Identification of anaerobic bacteria with an optimized 16S rRNA PCR, and three biochemical systems:
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Voorwoord
Voor de afronding van mijn studie heb ik zeven maanden met plezier stage gelopen op de afdeling Medische Microbiologie in het AMC te Amsterdam. Op het lab hebben ze regelmatig te maken met anaërobe bacteriën die gedetermineerd moeten worden. Dit werd gedaan met behulp van biochemische reacties. Mijn afstudeeronderzoek gaat over het vergelijken van methoden voor determinatie van anaëroben.

Voor het prettige en leerzame verloop van mijn stage wil ik graag alle medewerkers van het laboratorium voor Medische Microbiologie bedanken. In het bijzonder wil ik nog even de volgende mensen bedanken. Allereerst natuurlijk mijn stagebegeleidsters Birgitta Duim en Caroline Visser. De samenwerking heb ik als goed ervaren, mede dankzij hun goede begeleiding, kritische kijk op zaken en grote ervaring op gebied van microbiologie. 

Voor de rest wil ik Patricia Brinke, Gera Dieben, Robin du Maine, Petra Melsen, Lambert Scherrenburg en Rob Suppers graag bedanken voor de adviezen die ze mij de afgelopen tijd hebben gegeven en de gezellige tijd op het lab.

Tot slot wil ik Birgitta Duim en Caroline Visser ook bedanken voor het becommentariëren van mijn scriptie. 

Nienke Verhaar

Samenvatting

Anaërobe bacteriën vormen een groep bacteriën die over het algemeen vaak aangetoond moeten worden bij diagnostiek in de medische microbiologie om te kijken of er sprake is van een anaërobe infectie. In dit onderzoek zijn twee commerciële systemen getest: API 20 A en de RapID ANA II. Daarnaast zijn de niet-commerciële maar in-house ontwikkelde biochemische test en 16S rRNA sequentie analyse meegenomen in de vergelijking. Deze laatste is als ‘gouden standaard’ gebruikt in dit onderzoek. De API® 20 A en de RapID( ANA II hebben respectievelijk een incubatie tijd van 24 en 4 uur. De in-house methode heeft een incubatietijd van ongeveer twee dagen, afhankelijk van de groeisnelheid van het isolaat. De in-house methode determineerde 51,4 % tot op het species niveau en 29,7 % tot op het genus niveau; 18,9 % was incorrect geïdentificeerd. De API® 20 A determineerde 32,4 % tot op het species niveau en 27 % tot op het genus niveau; 35,1 % incorrect en 5,4 % was niet te identificeren. De RapID( ANA II determineerde 29,7 % tot op het species niveau en 32,4 % tot op het genus niveau; 35,1 % incorrect en 2,7 % was niet te identificeren. 

Doordat in de toegepaste 16S rRNA analyse een fragment van 700 tot 800 bp werd geanalyseerd, is onderzocht of door amplificatie en sequentie analyse van het ‘hele’ 16S rRNA gen de analyse verbeterd kon worden. Het probleem met deze analyse lag o.a. bij de determinatie van positieve kokken, welke vaak alleen tot op het genus niveau gedetermineerd konden worden. Aangezien het in de diagnostiek belangrijk is om bacteriën tot op species niveau te determineren, zijn er drie primersets getest (27F met p13b, 27F met 787R en 8F met 1505R). Met deze primersets zijn stammen getest die in de eerdere analyse tot op genus niveau werden gedetermineerd. Het beste resultaat leverde de primerset 8F met 1505R. Vervolgens zijn er vier primers (8F, 515F, 907R en 1505R) gebruikt voor sequentie analyse. Hierdoor wordt het grootste gedeelte van de 16S DNA sequentie in twee richtingen gelezen. Met deze nieuwe 16S- en sequentie PCR werden alle stammen tot op species niveau gedetermineerd.

Uiteindelijk kon er geconcludeerd worden dat de determinatie van anaëroben met de in-house methode, t.o.v. de ‘gouden standaard’, het beste resultaat gaf. De in-house methode determineerde de meeste bacteriën tot op het genus én species niveau en had het laagste percentage incorrecte identificaties. De stammen die moeilijk of niet te determineren waren met de in-house methode konden met de geoptimaliseerde 16S analyse gedetermineerd worden. 

