B.G., 1998). Ook werd er gebruik gemaakt van de site (www.mlst.net). De primers werden besteld bij Eurogentec (Seraing,Belgium). 

	Gen
	Product

	aroE
	shikimate dehydrogenase

	gdh
	glucose-6-phosphate dehydrogenase

	ddl
	D-alanine-D-alanine ligase

	xpt
	xanthine phosphoribosyltransferase

	spi
	signal peptidase I

	recP
	transketolase

	gki
	glucose kinase


Tabel 2.1: Een overzicht van de zeven huishoudgenen 

en hun producten die gebruikt werden voor de MLST.

De opbrengst aan PCR  producten werd bepaald met behulp van agarose- gel electroforese. (zie paragraaf 2.3) Aan de hand van deze resultaten werden er zo nodig nieuwe primersets ontworpen. De nieuwe primersets werden ontworpen m.b.v. de optie primerdesign in het softwareprogramma Kodon 3.0 (Applied Maths BVBA) aan de hand van de genoomsequenties van de stammen TIGR4 en R6. Deze genoomsequenties zijn te vinden op (www.ncbi.nlm.nih.gov) onder de codes, NC_003028.2 en NC_003098.1.

Met deze primers werd nu vervolgens de multiplex PCR uitgevoerd. De resultaten van deze multiplex PCR werden ook geanalyseerd m.b.v. agarose- gel electroforese. Later is er overgegaan op analyse met behulp van GeneScan analyse. Dit omdat de zeven verschillende producten in het multiplex PCR product op gel niet goed van elkaar waren te onderscheiden. 

Voor het bepalen van de  opbrengst aan PCR producten uit de multiplex PCR m.b.v. GeneScan analyse werden fluorescent gelabelde forward primers gebruikt. De forward primers werden hiertoe aan de 5’kant gelabeld. De labels die hiervoor gebruikt werden zijn FAM en HEX. Deze gelabelde primers werden eveneens besteld bij Eurogentec en waren HPLC gezuiverd. De ongelabelde reverese primers waren niet gezuiverd. 

	Primer
	Tm (ºC)
	Label


	Sequentie

	aroE-F
	59
	HEX
	GCC TTT GAG GCG ACA GC

	aroE-R
	65
	
	TAACTAGCAAATCCGAC

	aroE-F new
	59
	
	ATTAAGCATTCTATTTCTC

	aroE-R new
	65
	
	ATTAACTAGCAAATCCGAC

	gdh-F
	64
	FAM
	ATG GAC AAA CCA GC(G/A/T/C) AG(C/T) TT

	gdh-R
	67
	
	GCT TGA GGT CCC AT(G/A) CT(G/A/T/C) CC

	ddl-F
	64
	FAM
	TGC (C/T)CA AGT TCC TTA TGT GG

	ddl-R
	69
	
	CAC TGG GT(G/A) AAA CC(A/T) GGC AT

	xpt-F
	59
	FAM
	TTA TTA GAA GAG CGC ATC CT

	xpt-R
	55
	
	AGA TCT GCC TCC TTA AAT AC

	spi-F
	57
	
	TTA TTC CTC CTG ATT CTG TC

	spi- R
	61
	
	GTG ATT GGC CAG AAG CGG AA

	spi-F new
	57
	FAM
	TT(A/G) TTC CTC CT(G/A) ATT CTG TC

	spi-R new
	61
	
	GTG ATT GGC CA(G/T) AAG CGG AA

	recP-F
	68
	HEX
	GCC AAC TCA GGT CAT CCA GG

	recP-R
	62
	
	TGC AAC CGT AGC ATT GTA AC

	gki-F
	70
	HEX
	GGC ATT GGA ATG GGA TCA CC

	gki-R
	65
	
	TCT CCC GCA GCT GAC AC


Tabel 2.2: Een overzicht van de in de PCR en de multiplex PCR gebruikte primers. De aroE-F 

primer bevatte een loop met een smelttemperatuur van 52º.
De PCR reacties werden uitgevoerd in 96-wells platen (Greiner bio-one©) en gerund met behulp van een GeneAmp PCR-system 9700 (Applied Biosystems).

De PCR mix voor de amplificatie van één gen m.b.v. één primerset had de volgende samenstelling:

	Inhoud
	Volume(µl)
	Fabrikant

	Hotstartaq mastermix
	12,5
	Qiagen

	Forward primer (10pmol/µl)
	1
	Eurogentec

	Reverse primer (10 pmol/µl)
	1
	Eurogentec

	RNAse-free water
	9,5
	Qiagen

	Totaal
	24
	 


Tabel 2.3: De samenstelling van PCR mix voor amplificatie van één gen met 

één primerset.

Aan deze mix werd vervolgens 1µl template (10x verdund lysaat) toegevoegd.

De PCR mix voor de amplificatie van de zeven genen in de multiplex PCR had de volgende samenstelling:

	Inhoud
	Volume(µl)
	Fabrikant

	Multiplex PCR Master mix 2x
	25
	Qiagen

	Forward primer (10pmol/µl) (7x1µl)
	7
	Eurogentec

	Reverse primer (10 pmol/µl) (7x1µl)
	7
	Eurogentec

	RNAse-free water
	7
	Qiagen

	Totaal
	46
	 


Tabel 2.4: De samenstelling van de PCR mix voor de multiplex PCR.

Aan deze mix werd vervolgens 4µl template (10x verdund lysaat) toegevoegd.

Het PCR programma was:

15 min

95ºC

30 sec 

95ºC|

1 min 


51ºC| 30 cycli

1 min


72ºC|

7 min


72ºC



2.3 Agarose-gel electroforese

Ter controle van de amplificatie in de PCR werd er gebruik gemaakt van agarose-gel electroforese. Deze agarose-gel electroforese werd uitgevoerd op een 1% gel. De gel werd vervaardigd door 1,5 gram Agarose MP (Roche diagnostics, Penzberg, Duitsland) op te lossen in 150ml 0,5x  TBE (10x TBE; 0,89 M Tris, 0,89 M Boric acid, 0,2 M EDTA disodium, pH 8,4; Tritium microbiologie BV., Veldhoven, Nederland). Het oplossen van de agarose vond plaats door deze te verwarmen. Nadat de agarose was opgelost werd er 6µl SYBR SafeTM (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) toegevoegd. De electroforese werd uitgevoerd in electroforese buffer ( 0,5x TBE). Het electroforeren vond plaats bij een spanning van 100V en een tijdsduur van 60-75 minuten. Als marker werd er gebruik gemaakt van een 1Kb DNA ladder (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Tot slot werd de gel gescand met behulp van de Fluorimager TM 595 (Molecular Dynamics, Sunnyvale, USA).

2.4  Het zuiveren van de PCR producten

Voordat er sequensreacties op de PCR producten werden ingezet moesten de producten eerst gezuiverd worden. Deze zuiveringsstap is nodig om allerlei storende factoren uit de PCR, zoals buffer, polymerase, primers en dNTP’s die niet verbruikt zijn tijdens de PCR reactie kwijt te raken. Voor deze zuivering werd gebruik gemaakt van de MSB® Spin PCRapace (Invitek, Berlijn, Duitsland). Bij deze kolomzuivering wordt het dubbelstrengs DNA aan een kolom gebonden m.b.v. een binding buffer. Vervolgens wordt de kolom in een epje geplaatst en  afgedraaid met behulp van een centrifuge. Tijdens deze centrifuge stap wordt het ongebonden materiaal met de buffer mee afgedraaid. Het in het PCR product aanwezige dubbelstrengs DNA dat nog aan de kolom gebonden is, wordt vervolgens met behulp van nog een cenrtrifuge stap in water geëlueerd.

In de experimenten werd 50µl PCR product verdund in 250µl binding buffer. Dit geheel werd in een Apart epje gepipetteerd en gemengd op een vortex. Vervolgens werd de oplossing op een kolom gepipetteerd. De kolom werd in een epje geplaatst en 3 min. Afgedraaid bij 12.000 rpm. Vervolgens werd het dubbelstrengs DNA geëlueerd door 20µl RNAse-free water (Qiagen) op de kolom te pipetteren en de kolom in een schoon epje 1 min. bij 10.000 rpm af te draaien.

2.5 DNA Sequencing en GeneScan analyse met behulp van de ABI Prism® 3700 DNA analyzer

In dit onderzoek werden zowel de sequence reacties als de GeneScan analyse uitgevoerd met behulp van de ABI Prism® 3700 DNA analyzer (Applied Biosystems).

2.5.1 DNA sequencing

DNA sequencing wordt gebruikt om de base volgorde (sequentie) van een bepaald stuk DNA te bepalen. Het principe van deze bepaling berust op het feit dat het inbouwen van een ddNTP (dideoxynucleotide trifosfaat) in plaats van een dNTP (deoxynucleotide trifosfaat) tijdens de PCR reactie het verder amplificeren van het DNA stopt. Hierdoor ontstaan er tijdens de sequence PCR dus enkelstrengs DNA producten van verschillende lengte. 

De sequence PCR is een asymmetrische PCR. Dit wil zeggen dat het eigenlijk geen PCR is en dat er in plaats van twee primers één primer gebruikt wordt. De samenstelling van de sequence PCR mix wordt zodanig gekozen dat er tijdens de amplificatie op iedere plaats waar een dNTP ingebouwd wordt ook een ddNTP wordt ingebouwd. 
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Figuur 2.1: Het inbouwen van nucleotiden
Figuur 2.2: PCR producten van verschillende lengte tijdens de sequence PCR

Bij sequentie analyse m.b.v. de ABI prism® 3700 DNA analyzer worden de sequenties bepaald aan de hand van de detectie van de fluorescent gelabelde ddNTP’s. Hiertoe worden de monsters eerst door een capillair geleid. Door dit capillair stroomt een pop-6 polymer (Applied Biosystems). Dit is een soort vloeibare gel. De fragmenten in het PCR product worden nu gescheiden met behulp van  een spanningsverschil. De kleine fragmenten zullen sneller door het capillair lopen dan de grotere fragmenten. Vervolgens komen de producten in een cuvet waar ze aangestraald worden door een laser. De labels nemen nu extra energie op, omdat de elektronen in een aangeslagen toestand komen. Aan het eind van de cuvet passeren de monsters een detector en vallen de elektronen weer terug in grondtoestand. De extra opgenomen energie wordt nu uitgestraald in de vorm van licht van een bepaalde golflengte. De 4 ddNTP’s hebben elk een ander fluorescent label dat licht uitzend bij verschillende golflengten. Dit uitgestraalde licht wordt gedetecteerd door een camera en m.b.v. software omgezet in een sequentie. 
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Figuur 2.3 Voorbeeld van een sequentie analyse m.b.v. de ABI prism® 3700 DNA analyzer

Voorafgaand aan de sequentie analyse werd er eerst een Sequence PCR uitgevoerd. Deze PCR werd  uitgevoerd in zowel de forward als de reverse richting. De PCR producten werden vervolgens geanalyseerd m.b.v. de ABI Prism® 3700 DNA analyzer (Applied Biosystems). Tot slot werd er een alignment uitgevoerd van de forward en de reverse sequentie in het programma BioNumerics (Applied Maths BVBA). Deze dubbelstrengs sequentie werd nu vervolgens gebruikt voor de Multilocus Sequence Typing.