Summary

In a medical microbiology laboratory detection of anaerobic bacteria is frequently required but can be hampered by poor diagnostics. This study evaluated the in-house method, API® 20 A and the RapID( ANA II systems for identification of anaerobic bacteria. A total of 37 isolates were tested in the systems. The results of the systems were compared with the result of the 16S rRNA sequence analysis. The 16S rRNA analysis is considered as golden standard for determination of bacterial species. The API® 20 A and RapID( ANA II systems had incubation times of 24 en 4 h, respectively; the in-house method generally required two days of incubation, depending on the growth rate of the isolate. In-house method identified 51,4 % correct to the species level, 29,7 % to genus only, and 18,9 % incorrect. API® 20 A identified 32,4 % correct to the species level, 27 % to genus only, and 35,1 % incorrect; 5,4 % could not identified. RapID( ANA II identified 29,7 % correct to species level, 32,4 % to genus only, and 35,1 % incorrect; 2,7 % could not identified.
In the applied 16S rRNA analysis a fragment of 700 up to 800 bp was analysed. It has been examined if by amplification and sequence analysis of the complete 16S rRNA the analysis could be improved. The problem was with the determination of positive cocci. They could be determined only to genus level. In the diagnostic it is important that bacteria could be determined to species level. Therefore three primersets have been tested (27F with p13b, 27F with 787R and 8F with 1505R). There are strains analysed which were determined in earlier analysis only to genus level. The best result was with 8F and 1505R. Successively were four primers (8F, 515F, 907R and 1505R) used for the sequence analyse. With these primers the 16S DNA is read in two directions. With this new 16S sequencing analysis the strains are identified at the species level. 

Overall, was the identification of anaerobic bacteria with the biochemical in-house method the best in respect of the ‘golden standard’. This method identified most bacteria to the genus and species level and had the lowest percentage of incorrect identifications. Strains which were not determined with the in-house method, could be identified with the optimized 16S rRNA analysis. 
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Hoofdstuk 1. Inleiding

1.1. Inleiding van het onderzoek

Dit onderzoek gaat over de determinatie van anaërobe bacteriën. Dit onderzoek is uitgevoerd in het Academisch Medisch Centrum (AMC) op de afdeling Medische Microbiologie. 

Het onderzoek is voortgekomen uit de vraag: “ Bestaat er een beter systeem voor het determineren van anaërobe bacteriën dan het huidige systeem dat wordt gebruikt? ” Deze vraag is ontstaan doordat het huidige systeem dat het lab nu gebruikt, niet specifiek genoeg anaërobe species kan determineren en veel tijd kost. Om dit te verbeteren zijn er verschillende commerciële en niet-commerciële systemen getest. De commerciële systemen die getest zijn in dit onderzoek zijn: API® 20 A en RapID( ANA II. Daarnaast zijn de niet-commerciële in-house ontwikkelde biochemische test en 16S rRNA sequentie analyse meegenomen in de vergelijking. De 16S rRNA sequentie analyse is gebruikt als ‘gouden standaard’ voor determinatie.

Het doel van dit onderzoek is: het koppelen van het beste systeem voor identificatie aan de verschillende anaërobe bacteriën, zodat uiteindelijk juiste identificatie van alle anaërobe bacteriën mogelijk wordt.

In dit onderzoek zijn 46 bacteriestammen getest die opgeslagen zijn in de -70˚C -vriezer van het Medische Microbiologie lab.

1.2 Anaërobe bacteriën

1.2.1 Inleiding

Anaëroben zijn in twee groepen in te delen: matig obligaat en strikt obligaat anaëroben. Bij beide groepen geldt dat ze groeien in afwezigheid van zuurstof. Het verschil tussen deze groepen is het percentage zuurstof dat maximaal aanwezig mag zijn bij hun groei. Bij de matig anaëroben ligt dit tussen de 2-8 % en bij de obligaat anaëroben ligt dit bij 0.5 %. Beide groepen worden bij concentraties van respectievelijk hoger dan 8 % en 0.5 % beschadigd, omdat zuurstof voor hen toxisch is. Anaërobe bacteriën groeien alleen in een anaëroob milieu en niet wanneer ze geïncubeerd worden in een aëroob of CO2-rijk milieu. 

Bij de mens komen anaërobe bacteriën als commensalen voor op de slijmvliezen, in de mondholte rondom de tanden, in het maagdarmkanaal, bij de uitmondingen van het urogenitale stelsel en op de huid. Op deze plaatsen heerst een lage zuurstofspanning mede als gevolg van de stofwisseling van de andere micro-organismen, die de zuurstof in hun ‘ademhaling’ verbruiken. Hierdoor blijft het op deze plaatsen het milieu micro anaëroob. 

Zolang de anaërobe bacteriën als commensaal op hun normale plaats in het lichaam blijven zijn ze niet ziekteverwekkend. Maar, kunnen op andere plaatsen, wanneer de groei gunstig is ziekteverwekkend zijn.

1.2.2 Eigenschappen

Anaërobe bacteriën bezitten een aantal eigenschappen welke als virulentiefactor aangeduid kunnen worden omdat ze de bacterie helpen om een infectie in te veroorzaken. Door het samenleven met aërobe bacteriën zal de pH in de omgeving dalen door de productie van zure eindproducten welke door zuurstof opname worden geproduceerd. Sommige anaëroben bezitten het enzym katalase en superoxidedismutase. Hierdoor kunnen ze zich van een giftige vorm van zuurstof, het superoxide-anion O2-, ontdoen. Een abces is ook een plaats waar anaëroben zich kunnen vestigen, omdat hierin een lage zuurstofspanning heerst. Binnenin een abces wordt de eigenschap van neutrofiele leukocyten om bacteriën te fagocyteren en te doden, verzwakt. Het is daarom van belang dat anaërobe bacteriën worden geïdentificeerd, want de infecties kunnen zeer ernstig zijn. 

1.2.3 Anaëroben bij de mens

De meest geïsoleerde anaërobe bacteriën zijn de Bacteroides- en Clostridium-species, daarop volgen de peptokokken, de peptostreptokokken en de gram-positieve niet-sporenvormende bacillen. Veel voorkomende ziekteverwekkers zijn de Bacteroides fragilis, Prevotella melaninogenica en Fusobacterium nucleatum. B.fragilis is de belangrijkste omdat zij veelvuldig voorkomt en haar resistentie tegen de gebruikelijke antibiotica als penicilline, tetracyclinen en aminoglycosiden heeft. Clostridia worden bij infecties minder vaak gevonden dan Bacteriodes-species, maar ze kunnen aanleiding zijn tot levensbedreigende toestanden. Voorbeelden zijn: buikabcessen, gangreen, hersenabcessen, tetanus, botulisme, etc. 
Bij infecties van de longen kunnen peptostreptokokken, Bacteroides fragilis, Prevotella melaninogenica, Fusobacteria en soms de Bifidobacterium eriksonii geïsoleerd worden. Bij infecties van geïmplanteerde kunstkleppen in het hart isoleert men soms Propionibacterium acnes. 
1.3 Soorten anaëroben bacteriën

1.3.1 Gram negatieve niet-sporenvormende staven

Tot de familie der Bacteroidaceae behoren de geslachten Bacteroides, Fusobacterium, Leptotrichia, Butyrivibrio, Succinimonas, Sucinivibrio, Anaerovibrio, Anaerobiospirillum, Mobiluncus, Wolinella en Selenomonas. De belangrijkste van al deze geslachten zijn de Bacteroides en de Fusobacterium. De andere geslachten worden zo af en toe in klinisch materiaal gevonden als contaminanten of als verwerkkers van infecties, vooral bij patiënten met een verstoord immuunsysteem. Er zijn ongeveer 30 soorten Bacteroides beschreven en 13 soorten Fusobacterium. Al deze soorten zijn strikt anaëroob, alleen de B.ochraceus groeit soms ook bij 5-10 % CO2. In dit onderzoek wordt er niet gewerkt met alle bovengenoemde species. Alleen de species waarmee wordt gewerkt, zullen hieronder worden uitgewerkt.

1.3.1.1 Bacteroides 

De Bacteroides is voor het eerst beschreven in 1898. [12] De Bacteroides geslachten zijn onderverdeeld in drie groepen, namelijk de Bacteroides, Prevotella en de Porphyromonas. De Bacteroides worden hoofdzakelijk gevonden in de darmen van zoogdieren, terwijl de Prevotella en Porphyromonas veel geïsoleerd wordt in de mondholte en de maag. Bacteroides-species hebben een aantal algemene kenmerken. Zo zijn ze obligaat anaëroob, saccharolytisch (produceren acetaat en succinaat als metabolische eindproducten) en kunnen beweeglijk of onbeweeglijk zijn. Deze zijn recht of iets gebogen en hebben ronde uiteinden. Soms zijn er één of meer ongekleurde vacuolen als onregelmatige ronde lichaampjes te zien die aan sporen doen denken en de bacterie onregelmatige, uitpuilende vormen kan geven.

1.3.1.2 Prevotella en Porphyromonas

Prevotella en Porphyromonas heeft als betekenis: bruinzwart pigmentvormende Bacteroides. Dit pigment is onder UV-licht goed te zien; de kolonies hebben een steenrode kleur. In het preparaat zijn deze bacteriën meestal kokkobacillair met ronde uiteinden. De Prevotella en Porphyromonas- groep zijn strikt anaëroob en zijn zeer gevoelig voor zuurstof. Belangrijke stoffen die hun groei bevorderen zijn vitamine K1 en hemine. Onder de Prevotella vallen de sacharolytische soorten (bv. B.melaninogenicus en B.intermedius) en onder de Porphyromonas vallen de asacharolytische soorten (bv. B.gingivalis). Het verschil tussen een sacharolytisch en asacharolytisch is dat sacharolytsiche soorten suikers om zetten en asacharolytische soorten niet. Prevotella en Porphyromonas-species hebben een vast gevoeligheidspatroon dat kan helpen bij de identificatie. 