De sequence PCR reacties  werden uitgevoerd in 96-wells platen (Greiner bio-one©) of in losse MicroAmp 0,2 ml Reaction tubes (Applied Biosystems).    
De mix die gebruikt werd voor de sequence PCR had de volgende samenstelling:

	Inhoud
	Volume(µl)
	Fabrikant

	BigDye® Terminator v3.1 sequence kit (BDT)
	1
	Applied Biosystems

	Tris Sequence Buffer (200nM Tris, pH 9,0 en 5mM MgCl2)
	7
	Sandra Witteveen (LIS)

	Forward of Reverse Primer (5pmol/µl)
	1
	Eurogentec

	RNAse-free water
	10
	Qiagen

	Gezuiverd PCR product
	1
	

	Totaal
	20
	 


Tabel 2.5: De samenstelling van de sequence PCR mix.

Het programma voor de sequens PCR was:

10 sec

96ºC|

5 sec 


50ºC| 25 cycli

4 min 


60ºC|


2.5.2 GeneScan analyse

De GeneScan analyse is net als de sequentie analyse gebaseerd op de detectie van fluorescent gelabelde PCR producten. De GeneScan analyse werd gebruikt om de opbrengst aan PCR producten in het multiplex PCR product te bepalen. Dit omdat dit met behulp van agarose- gel electroforese moeilijk bleek te zijn. Hiertoe werden de forward primers die gebruikt werden in de multiplex PCR  fluorescent gelabeld aan de 5’kant. De gebruikte labels waren FAM (dit wordt waargenomen als blauw) en HEX (dit wordt waargenomen als groen). De primers werden om en om op de theoretische lengte van PCR product gelabeld. (zie tabel 2.6). De theoretische lengte van de PCR producten werd bepaald door de bindplaatsen van de primers te bepalen op de genoomsequenties van de controle stammen TIGR4 en R6 m.b.v. het programma Kodon 3.0 (Applied Maths BVBA).  De lengte van de PCR producten in de GeneScan analyse werd bepaald aan de hand van een Map Marker®1000 (Bioventures inc., Murfreesboro, Tennesee, USA).

	Primer
	Lengte v.h. PCR product (Bp)
	Label

	ddl -F
	493
	FAM

	ddl -R
	
	

	aroE -F
	494
	HEX

	aroE -R
	
	

	spi -F
	540
	FAM

	spi -R
	
	

	recP -F
	552
	HEX

	recP -R
	
	

	xpt -F
	552
	FAM

	xpt -R
	
	

	gki -F
	589
	HEX

	gki -R
	
	

	gdh -F
	639
	FAM

	gdh -R
	
	


Tabel 2.6: Overzicht van de primers met de 

theoretische lengte van het PCR product en het

gebruikte label.

Voor analyse werden de PCR producten 20x verdund in RNAse-free water (Qiagen). Hiervan werd 2µl in een MicroAmp® optical 96-well reaction plate (Apllied Biosystems) gepipetteerd. Hieraan werd vervolgens 10µl  Map Marker®1000 (Bioventures inc., Murfreesboro, Tennesee, USA) 200x verdund toegevoegd. Deze mix werd vervolgens 5 min bij 95ºC verhit, zodat het dubbelstrengs PCR product denatureerde en detectie van het label mogelijk werd. Vervolgens werden de monsters geanalyseerd met behulp van de ABI Prism® 3700 DNA analyzer (Applied Biosystems).

De GeneScan resultaten werden geanalyseerd met het programma Genemarker 1.51 (Softgenetics). 
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Figuur 2.4: GeneScan analyse van de multiplex PCR. De Map Marker heeft de kleur rood. De PCR pro-
ducten gelabeld met het label FAM hebben de kleur blauw. De PCR producten gelabeld met het label 

HEX hebben de kleur groen.

2.6 Multilocus Sequence Typing 

De met DNA sequencing verkregen sequenties werden, waar nodig gecorrigeerd en gebruikt voor MLST. Deze MLST werd uitgevoerd met behulp van het programma BioNumerics (Applied Maths BVBA) aan de hand van een drietal automatische scripts die werden geschreven door Leo Schouls. Met behulp van het eerste script werd er een alignment uitgevoerd van de forward- en de reverse- sequenties en werden de sequenties op vaste eindpunten getrimmed om vergelijking mogelijk te maken. De dubbelstrengs allelsequenties dienden nu alleen nog met de hand geëdit te worden om onzekerheden in de sequenties te elimineren. Vervolgens werd er met een tweede script aan de hand van de verkregen allelsequenties een allelprofiel bepaald. Met behulp van een derde script werd aan de hand van de bepaalde allelprofielen een Sequence Type aan de stammen toegekend. Voor de allelsequenties en het toekennen van het Sequence Types in de laatste twee scripts werd gebruik gemaakt van de databases van de bekende allelsequenties en de beschikbare Sequence Types van S. pneumoniae op de site www.mlst.net. De verkregen MLST resultaten werd vervolgens verwerkt in een minimum spanning tree. In de minimum spanning tree wordt een zogenaamde categorische clustering uitgevoerd. Hierbij wordt op basis van het MLST profiel de genetische afstand tussen verschillende typen bepaald. Bijvoorbeeld het profiel 4-4-2-4-4-1-1 verschilt in slechts 1 positie van 4-4-5-4-4-1-1, terwijl profiel 4-4-5-4-4-3-11 in 3 posities van profiel 1 verschilt. Echter profiel 2 en profiel 3 verschillen maar weer in 2 posities. Als er nog een 4e profiel is bijv. 5-4-5-4-4-1-1 verschilt dit weer in 2 posities van profiel 1, maar slechts in 1 posities van profiel 2, terwijl er weer 2 verschillen zijn met profiel 3. Daardoor ontstaat dus een afstandstabel. De afstands tabel van de vier hierbovengenoemde profielen is weergegeven in tabel 2.7.

	
	Profiel 1
	Profiel 2
	Profiel 3
	Profiel 4

	Profiel 1
	0
	
	
	

	Profiel 2
	1
	0
	
	

	Profiel 3
	3
	2
	0
	

	Profiel 4
	2
	1
	2
	0


Tabel 2.7: De afstandstabel van de in de tekst genoemde

profielen 1t/m4. 

Deze afstandstabel wordt gebruikt voor de samenstelling van de minimum spanning tree. Een voorbeeld van deze samenstelling is weergegeven is weergegeven in figuur 2.5.
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Figuur 2.5: Een voorbeeld van de samenstelling 

van de minimum spanning tree aan de hand van de 
afstandstabel, die is weergegeven in tabel 2.7;

Profiel 1 verschilt in 1 positie van profiel 2, in 3 posities

Van profiel 3, in 2 posities van profiel 4 enz. 

3.  Resultaten

3.1 De optimalisatie van de MLST 

De MLST analyse werd geoptimaliseerd met behulp van 8 controle isolaten van S. pneumoniae. Deze isolaten werden geselecteerd op hun uiteenlopende serotype en op numerieke volgorde geplaatst. Deze volgorde werd ook gebruikt in de afzonderlijke PCR reacties van de zeven huishoudgenen. Een overzicht van de gebruikte lysaten is weergegeven in tabel 3.1.

	Lysaatnr.
	Isolaat
	Serotype

	1
	P2004-0120
	18C

	2
	P2004-0311
	22A

	3
	P2004-0019
	18B

	4
	P2004-0395
	9N

	5
	P2004-0470
	19F

	6
	P2004-0512
	23F

	7
	P2004-1614
	9V

	8
	P2005-1149
	22F

	9
	Blanco
	--


Tabel 3.1: Een overzicht van de 8 controle 

isolaten die gebruikt werden bij de optimalisatie

van de MLST analyse.

3.1.1 De optimalisatie van de PCR

De Primers:

Van de acht controle isolaten werd van elk gen apart een PCR reactie uitgevoerd om te bepalen of de beschreven primers goed werkten op bacterie-lysaat. De opbrengst van de amplificatie van deze zeven afzonderlijke PCR reacties werd geanalyseerd m.b.v. agarose gel electroforese verdeeld over twee agarose gelen. Op de ene gel de PCR producten van de PCR reacties van de genen aroE, gdh, ddl en xpt. En op de andere gel die van de genen spi, recP en gki. De resultaten van deze agarose- gel electroforese zijn zichtbaar in figuur 3.1 en figuur 3.2. 
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Figuur 3.1: De resultaten van de afzonderlijke PCR reacties van de genen, 

aroE, gdh,ddl en xpt op de lysaten beschreven in tabel 3.1; Rij 1: 1, marker; 

2-10, aroE; 11-19, gdh; 20-26, ddl. Rij 2: 1, marker;  2-3, ddl; 4-12, xpt. 

  1   2    3   4   5    6   7    8   9 10  11 12 13 14   15  16 17 18 19  20  21 22  23 24  25   26       
[image: image10.png]@

o

Y

e




Figuur 3.2: De resultaten van de afzonderlijke PCR reacties van de genen 

spi, recP en gki op de lysaten beschreven in tabel 3.1; Rij 1: 1, marker; 2-10

, spi; 11-19, recP; 20-26, gki. Rij 2:1, marker; 2-3, gki.

Uit  de bovenstaande resultaten bleek dat de voorgeschreven primers voor de genen aroE en spi in de PCR op bacterie-lysaat weinig of geen product amplificeren. De primers voor de andere vijf genen amplificeren wel voldoende product. 

Voor het falen van de PCR zijn 2 mogelijke oorzaken te bedenken: 1. De PCR condities, in het bijzonder de annealing temperatuur, is niet optimaal; 2. De primers passen niet goed op alle onderzochte varianten van de aroE en spi wat het ontwerpen van nieuwe primers noodzakelijk zou maken. Daarom werd eerst onderzocht wat de optimale annealing temperatuur is voor de gebruikte primers.

De optimale annealing temperatuur:

Met de primers voor alle 7 MLST loci werd ook een gradiënt PCR uitgevoerd om de optimale annealing temperatuur van de primers in de PCR te bepalen. Voor deze gradiënt PCR werd gebruik gemaakt van bacterie-lysaat van het isolaat P2004-1614. Bij de gradiënt PCR worden de PCR reacties getest in een 96- wells PCR plaat. Van ieder gen worden 12 PCR reacties (horizontaal ingezet.) Op het gradiënt PCR apparaat kunnen deze reacties elk met een andere annealing temperatuur gerund worden. Hiertoe wordt een minimale en een maximale temperatuur ingesteld. Het gradiënt apparaat maakt hier van een Temperatuur gradiënt die naderhand opgevraagd kan worden. Als nu de PCR producten op gel geanalyseerd worden kan op deze manier nagegaan worden bij welke annealing temperatuur er het meeste PCR product in de PCR gevormd wordt. 
In dit experiment werd de annealing temperatuur getest tussen de 50 en de 65ºC. Deze range werd vastgesteld aan de hand van de smelttemperaturen van de primers. De PCR resultaten werden geanalyseerd m.b.v. agarose- gel electroforese. De resultaten zijn te zien in figuur 3.3.
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Figuur 3.3: De resultaten van de gradiënt PCR voor de zeven genen m.b.van bacterie-lysaat 

P2004-1614. 

In de bovenstaande figuur zijn de resultaten te zien van de 12 PCR reacties van de gradiënt PCR op alle zeven genen. Voor het gen aroE is er alleen een zeer zwak signaal te zien t/m het derde slotje. Dit geldt ook voor het gen spi. Bij de genen gdh, ddl en gki is in alle slotjes (dus bij alle annealing temperaturen) signaal te zien. Bij xpt en recP stopt de opbrengst ongeveer bij het zesde slotje. Gemiddeld genomen is het beste resultaat te zien in het derde slotje. In deze PCR reactie was de annealing temp. 51,3ºC. 

Het ontwerpen van nieuwe Primers voor de genen aroE en spi:

Aan de hand van de resultaten van het experiment, waarin afzonderlijke PCR reacties met de primers van alle 7 MLST loci op bacterie-lysaat werden uitgevoerd werden voor de loci aroE en spi nieuwe primers ontworpen. De primers werden ontworpen m.b.v. het programma Kodon 3.0 door de primersequenties te matchen met de volledige gesequenste genomen van de controlestammen TIGR 4 en R6. Deze primers werden ook weer getest in afzonderlijke PCR reacties en geanalyseerd m.b.v agarose- gel electroforese. Voor het gen aroE werden de volgende primers ontworpen: aroE-F new : ATTAAGCATTCTATTTCTC en aroE-R new: ATTAACTAGCAAATCCGAC. 

Voor het gen spi werden er bij het matchen van de primersequenties op het genoom van TIGR 4 een aantal mismatches gevonden. Dit was bij R6 niet het geval. Er werd daarom een PCR reactie ingezet met zowel het bacterie lysaat van TIGR 4 als van R6. Ook werden de bacterie-lysaten van controle isolaten  P2004-0019 (sterk signaal in de vorige PCR ) en P2004-0470 ( zwak signaal in de vorige PCR ) getest. Verwacht werd dat de PCR op het lysaat van TIGR 4 minder opbrengst van PCR product zou geven dan de PCR op het lysaat van R6. De resultaten van deze PCR reactie zijn te zien in figuur 3.4.
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Figuur 3.4: De resultaten van 

de PCR met de primers voor 

het gen spi; 1, marker; 2, lysaat 

P2004-0019; 3, lysaat P2004-0470; 

4, TIGR 4; 5, R6; 6, blanco.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat zoals al verwacht, er in  de PCR met het bacterie- lysaat van R6 meer product werd gevormd dan in  de PCR met het bacterie-lysaat van TIGR 4.  de bacterie- lysaten 2004-0019 en 2004-0470 gaven dezelfde resultaten als in de vorige PCR. De primers werden daarom met wobbels  op de plaatsen van de mismatches met de controle stam TIGR 4 besteld. Dit waren de primers: spi- F new: TT(A/G) TTC CTC CT(G/A) ATT CTG TC en spi- R new: GTG ATT GGC CA(G/T) AAG CGG AA. (zie ook tabel 2.2)

Van de nieuw bestelde primers voor de genen aorE en spi  werden PCR reacties ingezet samen met de primers van de overige 5 genen. Deze reacties werden ingezet op de lysaten: P2004-0120, P2004-1149, TIGR4 en R6. Er werd gekozen voor deze bacterie-lysaten, omdat P2004-0120 in de vorige PCR reacties over het algemeen zwakke signalen gaf.  Lysaat P2004-1149 vertoonde juist heel sterke signalen. Daarnaast werden de lysaten TIGR 4 en R6 al eerder gebruikt om de primers voor het gen spi uit te testen.  De opbrengst van de PCR reacties werd geanalyseerd met behulp van agarose-gel electroforese. De resultaten zijn te zien in figuur 3.5. 
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        P2005-1149
     TIGR4
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        blanco
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Figuur 3.5: De resultaten van de afzonderlijke PCR reacties op de zeven huishoudgenen 

van S. pneumoniae m.b.v de bovengenoemde lysaten. De primers werden getest in de 

volgorde (van links naar rechts): aroE, gdh, ddl, xpt, spi, recP en gki.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat  er met behulp van de nieuwe primers voor het gen spi duidelijk meer product werd gevormd  dan met de oude primers. De nieuwe primers voor het gen aroE echter, vormden duidelijk minder product. Dit resultaat werd niet verwacht, daarom werd er opnieuw een PCR reactie ingezet met behulp van dezelfde bacterie-lysaten en zowel de oude als de nieuwe primers voor het gen aroE. Naast een PCR reactie op het gen aroE werd er ook een PCR reactie op het gen gdh meegenomen. Dit om aan te kunnen tonen dat de lage signalen met de aroE  primers ook daadwerkelijk aan de primers liggen en dat er geen andere problemen tijdens de PCR reactie zijn opgetreden. Er is juist gekozen voor het gen gdh, omdat deze reactie wel sterke signalen vertoonde. De resultaten van deze PCR zijn te zien in figuur 3.6.
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Figuur 3.6: De resultaten van de PCR met de oude en de nieuwe 

primers voor het gen aroE voor respectievelijk de bacterie-lysaten

P2004-0120, P2005-1149, TIGR 4 en R6; 1, marker; 2, 5, 8 en 11, 

oude primers aroE; 3, 6, 9 en 12, nieuwe primers aroE; 4, 7, 10 en

13, primers gdh; 14- 16, blancos; 17, marker.  
Uit deze resultaten bleek dat er in de PCR m.b.v. de oude primers  voor het gen aroE  weldegelijk meer PCR product werd gevormd dan in die met de nieuwe primers. Hiermee werd dus bewezen dat de nieuwe primers voor het gen aroE niet goed genoeg werkten. Er werd dus gezocht naar nieuwe primers. Dit bleek echter nog niet zo gemakkelijk te zijn. De primers voor de MLST werden zo ontworpen dat ze vrijwel direct naast het begin en het einde van de te amplificeren allelen aanhechten. Aansluitend hierop werd er een PCR  ingezet met dezelfde bacterie- lysaten en een combinatie van de oude forward- en de nieuwe reverse- primer voor het gen aroE  en andersom. Dit om te kijken of er in één van de PCR reacties met deze primercombinaties meer product werd gevormd als in de huidige combinaties.  De resultaten van deze PCR reacties zijn te zien in figuur 3.7.

    1  2   3   4   5    6   7  8   9  10 11 12  1314 15 16 17 18 19 20 21 22 23  24  25 26   
[image: image15.png]



Figuur 3.7: De resultaten van de PCR met de oude, de nieuwe 

en de gecombineerde primersets van het gen aroE voor respectievelijk 

de bacterie-lysaten P2004-0120, P2005-1149, TIGR 4 en R6;. 1, marker;

2, 6, 10 en 14, oude primers aroE; 3, 7, 11 en 15, nieuwe primers aroE;

4, 8, 12 en 16, oude forward en nieuwe reverse aroE; 5, 9, 13 en 17, 

nieuwe forward oude en reverse aroE; 18-21, blancos; 22, marker. 

Uit deze resultaten bleek dat er in de PCR met de combinatie van de oude forward- en de nieuwe reverse- primer voor het gen aroE  het meeste product werd gevormd. Deze primerset werd dus in het vervolg van de experimenten gebruikt. 

3.1.2 De optimalisatie van de multiplex PCR

De PCR Mix:

In de zeven afzonderlijke PCR reacties op de zeven huishoudgenen werd gebruik gemaakt van HotStarTaq mastermix (Qiagen). Er is van dezelfde fabrikant echter ook een PCR mix op de markt die speciaal is ontwikkeld voor het gebruik in multiplex PCR reacties. Het gaat hier om de zogenaamde Multiplex PCR Master mix (2x). Deze Multiplex PCR Mastermix zou een betere opbrengst van PCR product geven in multiplex PCR reacties. Om te controleren of dit ook daadwerkelijk zo is werd er van een set van 4 bacterie-lysaten een multiplex PCR ingezet met zowel de HotStarTaq mastermix als de Multiplex PCR Master mix (2x). Het ging hier om de bacterie- lysaten van de isolaten: P2004-0120, P2004-0470, P2004-0512 en P2005-1149. De opbrengst van de multiplex PCR reacties werd vervolgens geanalyseerd met behulp van agarose-gel electroforese. De resultaten zijn weergegeven in figuur 3.8.
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Figuur 3.8: De resultaten van de multiplex PCR reacties met zowel 

de HotStarTaq master mix als de Multiplex PCR Master Mix (2x) 

van respectievelijk P2004-0120, P2004-0470, P2004-0512 en 

P2005-1149 ;1, marker; 2- 5, multiplex PCR met HotStarTaq master

mix; 6-9, multiplex PCR met Multiplex PCR Master Mix (2x); 10 en 11

, blancos. 

Uit de bovenstaande resultaten bleek duidelijk dat bij het gebruik van Multiplex PCR Master Mix (2x) in de multiplex PCR reacties, een veel hogere opbrengst van PCR product  werd verkregen dan bij het gebruik van HotStarTaq mastermix. 

Het bepalen van de opbrengst aan afzonderlijke PCR producten in het multiplex PCR product:

Om de opbrengst aan afzonderlijke PCR producten in het multiplex PCR product te bepalen werden er multiplex PCR reacties ingezet op alle 8 controle lysaten. In deze test werden de primers voor de genen  aroE en spi niet meegenomen, omdat deze nog in bestelling waren. De primers voor de genen gdh, ddl, xpt, recP en gki werden wel getest. Van elk van de controle lysaten werden 6 multiplex PCR reacties ingezet. Hiervan bevatte 1 reactie alle 5  primersets. Vervolgens werden er nog vijf Reacties ingezet waarin steeds één primerset weg werd gelaten. Op deze manier werd gehoopt de vijf afzonderlijke PCR producten te kunnen onderscheiden met behulp van agarose- gel electroforese. De resultaten zijn te zien in figuur 3.9.  
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Figuur 3.9: De resultaten van de multiplex PCR met 5 van de 7 primersets op de 8 controle lysaten. Elk eerste monster van een lysaat bevat alle 5 primersets. Vervolgens zijn respectievelijk de primersets voor de genen gdh,ddl,xpt, recP en gki weggelaten.

In de bovenstaande resultaten was te zien dat de marker vermoedelijk per abuis ook in het eerste slotje met de multiplex PCR reactie op bacterie-lysaat  P2004-0120 werd opgebracht. Verder is er te zien dat het zeer moeilijk was om onderscheid is te maken tussen de verschillende PCR producten en dus ook de opbrengst daarvan. Hiertoe werd vervolgens gebruik gemaakt van GeneScan analyse.

Het bepalen van de opbrengst aan afzonderlijke PCR producten in het multiplex PCR product met behulp van GeneScan analyse:

Omdat het zeer moeilijk bleek te zijn om de opbrengst aan afzonderlijke PCR producten in het multiplex PCR product te bepalen met behulp van agarose- gel electroforese. Werd deze analyse vervolgens uitgevoerd met behulp van GeneScan analyse. Hiertoe werd de multiplex PCR uitgevoerd met forward primers die aan de 5’ kant fluorescent gelabeld waren met de labels FAM en HEX. De multiplex PCR gaf daardoor producten die om en om met FAM en HEX gelabeld waren. De keuze van de labels vond plaats op basis van de theoretische grootte van het PCR product. (zie tabel2.6) Er werd GeneScan analyse uitgevoerd op de PCR producten van de multiplex PCR reacties van de Lysaten P2004-0120, P2005-1149, TIGR 4 en R6. Een overzicht van de GeneScan resultaten is zichtbaar in tabel 3.2. 