1.3.1.3 Fusobacterium

De Fusobacterium is te isoleren uit de genitaliën, mond, maag- en darmkanaal en in de bovenste luchtwegen. De Fusobacterium is strikt anaëroob, heeft vrijwel geen sacharolytische activiteit en produceert veel boterzuur. Door deze eigenschap is de Fusobacterium goed te onderscheiden van de Bacteroides, die dat dus niet doet. Een andere manier om de Fusobacterium van de Bacteroides te onderscheiden is de gevoeligheid voor briljantgroen. De Fusobacterium is hier ongevoelig voor en de Bacteroides juist gevoelig. Onder het preparaat is de Fusobacterium te zien als een sigaarvormige gram negatief staafje met spitse uiteinden.[8,9,10,12,13,15]
1.3.2 Gram positieve sporenvormende staven

Anaërobe sporenvormende staven behoren tot het geslacht Clostridium. Er bestaan wel meer dan 130 species; zowel saprofyten als pathogenen. Clostridium-species zijn onder andere de veroorzakers van: botulisme, tetanus, wondinfecties en pseudomembraneuze colitis. Ze worden gevonden in organisch afval, grond, etc. Clostridia zijn commensaal in de darm van de mens en dier en kunnen zich in elk lichaamsdeel vermenigvuldigen. Onder de microscoop zijn ze te zien als een sporenvormende positieve staaf, die vrij kort en dik is. De Clostridium-species hebben ook een aantal virulentiefactoren, namelijk sporenvorming, productie van meerdere histolytische toxinen, enterotoxinen en neurotoxinen en groeit ook nog eens snel in voedingsrijke, zuurstof-arm milieu. Als we het over de biochemische eigenschappen van Clostridia hebben, kunnen we zeggen dat ze veel suikers omzetten, sommige zijn zelfs proteolytisch (afbraak van eiwitten). De meeste Clostridium-species zijn penicilline gevoelig. [7,10]
1.3.3 Gram positieve niet-sporenvormende staven

Tot de gram positieve niet-sporenvormende staven behoren de geslachten Propionibacterium, Actinomyces, Bifidobacterium, Eubacterium en de Lactobacillus. Ze zijn te vinden in de normale flora van de mond- en keelholte, maag- en darmkanaal, vagina en de huid. Ze kunnen niet zelfstandig een infectie veroorzaken maar alleen in combinatie met andere bacteriën. Al deze geslachten kunnen obligaat anaëroob of facultatief anaëroob, beweeglijk of onbeweeglijk, saccharolytisch of asaccharolytisch zijn. Als we kijken naar de gevoeligheid, zijn ze allemaal ongevoelig voor colistine en gevoelig voor penicilline en/of vancomycine.

1.3.3.1 Actinomyces

Dit geslacht bevat obligaat anaërobe of micro-aërofiele stammen (micro-aërofiele bacteriën zijn van oorsprong anaëroob, maar groeien ook goed in een aëroob milieu met 10 % CO2). De Actinomyces vormt vaak ontstekingen in de kaak, met als gevolg een fistelvorming of zelfs necrose (ongecontroleerde celdood). Over het algemeen groeit deze soort vrij langzaam. Actinomycosis is de meest frequente ziekte die veroorzaakt wordt door Actinomyces-species. Actinomycosis is een chronische granulamatose waarbij abcessen gevormd worden. Als biochemische eigenschap heeft de Actinomyces dat alle species indol negatief zijn en dat ze niet zuurvast zijn. In het grampreparaat zijn er korte, difteroïde staven naast de langere, vertakte draden te zien. [7,9]
1.3.3.2 Propionibacterium

De Propionibacterium kan worden geïsoleerd uit de mond en huid. De Propionibacterium wordt geassocieerd met het SAPHO syndrome (synovitis, acne, pustulosis, hyperostosis en osteomyelitis). De bacterie is anaëroob, maar kan ook facultatief anaëroob zijn. Over het algemeen is de Propionibacteria katalase-positief, mits de kolonies eerst 30 minuten aan de lucht zijn blootgesteld. Onder de microscoop is de Propionibacterium te zien als een knotsvormige of draadvormige staaf. Hierom lijkt hij veel op de Actinomyces en de Bifidobacteria. De Propionibacterium is resistent tegen metronidazol. [9,10,17]
1.3.3.3 Bifidobacterium

Bifidobacterium-species worden ook wel probiotica genoemd. Ze zijn een natuurlijk onderdeel van de bacteriële flora in het menselijke lichaam. Ze hebben een symbiotische, bacterie-gastheer, relatie. Het eventuele ziekteverwekkende vermogen is niet bevestigd, men denkt dat zij een beschermende functie hebben en voorkomen dat andere bacteriën zich nestelen. De biochemische eigenschap van de Bifidobacterium is dat zij veel suikers omzetten, hydrolyseren bijna altijd aesculine, produceren geen indol of katalase, hydrolysen gelatine niet en reduceren nitraat niet. De Bifidobacterium is een gram positieve staaf, met knotsvormige of vertakte uiteinden in de vorm van een Y. De Bifidobacterium heeft een uniek hexose metabolisme die voorkomt in de fosfoketolase-‘pathway’. Deze ‘pathway’ wordt ook wel de ‘bifid shunt’ genoemd. In deze ‘pathway’ wordt het enzym fructose-6-fosfaat fosfoketolase gebruikt en wil nog wel eens als sleutel voor de diagnostieke testen dienen, want het is nog niet gevonden in andere gram positieve darm bacteriën. [10,16]
1.3.4. Kokken