	Lysaat
	Gen
	Size
	Height
	Area

	P2004-0120 
	ddl
	517.4
	3007
	46163

	P2004-0120 
	spi
	562.8
	3337
	38334

	P2004-0120 
	xpt
	576.1
	3397
	44260

	P2004-0120 
	gdh
	665.1
	1881
	28273

	P2004-0120 
	aroE
	518
	5524
	63019

	P2004-0120 
	recP
	574.2
	4565
	61873

	P2004-0120 
	gki
	632.8
	5584
	83431

	P2005-1149
	ddl
	516.3
	8144
	158648

	P2005-1149
	spi
	562.4
	7766
	95254

	P2005-1149
	xpt
	575.7
	7556
	100177

	P2005-1149
	gdh
	664.8
	3516
	55977

	P2005-1149
	aroE
	518.2
	12379
	202978

	P2005-1149
	recP
	573.8
	12687
	185457

	P2005-1149
	gki
	632.3
	12516
	247048

	TIGR 4
	ddl
	517.4
	4551
	85473

	TIGR 4
	spi
	562.5
	5261
	61524

	TIGR 4
	xpt
	576.1
	4811
	63059

	TIGR 4
	gdh
	665.1
	2429
	35547

	TIGR 4
	aroE
	518.1
	10059
	112548

	TIGR 4
	recP
	573.9
	6980
	88920

	TIGR 4
	gki
	632.9
	7548
	126183

	R6
	ddl
	517.1
	3936
	65517

	R6
	spi
	562.5
	5024
	60032

	R6
	xpt
	576
	4284
	55678

	R6
	gdh
	664.9
	2055
	29986

	R6
	aroE
	517.9
	9314
	105299

	R6
	recP
	573.9
	7624
	99469

	R6
	gki
	632.3
	8412
	135934


Tabel 3.2 Een overzicht van de GeneScan resultaten 

van de lysaten P2004-0120, P2005-1149, TIGR 4 en R6.

(Size staat voor grootte van het PCR product, Height voor 

de hoogte van het signaal en area voor de oppervlakte 

onder de piek.)  

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat het met behulp van GeneScan analyse mogelijk was om de opbrengst aan afzonderlijke PCR producten in het multiplex PCR product aan te tonen. In de volgende experimenten werd ook gebruik gemaakt van deze GeneScan analyse om de optimale primer- en lysaat concentratie in de multiplex PCR te bepalen.

Het bepalen van de ideale primerconcentratie voor de Multiplex PCR met behulp van GeneScan:

De ideale primerconcentratie werd nu ook bepaald met behulp van GeneScan analyse.

Hiertoe werden drie verschillende multiplex reacties ingezet op de bacterie-lysaten van de isolaten P2004-0120, 1149, TIGR 4 en R6. Eén met primerconcentratie van 2,5 pmol/µl, één met een primerconcentratie van 5,0 pmol/µl en één met een primerconcentratie van 10 pmol/µl.  De resultaten van deze GeneScan analyse zijn zichtbaar in tabel 3.3. 

	Primerconcentratie
	2,5 pmol/ µl
	5 pmol/µl
	10 pmol/µl

	Lysaat
	Gen
	Size 
	 Height
	Size
	Height
	Size
	Height

	P2004-0120
	ddl
	532.6
	4089
	532.4
	4505
	532.4
	5296

	P2004-0120
	spi
	573
	2249
	573.5
	5394
	573
	7616

	P2004-0120
	xpt
	584
	2206
	584.6
	5880
	584.1
	7657

	P2004-0120
	gdh
	654.1
	1903
	656.5
	2940
	655.2
	3532

	P2004-0120
	recP
	582.4
	7687
	582.9
	7474
	582.4
	18895

	P2004-0120
	gki
	629.5
	11618
	631.3
	8067
	630.3
	13283

	P2005-1149
	ddl
	532.2
	8235
	531.6
	11025
	531.5
	9782

	P2005-1149
	spi
	573
	7555
	573.1
	9596
	572.6
	8588

	P2005-1149
	xpt
	584.2
	6595
	584.4
	9909
	583.5
	9238

	P2005-1149
	gdh
	655
	4105
	656.2
	4520
	653
	3751

	P2005-1149
	recP
	582.4
	6377
	582.6
	16315
	581.8
	7877

	P2005-1149
	gki
	630.2
	7469
	630.8
	16156
	628.5
	6978

	TIGR4
	ddl
	533.1
	2961
	532.9
	4215
	532.5
	3895

	TIGR4
	spi
	573.7
	1889
	573.8
	5270
	573.1
	4894

	TIGR4
	xpt
	585.2
	1552
	585.2
	5227
	584.3
	4865

	TIGR4
	gdh
	656.6
	1237
	657.2
	2854
	655.2
	2351

	TIGR4
	recP
	583.5
	2520
	583.4
	4496
	582.6
	9015

	TIGR4
	gki
	631.6
	3536
	632
	4662
	630.4
	6969

	R6
	ddl
	532.9
	4425
	533.5
	5233
	531.6
	6280

	R6
	spi
	573.8
	2701
	573.1
	6858
	573.1
	9038

	R6
	xpt
	584.9
	2430
	584.2
	6439
	584.2
	8617

	R6
	gdh
	655.7
	1720
	654.8
	2921
	654.9
	3414

	R6
	recP
	583.2
	3139
	582.5
	5924
	582.4
	8469

	R6
	gki
	630.4
	4511
	629.5
	6092
	629.7
	6504


Tabel 3.3: De GeneScan resultaten van de multiplex PCR reacties met een primer concentratie van 

2,5, 5,0 en 10 pmol/µl. van de lysaten  P2004-0120, 1149, TIGR 4 en R6. (Size staat voor grootte van

het PCR product, Height voor de hoogte van het signaal)

Uit de bovenstaande GeneScan resultaten bleek dat voor de bacterie- lysaten van de isolaten P2004-0120 en R6 de opbrengst van de PCR producten toenam naar mate de primerconcentratie steeg. Dit is af te lezen in tabel 3.3, kolom ‘Height’. Hoe groter deze waarde des te meer PCR product werd er gevormd. Voor de bacterie-lysaten van de isolaten P2005-1149 en TIGR 4 gold dat de opbrengst van de PCR producten bij het gebruik van een primerconcentratie van 5,0pmol/µl ten opzichte van 2,5 pmol/µl steeg. Bij het gebruik van een primerconcentratie van 10 pmol/µl ten opzichte van 5,0 pmol/µl daalde de opbrengst echter weer. Gemiddeld werd er de beste opbrengst verkregen bij het gebruik van een primerconcentratie van 5,0 pmol/µl. 

Het bepalen van de optimale hoeveelheid bacterie-lysaat in de multiplex PCR met behulp van GeneScan analyse:

Tot slot werd met behulp van de GeneScan analyse ook de optimale hoeveelheid bacterie- lysaat in de multiplex PCR bepaald. Dit aan de hand van multiplex PCR reacties van de bacterie-lysaten van de isolaten P2005-1149 en TIGR 4. Van deze beide lysaten werd een multiplex PCR ingezet met zowel 2, 4 als 8µl bacterie-lysaat. De producten van deze multiplex PCR reacties werden vervolgens geanalyseerd. De resultaten van deze GeneScan analyse zijn weergegeven in tabel 3.4.

	 
	2µl lysaat
	4µl lysaat
	8µl lysaat

	Lysaat
	Gen
	Size 
	 
	Area
	Size
	Height
	Area
	Size
	Height
	Area

	
	
	
	Height
	
	
	
	
	
	
	

	P2005-1149
	ddl
	515.9
	8516
	144994
	515.8
	14092
	348329
	515.6
	13354
	281395

	P2005-1149
	spi
	562
	7789
	101619
	561.8
	14117
	187536
	561.7
	12012
	199331

	P2005-1149
	xpt
	575.4
	7634
	112633
	575.2
	12800
	241665
	575.5
	12088
	246420

	P2005-1149
	gdh
	664
	3340
	58342
	664.1
	7093
	118345
	664
	6966
	118735

	P2005-1149
	aroE
	517.7
	11441
	160813
	518.3
	11947
	139540
	518.1
	11950
	185417

	P2005-1149
	recP
	573.4
	9721
	151226
	573
	14289
	290465
	572.2
	11493
	238145

	P2005-1149
	gki
	632.1
	8202
	172510
	631.1
	12456
	186442
	632.5
	12286
	131706

	TIGR 4
	ddl
	516.3
	4175
	80198
	516.9
	5380
	96167
	516.9
	9457
	155880

	TIGR 4
	spi
	562.1
	4168
	53317
	562.1
	5953
	71237
	561.9
	10003
	104353

	TIGR 4
	xpt
	575.6
	4545
	62161
	575.5
	5845
	80916
	575.4
	9296
	118021

	TIGR 4
	gdh
	664.3
	1656
	26455
	664.5
	2635
	42774
	664.4
	4806
	67296

	TIGR 4
	aroE
	517.9
	9283
	113301
	517.9
	11433
	150019
	518.1
	12052
	159551

	TIGR 4
	recP
	573.5
	7901
	112610
	573.5
	9998
	141732
	573.2
	11183
	152684

	TIGR 4
	gki
	632
	6385
	130550
	632.4
	8727
	158198
	632.2
	12190
	190067


Tabel 3.4: Resultaten van de GeneScan analyse op de multiplex PCR reacties van de lysaten 

P2005-1149 en TIGR 4. (Size staat voor grootte van het PCR product, Height voor de hoogte van 

het signaal en Area voor de oppervlakte onder de piek.)

Uit de bovenstaande GeneScan resultaten bleek dat voor bacterie- lysaat P2005-1149 de hoogste opbrengst van PCR producten werd verkregen bij een lysaat concentratie van 4µl in het multiplex PCR product. Bij het gebruik van 8µl lysaat daalde de opbrengst van het PCR product weer enigszins. Voor het bacterie-lysaat TIGR 4 trad er een stijging op in het signaal naarmate de hoeveelheid lysaat toenam. De area (oppervlakte onder de piek) nam echter ook toe. Dit betekent dat de pieken breder werden. Er trad dus meer ruis op. Deze ruis is mogelijk storend in de sequensreactie. De optimale hoeveelheid bacterie-lysaat werd hierom ook uitgetest door dezelfde producten te sequensen.

3.1.3 De optimalisatie van de DNA sequencing

De DNA concentratie in de Sequence PCR:

In eerste instantie werd er een sequence PCR  ingezet met multiplex PCR product uit de multiplex PCR reacties op de genen gdh, ddl, xpt, recP en gki  die gerund waren bij 25 cycli . De multiplex PCR bestond uit slechts 5 genen, omdat het toen dit experiment uitgevoerd werd nog niet mogelijk was alle 7 genen in de multiplex PCR te amplificeren. Voor deze reacties werd gebruik gemaakt van de bacterie-lysaten van de 8 controle isolaten die gebruikt werden voor de optimalisatie (zie tabel 3.1) en de nieuw bestelde, gelabelde primers. De PCR producten werden gezuiverd met exoSAP IT®. Dit is een enzymatische zuivering die gebruikt wordt voor de zuivering van de PCR producten voor dat ze gesequenst worden. Met behulp van 1µl van deze gezuiverde PCR producten werd een sequence PCR ingezet met zowel de forward als de reverse primers. De producten uit deze sequence PCR werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. 

In deze sequentie analyse werd voor vrijwel alle genen een laag signaal met veel achtergrond gedetecteerd ( zie ook figuur 3.11). Dit was mogelijk te wijten aan een te lage DNA concentratie in het PCR product. Daarnaast was het ook mogelijk dat de primers voor de MLST loci wel geschikt waren voor het sequencen van de afzonderlijke PCR producten, maar niet voor het sequencen uit het multiplex PCR product. Verder konden de problemen ook nog te wijten zijn aan de gebruikte zuiveringsmethode. Om dit uit te zoeken werd er een sequentie analyse uitgevoerd op zowel PCR Producten van afzonderlijke PCR reacties als op een multiplex PCR product.

Hiertoe werden van de eerder geteste genen vijf afzonderlijke PCR reacties en een multiplex PCR ingezet op bacterie-lysaat van isolaat P2005-1149. Voordat de PCR producten gezuiverd en gesequenst werden, werd eerst de opbrengst aan PCR product gecontroleerd met behulp van agarose- gel electroforese. De resultaten van deze analyse zijn te zien in afbeelding 3.10.
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Figuur 3.10: De resultaten van de vijf afzonderlijke PCR reacties en 

de Multiplex PCR op het bacterie-lysaat van isolaat P2005-1149; 1, 

marker; 2-6, respectievelijk de PCR producten van de genen: 

gdh, ddl, xpt, recP en gki; 7-11, de blancos van dezelfde genen; 12, 

de multiplex PCR; 13, de blanco van de multiplex PCR.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat er voldoende opbrengst aan PCR product werd verkregen om een sequensreactie in te zetten. 

Omdat er werd gedacht dat de slechte resultaten van de vorige sequence PCR onder andere te wijten waren aan de exoSAP zuivering werden deze PCR producten gezuiverd met de Qiaquick kolomzuivering. Vervolgens werd er een sequence PCR ingezet met behulp van 1µl van dit gezuiverde PCR product. De producten uit deze sequence PCR werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. 

Uit deze sequentie analyse werden opnieuw zeer lage signalen verkregen. Ook het probleem van de hoge achtergrond signalen was nog steeds aanwezig. Al leek dit probleem bij het gebruik van de Qiaquick kolomzuivering echter wel een iets af te nemen. Verder was er geen verschil tussen de seqence signalen van de afzonderlijke PCR producten en het multiplex PCR product. Het probleem was dus niet te wijten aan de primers. Een te lage DNA concentratie (template) in de sequence PCR was hoogstwaarschijnlijk het probleem van de slechte sequence resultaten. 

Aan de hand van deze resultaten werden er zes afzonderlijke PCR reacties ingezet van de bacterie-lysaten P2004-0120 (Dit lysaat gaf een zwak signaal in eerdere PCR reacties) en P2005-1149 (dit lysaat gaf een sterk signaal in eerdere PCR reacties). Deze PCR reacties werden gerund bij zowel 25 als 30 cycli en m.b.v. gelabelde primers. De PCR producten werden vervolgens gezuiverd met zowel de exoSAP IT enzym zuivering als de Qiaquick kolom zuivering. De PCR producten die gezuiverd werden met behulp van Qiaquick werden doorgemeten m.b.v. de NanoDrop ND 1000 spectrofotometer. Dit werd gedaan door steeds 1µl van het gezuiverde PCR product door te meten. Dit om de DNA concentratie in het PCR product te bepalen. De resultaten van de metingen van de DNA concentraties op de NanoDrop ND-1000 werden vergeleken met de optimale waarden die vastgesteld zijn voor de sequence PCR. Een overzicht van deze waarden is te zien in tabel 3.5. Gezien het feit dat er steeds 1µl gezuiverd PCR product werd doorgemeten en er gebruik wordt gemaakt van1µl gezuiverd PCR product in de sequence PCR reacties. Kunnen de waarden voor de hoeveelheid DNA (ng) dus afgelezen worden als ng/µl. De resultaten van de meting van de DNA concentratie op de NanoDrop ND-1000 spectrofotometer zijn te zien in tabel 3.6. 

	Template (25 fmol DNA)
	ng DNA

	100 - 200 bp PCR product
	1 - 3

	200 - 500 bb PCR product
	3 - 10

	0,5 - 1 kb PCR product
	5 - 20

	1 - 2 kb PCR product
	10 - 40

	>2 kb PCR product
	40 - 100

	3 kb plasmide
	50 - 100

	6 kb plasmide
	100 - 200


Tabel 3.5: Een overzicht van de optimale 

DNA concentratie in de sequence PCR 

ten opzichte van de grootte van het PCR 

product.

	 
	 
	PCR bij 25 cycli
	PCR bij 30 cycli

	Lysaat
	Gen
	Grootte van het PCR product
	DNA concentratie
	DNA concentratie

	
	
	(bp)
	(ng/µl)
	(ng/µl)

	Blanco
	--
	--
	0
	0

	P2004-0120
	gdh
	639
	9.1
	11.9

	P2004-0120
	ddl
	493
	7.3
	9

	P2004-0120
	xpt
	552
	3. 9
	10.3

	P2004-0120
	spi
	540
	7.9
	10.7

	P2004-0120
	recP
	552
	5.7
	6.2

	P2004-0120
	gki
	589
	6.3
	13.1

	P2005-1149
	gdh
	639
	11.9
	21.7

	P2005-1149
	ddl
	493
	11.6
	35.7

	P2005-1149
	xpt
	552
	9.9
	7. 0

	P2005-1149
	spi
	540
	12.1
	30.6

	P2005-1149
	recP
	552
	9.3
	14.5

	P2005-1149
	gki
	589
	10.5
	20.4


Tabel 3.6: Een overzicht van de gemeten DNA concentraties in de Qiaquick gezuiverde PCR

producten van de PCR reacties bij 25 en 30 cycli van de lysaten P2004-0120 en P2005-1149.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat de gemeten DNA concentraties in het gezuiverde PCR product binnen de gestelde range vielen. Zoals verwacht werden er in de PCR producten uit de PCR reacties met 30 cycli hogere DNA concentraties gemeten dan in de PCR producten uit de PCR reacties die gerund werden bij 25 cycli. Uitzondering hierop was het PCR product van het gen xpt van het lysaat P2005-1149. Verder lagen de DNA concentraties van de PCR producten uit de PCR bij 25 cycli aan de ondergrens van de range. De DNA concentratie van de PCR producten uit de PCR bij 30 cycli lagen wat meer aan de bovengrens van de gestelde range. De DNA concentratie in de doorgemeten PCR producten die gebruikt werden voor de sequence PCR leek goed te zijn. 

Op de PCR producten van de genen gdh, xpt en recP die gezuiverd werden m.b.v. exoSAP IT werd een sequence PCR ingezet met behulp van de reverse primers. De producten uit deze sequence PCR  werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. De resultaten van deze sequentie analyse zijn te zien in tabel 3.7.

	 
	 
	PCR reactie bij 25 cycli
	PCR reactie bij 30 cycli

	Lysaat
	Gen
	Sequentie
	Signaal

(rfu)
	Sequentie
	Signaal

(rfu)

	P2004-0120
	gdh
	Geen
	<50
	Sequentie
	75

	P2004-0120
	xpt
	Geen
	Geen
	Sequentie
	75

	P2004-0120
	recP
	Geen
	Geen
	Sequentie
	50-100

	P2005-1149
	gdh
	Sequentie
	< 50
	Sequentie
	300-400

	P2005-1149
	xpt
	Sequentie
	< 50
	Sequentie
	300-400

	P2005-1149
	recP
	Sequentie
	200-300
	Sequentie
	1000-1500


Tabel 3.7: Een overzicht van de resultaten van de sequentie analyse op de 

producten uit de PCR reacties bij 25 en 30 cycli voor de genen gdh, xpt en recP 

van de lysaten P2004-0120 en P2005-1149; rfu staat voor relative fluorescence 

units. Dit is een maat voor de hoeveelheid gemeten fluorescentie en dus voor de

hoogte het signaal.

Uit de bovenstaande resultaten viel op te maken dat, zoals werd verwacht, de signalen voor lysaat P2004-0120 lager waren dan die van lysaat P2005-1149. Ook waren de signalen van de sequence PCR reacties van het product uit de PCR die gerund werd bij 30 cycli hoger dan die uit de PCR bij 25 cycli. De signalen bleven echter aan de lage kant. Er leek nog steeds niet voldoende template aanwezig te zijn in de sequence PCR reactie om goede resultaten te verkrijgen tijdens de sequentie analyse. Een andere methode om de hoogte van het signaal in de sequentie analyse omhoog te brengen is het verhogen van het aantal cycli in de sequence PCR. Hiertoe werd er met behulp van de PCR producten van de genen gdh, xpt en recP uit de PCR die gerund werd bij 25 cycli een sequence PCR ingezet bij 30 en bij 35 cycli. Normaal gesproken werd de sequence PCR  uitgevoerd bij 25 cycli. Er werd dus verwacht dat er nu tijdens de sequentie analyse hogere signalen zouden worden gemeten. Een overzicht van de resultaten van de sequence reactie uit deze sequence PCR reacties en die uit de sequence PCR bij 25 cycli is te zien in tabel 3.8.

	 
	Aantal cycli in sequence PCR

	
	25
	30
	35

	Lysaat
	Gen
	Sequentie
	Signaal (rfu)
	Sequentie
	Signaal (rfu)
	Sequentie
	Signaal (rfu)

	P2004-0120
	gdh
	Veel achtergrond
	<50
	Veel achtergrond
	<50
	Veel achtergrond
	<50

	P2004-0120
	xpt
	Geen
	Geen
	Veel achtergrond
	<50
	Veel achtergrond
	50

	P2004-0120
	recP
	Geen
	Geen
	Veel achtergrond
	<50
	Veel achtergrond
	50

	P2005-1149
	gdh
	Sequentie
	< 50
	Mooie seq.
	200-300
	Sequentie
	100

	P2005-1149
	xpt
	Sequentie
	< 50
	Mooie seq.
	200
	Sequentie
	300-400

	P2005-1149
	recP
	Sequentie
	200-300
	Mooie seq.
	200
	Geen
	Geen


Tabel 3.8: Een overzicht van de signalen uit de sequence PCR reacties bij 25, 30 en 35 cycli voor de genen  gdh, xpt en recP van de lysaten P2004-0120 en P2005-1149.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat het verhogen van het aantal cycli in de sequence PCR geen duidelijke verhoging van het signaal tijdens de sequentie analyse als gevolg had en daardoor slechte sequenties opleverde.