Tot de gram positieve kokken behoren de geslachten Peptococcus (anaërobe stafylokok) en Peptostreptococcus (anaërobe streptokok). Tot de gram negatieve kokken behoren de geslachten Veillonella, Acidaminococcus en Megasphaera. De Peptococcus en Peptostreptococcus worden bij infecties meestal samen met andere anaëroben geïsoleerd. De enige species die nog tot de Peptococcus behoort, is de Peptococcus niger. De rest is ingedeeld bij de Peptostreptococcus.

1.3.4.1 Peptostreptococcus en peptococcus

Peptokokken en Peptostreptokokken behoren bij de mens tot de normale flora van de mond, bovenste luchtwegen, vagina, dikke darm en huid. De biochemische eigenschappen die van belang kunnen zijn, zijn de productie van coagulase en indol, nitraatreductie, eskulinehydrolyse, vervloeiing van gelatine, ureasevorming en fermentatie van koolhydraten glucose, cellobiose, lactose, maltose en sacharose. In een gram zijn de Peptokokken van de Peptostreptokokken niet morfologisch van elkaar te onderscheiden. Peptostreptokokken ontkleuren vrij snel, hierdoor gaan ze lijken op gram negatieve kokken. De groeiwijze van de Peptokokken en de Peptostreptokokken zijn strikt anaëroob. Allebei de geslachten zijn metronidazol gevoelig, maar over het algemeen wordt penicilline het meest aangewezen voor de behandeling van anaërobe infecties met anaërobe kokken. 

1.3.4.2 Veillonella

Veillonella behoren bij de mens tot de normale flora van de mond, keel, het maag-darmkanaal en de genitaliën bij de vrouw. Tot dit geslacht erkent men eigenlijk nog maar één soort, namelijk V.parvula. Kenmerkend aan de Veillonella is dat ze een boterzuurgeur hebben. Ook dit geslacht heeft als eis dat hij alleen anaëroob groeit. Als men na het openen van de anaërobe pot direct de plaat onder UV-licht legt, vertonen de kolonies een rode fluorescentie. Biochemisch zijn Veillonella zeer inactief, ze reduceren alleen nitraat en sommige stammen vormen katalase. Opmerkelijk is dat koolhydraten niet worden omgezet. Er is verder weinig bekend over de pathogeniteit van dit geslacht. In een grampreparaat willen jonge Veillonella culturen nog wel eens lijken op gram positief kokken. Onder de microscoop kunnen deze kokken in paren, korte ketens of in groepjes voorkomen. [9,10]

1.3.5. De kweek

Er zijn verschillende mogelijkheden om anaërobe bacteriën te kweken, zoals de anaërobe pot, de anaërobe ‘glove box’ en de ‘pre-reduced anaerobically sterilised roll tube’ -techniek (PRAS). In dit onderzoek is gebruik gemaakt van anaërobe potten. Zo´n pot is cilindrisch van vorm, die aan de bovenkant zo geconstrueerd is dat er een luchtdichte deksel op past. De deksel kan met behulp van een klem stevig op de pot bevestigd worden. Aan de onderkant van de deksel is een katalysator gemonteerd, deze is bij kamertemperatuur actief. Op de deksel is een ventiel aangebracht zodat er in de pot een gas kan worden gepompt, zie figuur 1. Om een milieu anaëroob te maken wordt in aanwezigheid van een katalysator zuurstof tot water gereduceerd [10]: 2 H2 + O2 ( 2 H2O

[image: image3.jpg]



1.4 De gebruikte determinatie technieken

1.4.1 Inleiding

Er zijn twee verschillende commerciële systemen getest, de API® 20 A en RapID( ANA II. Verder is de biochemische in-house test en een genotypische methode gebaseerd op sequentie bepaling van het 16S rRNA gen toegepast. 

1.4.2 Determinatie met behulp van API® 20 A

Het API® 20 A systeem bevat 21 testen die gemakkelijk en snel kunnen worden uitgevoerd met betrekking tot de determinatie van anaëroben. De API® 20 A strip bevat 20 cupjes met gedehydreerd substraat, 16 voor de fermentatie van suikers en vier om de enzymactiviteit te testen. Ook bevat deze strip een katalase test, voor aantoning van het enzym katalase. Hiervoor is geen apart cupje op de strip, maar moet worden toegevoegd na incubatie aan een positief reagerend cupje. Welke reacties de API precies bevat is weergegeven in tabel 1. 