Er leek dus nog steeds een probleem te zijn met de hoeveelheid template in de sequence PCR. Er werd daarom vervolgens een multiplex PCR ingezet op de bacterie- lysaten van de controle isolaten P2005-1149 en TIGR 4.  Deze multiplex PCR werd gerund bij 30 cycli en met gelabelde primers. Vervolgens werden de multiplex PCR producten gezuiverd m.b.v de Qiaquick kolom zuivering. Met deze gezuiverde producten werd nu een sequence PCR ingezet van het gen gdh met zowel de forward- als de reverse primers, een primerconcentratie van 5,0 pmol/µl en  respectievelijk 1, 2 en 4 µl gezuiverd PCR product. Op deze sequence PCR reacties werd nu vervolgens een sequentie analyse uitgevoerd.  Een overzicht van de resultaten van deze sequentie analyse is te zien in tabel 3.9.

	
	
	
	1µl PCR product
	2µl PCR product
	4µl PCR product

	Lysaat
	Gen 
	Richting
	Sequentie
	Signaal (rfu)
	Sequentie
	Signaal (rfu)
	Sequentie
	Signaal (rfu)

	P2005-1149
	gdh
	Forward
	Sequentie
	500
	Sequentie
	200-300
	Sequentie
	600

	P2005-1149
	gdh
	Reverse
	Sequentie
	100-200
	Sequentie
	300-400
	Sequentie
	500-800

	TIGR4
	gdh
	Forward
	Veel achtergrond
	100-300
	Veel achtergrond
	200-300
	Veel achtergrond
	400

	TIGR4
	gdh
	Reverse
	Sequentie
	100-300
	Sequentie
	100-300
	Sequentie
	300-600


Tabel 3.9: Een overzicht van de resultaten van de sequentie analyse op de sequence PCR reacties van het gen gdh van de lysaten P2005-1149 en TIGR 4 met 1, 2 en 4µl gezuiverd PCR product.
Uit de bovenstaande resultaten bleek dat, op een enkele uitzondering na, het signaal toenam, naarmate de hoeveelheid gezuiverd PCR product in de sequence PCR toenam. De achtergrond in de signalen nam echter ook toe. Daarnaast trad er aan het begin van het PCR product ook overstraling op van de basen C en G. Hierdoor werden de signalen voor deze basen in de rest van de sequentie naar beneden gedrukt. Dit omdat de software van de sequencer de basislijn van deze basen aan de hand van deze overstraling hoger legt. Een voorbeeld van een zodanig resultaat is weergegeven in figuur 3.12.
Een mogelijke verklaring voor dit probleem was dat er voor de sequentie analyse gebruik werd gemaakt van dezelfde gelabelde multiplex PCR producten die ook werden gebruikt voor de GeneScan analyse. Voor deze GeneScan analyse werden met FAM en HEX gelabelde PCR producten gebruikt. De aanwezigheid van deze labels in het PCR product zou dus stroring in het sequence signaal kunnen veroorzaken.

Om deze redenering te bevestigen werd er van dezelfde lysaten een multiplex PCR ingezet bij 30 cycli op de genen aroE, gdh en recP met behulp van ongelabele primers. De multiplex PCR producten uit deze PCR werden gezuiverd m.b.v. de Quiaquick kolomzuivering. Vervolgens werd er een sequence PCR ingezet met 1µl van de gezuiverde PCR producten en zowel de forward- als de reverse primers.  De producten uit deze sequence PCR  werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. Een overzicht van de resultaten van deze sequentie analyse met daarnaast de resultaten van de sequentie analyse op de producten uit de multiplex PCR met de gelabelde primers is zichtbaar in tabel 3.10.

	 
	 
	 
	Gelabelde primers
	Ongelabelde primers

	Lysaat
	Gen
	Richting
	Sequentie 
	Signaal (rfu)
	Sequentie
	Signaal (rfu)

	P2005-1149
	aroE
	Forward
	Sequentie
	300-400
	Sequentie
	200-300

	P2005-1149
	aroE
	Reverse
	Sequentie
	300-400
	Sequentie
	200-400

	P2005-1149
	gdh
	Forward
	Sequentie
	500
	Sequentie
	100-300

	P2005-1149
	gdh
	Reverse
	Sequentie
	100-200
	Sequentie
	100-300

	P2005-1149
	recP
	Forward
	Sequentie
	400-500
	Sequentie
	200-400

	P2005-1149
	recP
	Reverse
	Sequentie
	300-500
	Sequentie
	200-500

	TIGR 4
	aroE
	Forward
	Veel achtergrond
	100-300
	Sequentie
	150

	TIGR 4
	aroE
	Reverse
	Sequentie
	100-300
	Sequentie
	100

	TIGR 4
	gdh
	Forward
	Veel achtergrond
	100-300
	Sequentie
	100

	TIGR 4
	gdh
	Reverse
	Sequentie
	100-300
	Sequentie
	150

	TIGR 4
	recP
	Forward
	Sequentie
	400-500
	Sequentie
	100-200

	TIGR 4
	recP
	Reverse
	Sequentie
	100-300
	Sequentie
	100-200


Tabel 3.10: Een overzicht van de sequentie analyse op de sequence PCR reacties van de lysaten 

P2005-1149 en TIGR 4 op de genen aroE, gdh en recP.Op PCR producten uit een multiplex PCR met zowel gelabelde als ongelabelde primers.

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat de sequentie analyses van de PCR producten verkregen met de ongelabelde primers beduidend betere resultaten gaven dan die uit de PCR met gelabelde primers. De signalen bleven echter vrij laag.

Uit de voorgaande sequence PCR reacties is wel gebleken dat de hoogte van het signaal in de sequentie analyse sterk afhing van de concentratie van het gezuiverde PCR product die gebruikt werd in de sequence PCR. Ook het gebruik van multiplex PCR producten die labels bevatten bleek storend te zijn voor de sequentie analyse. Daarom werd er vervolgens een multiplex PCR ingezet op de bacterie-lysaten van de isolaten P2005-1149 en TIGR 4 op al de zeven huishoudgenen m.b.v. ongelabelde primers en een hoeveelheid bacterie-lysaat van 8µl. De multiplex PCR producten werden vervolgens gezuiverd met behulp van de enzymatische zuivering exoSAP IT®. Met behulp van dit gezuiverde PCR product werd vervolgens een sequence PCR ingezet op de genen xpt, spi en gki  met zowel de forward als de reverse primers. De producten uit deze sequence PCR  werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. Een overzicht van de resultaten van deze sequentie analyse is zichtbaar in tabel 3.11

	Lysaat
	Gen
	Richting
	Sequentie
	Signaal (rfu)

	P2005-1149
	xpt
	Forward
	Sequentie; nog steeds; veel achtergrond
	200-500

	P2005-1149
	xpt
	Reverse
	Sequentie; nog steeds; veel achtergrond
	200-600

	P2005-1149
	spi
	Forward
	Sequentie; laag signaal; veel achtergrond
	100-200

	P2005-1149
	spi
	Reverse
	Sequentie; laag signaal; veel achtergrond
	100-600

	P2005-1149
	gki
	Forward
	Sequentie
	400-1000

	P2005-1149
	gki
	Reverse
	Sequentie
	200-500

	TIGR 4
	xpt
	Forward
	Sequentie
	100-300

	TIGR 4
	xpt
	Reverse
	Sequentie
	200-400

	TIGR 4
	spi
	Forward
	Sequentie
	100-200

	TIGR 4
	spi
	Reverse
	Sequentie
	100-400

	TIGR 4
	gki
	Forward
	Sequentie; nog steeds veel achtergrond
	100-400

	TIGR 4
	gki
	Reverse
	Sequentie; nog steeds veel achtergrond
	100-500


Tabel 3.11: Een overzicht van de sequentie analyse op een sequence PCR van de gezuiverde 

producten uit een multiplex PCR met ongelabelde primers en 8 µl bacterie-lysaat van de lysaten

P2005-1149 en TIGR 4. 

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat de signaalsterkte toenam bij het gebruik van 8µl primer in de multiplex PCR. De achtergrond nam echter ook toe. Deze minder goede resultaten waren mogelijk toch te wijten aan de exoSAP IT® zuivering.  Er werd daarom vervolgens gezocht naar een andere zuiveringsmethode.

De zuiveringsmethode:

Uit de voorgaande resultaten is gebleken dat de resultaten van de sequentie analyses vaak veel achtergrond vertoonden bij gebruik van de zuivering m.b.v. de enzymatische zuivering exoSAP IT®. Er werd daarom gekozen voor de MSB® Spin PCRapace kolomzuivering van Invitek. Dit omdat deze kolomzuivering veel minder bewerkelijk en goedkoper is dan de Qiaquick kolomzuivering. Er werd nu vervolgens een multiplex PCR ingezet van de bacterie-lysaten P2005-1149 en TIGR 4 bij 30 cycli en ongelabelde primers met een hoeveelheid bacterie-lysaat van 8µl. De multiplex PCR producten werden vervolgens gezuiverd m.b.v  de MSB® Spin PCRapace kolomzuivering van Invitek. Daarna werd er m.b.v. 1µl van deze gezuiverde PCR producten een sequence PCR ingezet op de genen xpt, spi en gki  met zowel de forward- als de reverse primers. De producten uit deze sequence PCR  werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser. Een overzicht van de resultaten van deze sequentie analyse is zichtbaar in tabel 3.12.

	Lysaat
	Gen
	Richting
	Sequentie
	Signaal (rfu)

	P2005-1149
	xpt
	Forward
	Sequentie; lichte achtergrond
	100-200

	P2005-1149
	xpt
	Reverse
	Sequentie
	100-200

	P2005-1149
	spi
	Forward
	Sequentie
	100-200

	P2005-1149
	spi
	Reverse
	Sequentie
	100-200

	P2005-1149
	gki
	Forward
	Sequentie
	100-200

	P2005-1149
	gki
	Reverse
	Geen
	Geen

	TIGR 4
	xpt
	Forward
	Sequentie
	100-300

	TIGR 4
	xpt
	Reverse
	Sequentie
	100-300

	TIGR 4
	spi
	Forward
	Sequentie
	100-200

	TIGR 4
	spi
	Reverse
	Sequentie
	100-400

	TIGR 4
	gki
	Forward
	Sequentie
	100-500

	TIGR 4
	gki
	Reverse
	Sequentie
	100-600


Tabel 3.12: Een overzicht van de sequentie analyse op een sequence PCR van 

de gezuiverde producten, uit een multiplex PCR met ongelabelde primers en 8 µl 

bacterie-lysaat van de lysaten P2005-1149 en TIGR 4.; gezuiverd met de MSB® 

Spin PCRapace van Invitek.  

Uit deze resultaten bleek dat er na zuivering van het PCR product met behulp van de MSB® Spin PCRapace van Invitek beduidend betere sequence resultaten werden verkregen dan bij gebruik van de exoSAP IT® enzymatische zuivering. Verder was ook zichtbaar dat de sequentie analyse op het product van de sequence PCR van het gen gki van lysaat P2005-1149, waarbij gebruik werd gemaakt van de reverse primer is mislukt. Verder was het opvallend dat er hogere sequence signalen worden verkregen uit de sequentie analyse op de sequence PCR producten van het isolaat TIGR 4 dan op de producten van het isolaat P2005-1149. Dit was in de voorgaande experimenten namelijk steeds omgekeerd. Het leek erop dat de DNA concentratie in de sequence PCR reacties van isolaat P2005-1149 nu juist te hoog waren, waardoor het signaal in de sequentie analyse instortte. Aansluitend hierop werd er een experiment uitgevoerd om de optimale hoeveelheid bacterie-lysaat in de multiplex PCR te bepalen, waarvan de producten gebruikt zullen worden in de sequence PCR. 

De hoeveelheid bacterie-lysaat in de multiplex PCR:
Om de optimale hoeveelheid bacterie-lysaat in de multiplex PCR te bepalen, waarvan de producten gebruikt worden in de sequence PCR werden er multiplex PCR reacties ingezet (alle 7 MLST loci) op 2, 4 en 8µl bacterie-lysaat van de isolaten P2005-1149 en TIGR 4 m.b.v. ongelabelde primers. De PCR producten van deze multiplex PCR reacties werden gezuiverd met behulp van de MSB® Spin PCRapace  kolomzuivering van Invitek. Vervolgens werden er sequence PCR reacties ingezet op de zeven MLST loci m.b.v. de forward primers en 1µl van het gezuiverde PCR product van elk van de multiplex PCR reacties. De producten uit deze sequence PCR  werden vervolgens geanalyseerd m.b.v de ABI Prism® 3700 DNA analyser.

Uit de resultaten van deze sequentie analyse bleek dat de signalen van de sequentie analyse op het product van de multiplex PCR met 2µl bacterie-lysaat te laag waren. Er ontstonden hierdoor problemen in de sequentie, omdat de achtergrond op verschillende plaatsen boven de sequentie uitkwam. Bij het gebruik van het multiplex PCR product met 8µl bacterie- lysaat traden er problemen op in de sequentie, omdat de ruis te groot werd en er aspecifieke pieken ontstonden. De beste sequence signalen werden verkregen bij het gebruik van gezuiverd PCR product uit de multiplex PCR met 4µl bacterie-lysaat. Een voorbeeld van een sequentie analyse met behulp van MSB® gezuiverd PCR product uit een multiplex PCR met ongelabelde primers en 4µl bacterie-lysaat is te zien in figuur 3.13.   

Ter indicatie van de problemen die zich voordeden bij het optimaliseren van de sequentie analyse uit het multiplex PCR product met het mengsel van de 7 MLST loci; zijn  in de figuren 3.11, 3.12 en 3.13 een aantal resultaten weergegeven van sequentie analyses op PCR producten die een verschillende behandeling ondergingen.
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Figuur 3.11: Het resultaat van de sequentie analyse van het locus ddl op een sequence PCR met behulp van gezuiverd PCR product uit een multiplex PCR die werd uitgevoerd op 2µl bacterie-lysaat, met gelabelde primers, bij 25 cycli en gezuiverd met exoSAP IT®.
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Figuur 3.12: Het resultaat van de sequentie analyse van het locus recP op een sequence PCR met behulp van gezuiverd PCR product uit een multiplex PCR die werd uitgevoerd op 4µl bacterie-lysaat, met gelabelde primers, bij 30cycli en gezuiverd met exoSAP IT®.
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Figuur 3.13: Het resultaat van de sequentie analyse van het locus recP op een sequence PCR met behulp van gezuiverd PCR product uit een multiplex PCR die werd uitgevoerd op 4µl bacterie-lysaat, met ongelabelde primers, bij 30cycli en gezuiverd met de MSB® Spin PCRapace van Invitek.
3.2 Multilocus Sequence Typing op 16 controle isolaten van S. pneumoniae
Met behulp van de geoptimaliseerde MLST voor S. pneumoniae werden nu vervolgens 16 controle isolaten van dit organisme getypeerd. Dit om de robuustheid van de methode op bacterie-lysaat te bepalen. Een overzicht van de resultaten van deze MLST is te zien in Tabel 3.13. In deze tabel zijn ook de serotypen opgenomen die bepaald werden door het NRBM. 

	 
	Allel profiel
	Sequence 
	Serotype 

	Isolaat
	aroE
	gdh
	gki
	recP
	spi
	xpt
	ddl
	Type (ST)
	

	P2004-0019
	42
	2
	1
	1
	10
	1
	21
	Nw3
	18B

	P2004-0068
	2
	5
	1
	11
	16
	3
	14
	53
	8

	P2004-0120
	42
	35
	29
	36
	9
	39
	18
	496
	18C

	P2004-0169
	10
	13
	14
	4
	17
	4
	14
	2220
	15C

	P2004-0179
	10
	12
	4
	12
	9
	28
	18
	1273
	42

	P2004-0241
	1
	5
	4
	5
	5
	1
	8
	9 
	14

	P2004-0311
	2
	999*
	53
	18
	10
	1
	1
	Nw4
	22A

	P2004-0395**
	13
	5
	7
	18
	6
	16
	6
	Nw5
	9N

	P2004-0430
	1
	13
	14
	4
	17
	51
	14
	416
	19A

	P2004-0450
	8
	5
	14
	4
	17
	4
	14
	Nw2
	15B

	P2004-0470
	7
	14
	4
	12
	1
	1
	14
	177
	19F

	P2004-0471
	8
	9
	2
	1
	6
	1
	17
	191
	7F

	P2004-0472
	1
	8
	9
	2
	6
	4
	6
	439 
	23B

	P2004-0501
	16
	12
	9
	1
	41
	33
	33
	289
	5

	P2004-0512
	7
	5
	1
	1
	13
	31
	14
	440
	23F

	P2004-0525
	2
	12
	94
	1
	6
	28
	14
	1342
	29


Tabel 3.13 Een overzicht van de allelprofielen en de hieraan gekoppelde Sequence

Typen van de 16 controle isolaten van S. pneumoniae,  die bepaald werden met 

behulp van de geoptimaliseerde MLST; Nw2 - Nw5 zijn niet opgenomen in de 

database op www.mlst. het gaat hier om nog onbekende Sequence Typen; 

* De allelsequentie van dit allel voor het gen gdh is nieuw en nog niet gepubliceerd 

op www.mlst.net. ** Ook opgenomen in de selectie van isolaten met serotype 9. 

Uit de bovenstaande resultaten bleek dat het met de geoptimaliseerde MLST mogelijk was om de 16 controle isolaten te typeren. De sequenstypen die weer zijn gegeven met de codes Nw2-Nw5 zijn Sequence Typen die nog niet zijn opgenomen in de database op www.mlst.net Het gaat hier dus mogelijk om nieuwe Sequence Typen. Op basis van deze resultaten werd er nu ook MLST uitgevoerd op een selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9 die eerder getypeerd werden met behulp van MLVA. Alle MLST resultaten werden vervolgens verwerkt in een minimum spanning tree. (zie figuur 3.14).       

3.3 Multilocus Sequence Typing op een selectie van isolaten met serotype 6 en 
serotype 9

Er werd nu met behulp van de geoptimaliseerde MLST ook een typering uitgevoerd op een selectie van isolaten van S. pneumoniae met serotype 6 en serotype 9 die eerder getypeerd werden met behulp van MLVA. In de tabellen 3.14. en 3.15. Is een overzicht van de MLST resultaten zichtbaar. 

	 
	Allel profiel
	Sequence
	Serotype

	Isolaat
	aroE
	gdh
	gki
	recP
	spi
	xpt
	ddl
	Type (ST)
	

	P2004-0421
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-0463
	2
	5
	9
	1
	6
	19
	14
	681
	6

	P2004-0675
	7
	5
	8
	5
	10
	6
	14
	138
	6

	P2004-0755
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-0870
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-0954
	2
	5
	9
	1
	6
	19
	14
	681
	6A

	P2004-1057
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1177
	7
	44
	8
	6
	10
	6
	14
	Nw1
	6

	P2004-1270
	7
	25
	4
	2
	48
	20
	28
	497
	6

	P2004-1297
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1375
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1417
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1436
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1467
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1478
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1531
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6

	P2004-1572
	7
	5
	8
	5
	10
	6
	14
	138
	6

	P2004-1628
	7
	5
	8
	5
	10
	6
	14
	138
	6B

	P2005-0343
	10
	8
	30
	5
	6
	1
	9
	207
	6A

	P2005-0460
	7
	13
	8
	6
	10
	6
	14
	176
	6B


Tabel 3.14.: Een overzicht van de resultaten van de MLST voor S. pneumoniae  

van de selectie van isolaten met serotype 6; Nw1 is een Sequence Type wat nog 

niet is opgenomen in de database op www.mlst.net; 

	 
	Allel profiel
	Sequence
	Serotype

	Isolaat
	aroE
	gdh
	gki
	recP
	spi
	xpt
	ddl
	Type (ST)
	

	P2004-0395
	13
	5
	7
	18
	6
	16
	6
	Nw5
	9N

	P2004-0422
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0442
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0462
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0679
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0704
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0751
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0803
	7
	11
	10
	1
	6
	6
	14
	Nw6
	9

	P2004-0813
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-0854
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	1
	156
	9

	P2004-0903
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1019
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1024
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1056
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1191*
	xx
	11
	10
	6
	6
	8
	14
	xx
	9

	P2004-1249
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1257
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1427
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1469
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1480
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1508
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1522
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1558
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1584
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1612
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1614
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9V

	P2004-1663
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1672
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2004-1687
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9

	P2005-0094*
	7
	11
	10
	1
	6
	8
	14
	162
	9V

	P2005-0096
	2
	8
	2
	4
	6
	1
	1
	66
	9N


Tabel 3.15 Een overzicht van de resultaten van de MLST voor S. pneumoniae  

van de selectie van isolaten met serotype 9; Nw5 en Nw6 zijn Sequence Typen die

nog niet zijn opgenomen in de database op www.mlst.net; 

*Niet weergegeven in de minimum spanning tree

Uit bovenstaande resultaten bleek dat ook de selecties met serotype 6 en serotype 9 getypeerd konden worden met behulp van de geoptimaliseerde MLST methode. De Sequence Typen die zijn weergegeven met de codes Nw1, Nw5 en Nw6 waren nog niet opgenomen in de database op www.mlst.net. Het gaat hier dus mogelijk om nieuwe serotypen. De resultaten van de 16 controle isolaten en de isolaten met serotype 6 en serotype 9 werden verwerkt in een minimum spanning tree die te zien is in figuur 3.14. De resultaten van de isolaten P2004-1191 en P2005-0094 zijn niet opgenomen in de minimum spanning tree. Dit omdat de sequenceresultaten van een aantal allelen nog niet beschikbaar waren op het moment dat de minimum spanning tree werd gemaakt. Van het isolaat P2004-1191 was het niet mogelijk om het allel aroE te sequensen. Het is mogelijk dat er van het locus aroE geen PCR product gevormd is. Dit zal nog gecontroleerd worden aan de hand van analyse m.b.v. agarose-gel electroforese van een  afzonderlijke PCR reactie op het locus aroE,  van isolaat P2004-1191, in vergelijking met een PCR reactie op hetzelfde locus m.b.v een ander isolaat, waarvan wel een sequentie werd verkregen.  
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Figuur 3.14 Een minimum spanning tree van de resultaten van de MLST voor S. pneumoniae van de 16 getypeerde controle isolaten en de selectie van de isolaten met serotype 6 en serotype 9. De kleurloze cirkels stellen de 16 controle isolaten voor. De isolaten met hetzelfde Sequence Type worden weergegeven als één cirkel of cluster. Hoe groter de cirkel des te meer isolaten met hetzelfde sequenstype. De cirkels die verbonden zijn met een korte, dikke lijn zijn op één locus verschillend. De cirkels die verbonden zijn met een wat langere smalle lijn zijn op twee loci verschillend. De cirkels die verbonden zijn met een gestippelde lijn zijn op meer dan twee loci verschillend.