Test code
Reactie




IND

indole formation

URE 

urease

GLU 

glucose acidification

MAN 

mannitol acidification

LAC 

lactose acidification

SAC 

saccharose acidification

MAL 

maltose acidification

SAL 

salicin acidification

XYL 

xylose acidification

ARA 

arabinose acidification

GEL 

gelatin hydrolysis

ESC 

esculin hydrolysis

GLY 

glycerol acidification

CEL 

cellobiose acidification

MNE 

mannose acidification

MLZ 

melezitose acidification

RAF 

raffinose acidification

SOR 

sorbitol acidification

RHA 

rhamnose acidification

TRE 

trehalose acidification

CAT 

catalase formation


Tabel 1. API® 20 A reacties. [4]
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De 20 testen veranderen gedurende de incubatie door metabolische omzetting van kleur, dat spontaan kan gaan of door middel van toevoeging van een reagens. Na ca. 24 uur incubatie worden de reacties afgelezen en worden de uitslagen (positief of negatief) genoteerd. Dit resulteert in een acht cijferige code. Deze code wordt vervolgens ingevoerd in een database op internet, vervolgens komt er een bacterienaam uit die het best past bij deze testuitslag. Zie figuur 2 voor een positieve en een negatieve API strip. [4,18,21]
1.4.3 Determinatie met behulp van RapID( ANA II

Het RapID( ANA II systeem is een kwalitatieve micromethode voor de determinatie van anaërobe bacterie-isolaten van menselijke afkomst. Het systeem bevat reactie welletjes die dehydraterende substraten bevatten. Het systeem bestaat uit tien individuele test wells, acht hiervan zijn bifunctioneel; dit geeft een totaal van 18 biochemische reacties die plaatsvinden. De testen bevatten hydrolyse van een fosfaat ester, zes glycosidase en zeven β-naphthylamide substraten, reductie van trifenyltetrazolium, arginine utilisatie, trehalose fermentatie en indol productie van tryptofaan. Dit is weergegeven in tabel 2. 
Test code
Enzyme activity




PO4 

alkaline phosphatase

LGY 

leucylglycine aminopeptidase

ONPG 

β-galactosidase

GLY

glycine aminopeptidase

α-GLU 

α-glucosidase

PRO 

proline aminopeptidase

β-GLU 

β-glucosidase

PAL 

phenylalanine aminopeptidase

α-GAL 

α-galactosidase

ARG 

arginine aminopeptidase

α-FUC 

α-fucosidase

SER 

serine aminopeptidase

NAG 

n-acetylglucosaminidase

PYR 

pyrrotidone aminopeptidase

TTZ 

triphenyltetrazolium reduction

ADH 

arginine dihydrolase system

TRE 

trehalose fermentation

IND 

tryptophanase




Tabel 2. RapID™ ANA II reacties.  [5]
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Na een incubatietijd van vier uur, kan er een kleurverandering optreden in de welletjes, zie figuur 3. Dit kan net zoals bij de API spontaan gaan of door toevoeging van een reagens. Als eindresultaat komt er een code uit die bestaat uit zes cijfers. Deze code wordt vervolgens ingevoerd in een database op de computer, dit resulteert in een bacterienaam die past bij deze testuitslag. [2,4,22]
  










Figuur 3. RapID™ ANA II panel.  [22]
1.4.4 In-house methode

Onder deze determinatie wordt de nu gebruikte in-house methode van Oxoid antibioticatabletten en suikerreacties bedoeld. Er wordt gewerkt aan de hand van een Standard Operation Procedure (SOP). Al deze SOP’s zijn op de interne pagina van het AMC te vinden.

Ingezette testen worden één à twee dagen geïncubeerd, afhankelijk van de groeisnelheid van de stam. In de SOP’s zijn tabellen opgenomen: deze worden gebruikt met inzetten en aflezen (zie bijlage 1.1 t/m 1.4). Zodra alle ingezette testen zijn afgelezen en genoteerd zijn op het werkformulier, wordt er in de SOP vergeleken welke bacterie het beste past bij de uitslag. In de materiaal en methode sectie wordt beschreven welke suikerreacties en antibiotica tabletten gebruikt worden in deze determinatie.    

1.4.5 Genotypische determinatie

Onder deze determinatie wordt de moleculaire techniek, 16S rRNA PCR en DNA sequentie analyse verstaan. Om uiteenlopende redenen kunnen bacteriën in sommige gevallen niet of niet betrouwbaar gedetermineerd worden met de normale biochemische reacties. In deze gevallen kan 16S sequentie analyse van een reinkweek uitkomst bieden.