3.4 Een vergelijking tussen de resultaten van de MLST en de MLVA typering van de selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9

Er werd nu vervolgens een vergelijking gemaakt tussen de resultaten van de MLST en de eerder bepaalde MLVA typering die beide uitgevoerd werden op dezelfde selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9. Er is gekozen voor deze twee serotypen, omdat in de resultaten van de MLVA typering een behoorlijke spreiding zichtbaar was tussen de isolaten met serotype 6 terwijl de isolaten met serotype 9 meer in één homogeen cluster voorkwamen. Het doel van deze vergelijking was het bepalen van eventuele overeenkomsten en/ of verschillen tussen de beide typeermethoden. De vergelijking van de resultaten die weer zijn gegeven met behulp van een minimum spanning tree zijn zichtbaar in figuur 3.15  
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Figuur 3.15 Een overzicht van de minimum spanning trees ter vergelijking van de MLST en de MLVA resultaten van de selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9; De kleurloze cirkels stellen de 16 controle isolaten voor. De isolaten met hetzelfde Sequence Type worden weergegeven in één cirkel. Hoe groter de cirkel des te meer isolaten met hetzelfde Sequence- of MLVA Type. De cirkels die verbonden zijn met een korte, dikke lijn zijn op één locus verschillend. De cirkels die verbonden zijn met een wat langere smalle lijn zijn op twee loci verschillend. De cirkels die verbonden zijn met een gestippelde lijn zijn op meer dan twee loci verschillend.

Uit de bovenstaande resultaten van de vergelijking van de MLST en de MLVA typering op de selectie van isolaten van S. pneumoniae met serotype 6 en serotype 9 bleek dat de clustering van de MLST of MLVA typen op dezelfde wijze plaats vindt. Hierbij treedt voor de isolaten met serotype 6 een grotere spreiding op dan bij de isolaten met serotype 9. De MLVA typering lijkt echter meer onderscheid te maken tussen isolaten die binnen hetzelfde Sequence Type vallen.

4.  Discussie en conclusie

Het doel van het uitgevoerde onderzoek was, de beschikking te krijgen over een typeermethode voor Streptococcus pneumoniae die internationaal gehanteerd wordt. Er werd gekozen voor Multilocus Sequence Typing, omdat deze methode internationaal geld als de gouden standaard voor de genotypering van pneumokokken. Deze MLST diende geoptimaliseerd te worden voor gebruik binnen de stage afdeling. Dit omdat de MLST ontworpen is voor gebruik met gezuiverd chromosomaal DNA en er binnen de stage afdeling bacterie-lysaten gebruikt worden. Daarnaast wordt de reeds beschreven MLST voor S.pneumoniae uitgevoerd door de zeven huishoudgenen met zeven afzonderlijke PCR reacties te amplificeren. Het streven in dit onderzoek was om de zeven huishoudgenen in één multiplex PCR te amplificeren. Vervolgens werd deze methode geoptimaliseerd om vanuit het mengsel van de producten elk van de huishoudgenen apart te kunnen sequencen. Met behulp van de geoptimaliseerde multiplex MLST  werd vervolgens typering uitgevoerd op een aantal controle stammen om de robuustheid van de methode te bepalen. Tot slot werd de methode gebruikt voor de typering van een selectie van  controle isolaten met serotype 6 en serotype 9 om een vergelijking te maken tussen de MLST resultaten en die van de eerder bepaalde MLVA. Hieruit werden de overeenkomsten en de verschillen tussen de beide typeermethoden bepaald. 

4.1 De optimalisatie van de Multilocus Sequence Typing

Bij de optimalisatie van de PCR bleek dat, zoals al werd verwacht, niet alle gepubliceerde primers de gewenste resultaten gaven op alle varianten van de 7 loci voor de MLST in een PCR op bacterie-lysaat. Er werden daarom voor de loci aroE en spi  nieuwe primers ontworpen. Ook werd de optimale annealing temperatuur van de primers in de PCR bepaald. 

Bij de optimalisatie van de multiplex PCR bleek dat er voor de hoogste opbrengst aan PCR producten uit de multiplex PCR gebruik moest worden gemaakt van Multiplex PCR Master Mix van Qiagen i.p.v. HotStarTaq Master Mix van Qiagen. Verder was het de vraag of het mogelijk zou zijn om de opbrengst aan PCR producten van de zeven loci die gebruikt werden voor de MLST te bepalen aan de hand van GeneScan analyse. Dit omdat dit met behulp van agarose- gel electroforese onmogelijk bleek te zijn. Uit de in dit verslag beschreven resultaten van de GeneScan analyse bleek dat deze methode daar goed geschikt voor is. Met behulp van deze GeneScan analyse werden vervolgens ook de optimale primerconcentratie en de optimale hoeveelheid bacterie-lysaat in de multiplex PCR bepaald.

Bij de optimalisatie van de DNA sequencing was het doel om uit het mengsel van de zeven PCR producten uit de multiplex PCR elk gen apart te sequencen. Het grootste probleem hierbij bleek de DNA concentratie in de sequence PCR te zijn. Hieraan gekoppeld bleek ook de gebruikte hoeveelheid bacterie-lysaat in de Multiplex PCR van belang. Daarnaast bleek het uitvoeren van sequentie analyse op de gelabelde multiplex PCR producten, die ook gebruikt werden in de GeneScan analyse niet mogelijk te zijn. Dit omdat deze labels het sequence signaal verstoorden. Tenslotte bleek de keuze van de juiste zuiveringsmethode voor de zuivering van de PCR producten, die gebruikt werden in de sequence PCR ook van belang te zijn voor goede resultaten in de sequentie analyse.

Uit de behaalde resultaten kan worden geconcludeerd dat de beste resultaten worden verkregen, wanneer de MLST op de 7 loci voor S. pneumoniae uitgevoerd wordt met behulp van : Een sequentie analyse op het product uit een sequence PCR op 1µl MSB® gezuiverd PCR product; verkregen uit een multiplex PCR die gerund werd met behulp van Multiplex PCR Mix, bij 30 cycli, op 4µl bacterie-lysaat, m.b.v ongelabelde primers met een primerconcentratie van 5 pmol/µl en bij een annealing temperatuur van 51ºC. 

4.2 Multilocus Sequence Typing op 16 controle isolaten van S. pneumoniae

Er werden 16 controle isolaten van S. pneumoniae getypeerd m.b.v. de geoptimaliseerde MLST om de robuustheid van de methode te bepalen. Uit deze resultaten bleek dat de geoptimaliseerde MLST zonder problemen kon worden uitgevoerd. Hierbij moet echter wel vermeld worden dat het uitvoeren van deze typering wel behoorlijk wat tijd vergt. Dit omdat alle sequenties verwerkt en zonodig opnieuw geanalyseerd moeten worden. De volledige uitvoering van de MLST analyse kan hierdoor 3 à 4 werkdagen duren.

Voor een viertal van de 16 controle isolaten werd op basis van het verkregen allelprofiel een nog onbekend Sequence Type gevonden. Ook werd er in het geval van isolaat P2004-0395 een nog onbekende allelsequentie gevonden voor het locus gdh. De kwaliteit van deze sequentie van dit locus was zodanig goed dat er ook daadwerkelijk vanuit kon worden gegaan dat het hier om nog onbekend allel gaat. Uit deze resultaten kan geconcludeerd worden dat de geoptimaliseerde MLST robuust genoeg is om genotypering uit te voeren op bacterie-lysaten van isolaten van S. pneumoniae.
4.3 Een vergelijking tussen de resultaten van de MLST en de MLVA typering van de selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9

Tenslotte werd er met behulp van de verkregen MLST genotypering uitgevoerd op de bacterie- lysaten van een selectie van isolaten met serotype 6 en serotype 9. Deze isolaten waren eerder ook getypeerd m.b.v MLVA. Uit de MLVA resultaten bleek dat er een redelijke onderlinge spreiding optrad in de MLVA resultaten van de isolaten met serotype 6. Van de isolaten met serotype 9 werd juist een nogal homogeen cluster gevormd. Het doel van de vergelijking van deze twee typeermethoden was om te kijken of het met de MLVA verkregen beeld ook terug zou keren bij typering m.b.v. MLST. Uit de verkregen resultaten bleek dat dit inderdaad het geval is. Ook hier is een homogene clustering te zien van de isolaten met serotype 9 en serosubtype 9N (sequence typen 156 en 162). De isolaten met serosubtype 9V vallen buiten deze clustering. De clustering verkregen met serotype 6 toonde aan dat hier een  duidelijke spreiding optreedt. Deze is echter minder onderscheidend voor met name de Sequence Typen 176 en 138  dan de spreiding die met MLVA optreedt. Het lijkt er dus op dat de MLVA typering meer onderscheid maakt tussen isolaten met hetzelfde Sequens Type. Op basis van de bepaalde Sequence Typen lijkt het erop dat de isolaten met serosubtype 6A meer spreiding vertonen dan de isolaten met serosubtype 6B. Maar om hier met zekerheid iets over te zeggen zullen de serosubtypen van alle gebruikte isolaten bepaald moeten worden. Er werd namelijk een grote groep van isolaten met serotype 6 meegenomen, waarvan het serosubtype niet bekend is. Dit is voor dit onderzoek echter verder niet van belang. Van isolaat P2004-1191 met serotype 9 werd geen sequentie verkregen van het locus aroE. Dit zou veroorzaakt kunnen worden, doordat de gebruikte primers voor het locus aroE niet hechten aan het locus van dit isolaat. Dit wordt nog verder onderzocht door met de gebruikte primers een aparte PCR uit te voeren op het bacterie-lysaat van dit isolaat. 

Tot slot kan er uit deze resultaten geconcludeerd worden dat bij typering van dezelfde selectie stammen met serotype 6 en serotype 9 m.b.v. zowel MLST en MLVA een vergelijkbare clustering optreedt. De MLVA typering maakt echter meer onderscheid tussen isolaten met hetzelfde serotype dan de MLST.

4.5 Eindconclusie

Het doel van dit onderzoek was, de beschikking te krijgen over een typeermethode voor  Streptococcus pneumoniae die internationaal gehanteerd wordt. Uit de verkregen resultaten kan worden geconcludeerd dat het mogelijk is om met de opgezette multiplex PCR al de zeven huishoudgenen te amplificeren. Ook is het mogelijk om vanuit dit multiplex PCR product al deze genen apart te sequencen. Daarnaast is de methode robuust genoeg gebleken voor uitvoering m.b.v. bacterie-lysaten in plaats van gezuiverd chromosomaal DNA. Ook is de typering succesvol toegepast voor de typering van een aantal stammen met serotype 6 en serotype 9. 
Tot slot kan er uit de in dit onderzoek verkregen resultaten geconcludeerd worden dat er  de beschikking is verkregen over een typeermethode voor Streptococcus pneumoniae die international wordt gehanteerd, namelijk de multiplex Multilocus Sequence Typing.   
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