1.4.5.1 Principe van de 16S PCR

Het principe van een PCR (polymerase chain reaction) berust op de amplificatie van een specifiek stukje DNA. In een cyclus van een PCR wordt er van target DNA met behulp van de processen denaturatie, annealing en synthese nieuw DNA gevormd. Het proces begint met het verhitten van het monster tot een temperatuur van ca 50 °C. Dit leidt tot activatie van Uracil N-glycosylase (UNG). UNG breekt al eerder geamplificeerd DNA af door te knippen bij de toegevoegde uracilbasen. Carry-over contaminatie kan voorkomen in ruimten waar PCR-producten verder worden bewerkt en dus zo nieuwe monsters kunnen verontreinigen. Tijdens de PCR wordt geen dTTP maar dUTP gebruikt, hierdoor wordt zogeheten metastabiel DNA gesynthetiseerd. De amplimeren zijn nu gevoelig geworden voor de verwijdering van de base uracil door het enzym UNG. Het UNG wordt weer geïnactiveerd bij 94 °C. De volgende stap is dan ook het verhitten tot ongeveer  90-95 ºC. Nu zal elke dubbele streng DNA zich splitsten in twee enkele strengen. Dit wordt veroorzaakt doordat de waterstofbruggen die de complementaire strengen "bij elkaar houden" veel zwakker zijn dan de covalente bindingen tussen de nucleotides binnen een keten. Het verhitten verbreekt de waterstofbinding waardoor de dubbele streng uit elkaar gaat terwijl de covalente (keten) bindingen onaangetast blijven. Vervolgens wordt de temperatuur iets verlaagd, wat de DNA-primers in staat stelt zich aan de gescheiden ketens te binden. De primers binden zich omdat ze complementair zijn aan bepaalde (specifieke) volgordes van elke streng die naast het DNA-stuk liggen dat moet worden gerepliceerd. Zodra de primer zich gehecht heeft gaat het Taq polymerase het DNA verlengen waarbij de losse basen aan het enkelstrengs DNA streng gehecht worden. Het uiteindelijke resultaat is een complementaire keten van elk oorspronkelijke enkele keten. In deze eerste cyclus is het oorspronkelijk aanwezige DNA verdubbeld. In de volgende cyclus wordt opnieuw verhit en afgekoeld waardoor de nieuwe dubbele strengen gescheiden worden en elk afzonderlijk gekopieerd door het Taq polymerase. In elke stap, cyclus, wordt het aantal strengen van het gewenste stuk DNA verdubbeld. 

1.4.5.2 Sequentie analyse

Na een PCR op het target DNA worden sequentie reacties uitgevoerd op het PCR-product, met een forward en een reverse georiënteerde primer. Gestreefd wordt om hiermee twee DNA sequenties te kunnen ‘lezen’ die helemaal of gedeeltelijk overlappen. Wenselijk is om de analyse van dubbele DNA strengen te doen om de controle op de juistheid van de ingebouwde basen te kunnen waarborgen. Na primerbinding aan de template streng wordt een nieuwe complementaire streng gesynthetiseerd, totdat een gelabelde dideoxynucleotide ingebouwd wordt en de synthese stopt. Deze cyclus wordt een aantal maal herhaald om meerdere strengen van verschillende lengtes te vormen die elk aan het 3’-uiteinde een gelabeld nucleotide hebben (A,T,C,G bevatten ieder een andere fluorofore). Een dideoxynucleotide lijkt op een normale nucleotide, maar heeft geen H2-groep aan het 3’-uiteinde. 

De gevormde fragmenten worden hierna gescheiden en gedetecteerd met behulp van een capillair sequencer. Op basis van hun grootte en lading worden de fragmenten in een elektrisch veld gescheiden. Hoe lichter het molecuul, of hoe compacter het is, des te groter zal de migratiesnelheid binnen een bepaalde tijd zijn. Door het voltage op te voeren zullen de deeltjes sneller door de matrix bewegen, maar door de verhoogde spanning zal ook de warmteproductie stijgen. Om te zorgen dat de gevormde warmte gemakkelijk kan worden afgevoerd wordt de capillair met de matrix zo klein mogelijk gehouden. Hierdoor zijn aanzienlijk hogere spanningen en dus hogere migratiesnelheden mogelijk dan bij gelelektroforese. Wanneer de DNA gelabelde DNA-fragmenten de detector (laser) passeren wordt de kleur afgelezen. Uit dit kleurenpatroon wordt de nucleotide sequentie bepaald. De verkregen sequentie kan vervolgens worden vergeleken met op internet beschikbare databases zoals de NCBI/BLAST of MSU database. 

1.4.5.3 Waarom analyse van het ‘hele’ 16S rRNA gen
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Ribosomen  zijn gemaakt van rRNA moleculen en eiwitten. Ze komen in hoge aantallen voor in cellen. Tijdens de translatie hechten ribosomen aan mRNA moleculen, ze migreren langs het molecuul en synthetiseren zo polypeptides. Het ribosoom van bacteriën heeft een sedimentatiecoëfficiënt van 70S en wordt onder verdeeld in twee subunits van 50S en 30S. De grote subunit bestaat uit twee RNA moleculen met een grote van 23S (= 2904 nucleotides) en 5S (= 120 nucleotides) en heeft 34 polypeptides. Het kleinere subunit bestaat daarentegen uit één RNA molecuul met een grote van 16S (= 1541 nucleotides) en heeft 21 polypeptides. Deze laatste wordt vooral gebruikt voor de determinatie van bacteriën. Zie voor het schematische overzicht van het ribosoom van prokaryoten figuur 4 [6,11]

Het 16S rRNA is een zeer geconserveerd stuk rRNA dat aanwezig is in alle bacteriën. Het gen bestaat uit variabele en geconserveerde regio’s. De geconserveerde regio’s zijn bij elke bacterie hetzelfde. Het is daarom van belang dat er primers worden gezocht die op de geconserveerde regio’s hechten, zodat elke bacterie geamplificeerd kan worden. De variabele delen zijn daarentegen belangrijk bij het determineren van een bacterie, omdat deze bij iedere bacterie verschillend is. Een voorbeeld zijn de positieve kokken. De variabele regio’s bij deze groep liggen rond de 0 tot 500 basenparen (bp) van het 16S gen (zie bijlage 2). Hierdoor is het met de 16S PCR die nu op de Moleculaire Diagnostiek Unit (MDU) gebruikt wordt, moeilijk om positieve kokken te determineren. In figuur 5 is het 16S gen te zien met de primers van de MDU die ca. 500 tot ca. 1400 bp amplificeren.
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Hoofdstuk 2. Materiaal en Methode

2.1 Inleiding

Er zijn 46 bacteriestammen uit de -70 ˚C -vriezer geënt op een bloedplaat en weggezet in een anaërobe pot bij 37 ˚C. Na ongeveer twee dagen waren alle bacteriën gegroeid. Aan de hand van een microscopische beoordeling werd bepaald of mogelijk de juiste bacterie was geïsoleerd. Vervolgens werden er reinkweken gemaakt en werden ook alle stammen met CO2 weggezet. (Dit om zeker te zijn dat het een echte anaërobe is. Weliswaar zijn er ook enkele species die ook bij CO2 groeien.) Zodra de bloedplaten helemaal rein waren en er verwacht werd dat het een anaërobe was, werden ze in het verdere onderzoek meegenomen. Hierbij werd bepaald tot welk geslacht en soort (species) de bacterie hoorde.

2.2 In-house methode

In de in-house methode wordt een bonte rij van buizen beënt voor het meten van de omzetting van verschillende stoffen. Ook zijn er in deze methode een aantal platen en antibioticareacties meegenomen. Hieronder zijn deze beschreven. Zie voor het protocol bijlage 1.5.
Buis 1 voor omzetting van indol

Met de test onderzoekt men of een micro-organisme het enzym tryptofanase produceert. Tryptofanase zet het aminozuur tryptofaan om in indol, pyruvaat en ammoniak. Het medium waarin de indol vorming wordt getest dient tryptofaan of pepton te bevatten. Meestal wordt hiervoor een peptonhoudende bouillon gebruikt. 

Indol vorming door een bacterie kan men door de volgende reactie beschrijven: 

tryptofanase 

L-tryptofaan 


(

 indol + pyruvaat + ammoniak 

De afbraak van pyruvaat op haar beurt levert de benodigde energie op voor de groeiende bacterie via de citroenzuurcyclus. Uit de vrijgekomen ammoniak (NH3) kan de bacterie, gebruik makend van de vrijgekomen energie, nieuwe aminozuren opbouwen. Het gevormde indol kan men aantonen door middel van een reagens dat met indol een rood gekleurde verbinding vormt. Als reagens kan Kovacs reagens gebruikt worden. Dit bevat p-dimethylaminobenzaldehyde. De aldehydegroep van deze stof vormt samen met indol een rood gekleurde verbinding. Door de ethylalcohol in het Kovacs reagens wordt voldoende indol uit de oplossing geëxtraheerd om een positieve reactie tot stand te brengen. 

Buis 2 voor omzetting van gelatine

Gelatine is een eiwit, afkomstig van dierlijk collageen. Met behulp van de gelatinase-test wordt onderzocht of een micro-organisme beschikt over het proteolytisch enzym gelatinase dat gelatine doet vervloeien als gevolg van hydrolyse. Dit is een onomkeerbaar proces.

gelatinase peptidase
 (
gelatine + H2O polypeptiden aminozuren

Buis 3 voor het meten van nitraatreductie

De reductie van nitraat tot nitriet of tot stikstof gebeurt meestal onder anaërobe omstandigheden. De meeste aërobe bacteriën kunnen ook anaëroob leven. Ze kunnen dan in hun zuurstofbehoefte voorzien o.a. met behulp van het enzym nitraatreductase, dat onder anaërobe omstandigheden geproduceerd wordt in aanwezigheid van nitraat.

NO3 - + 2 e - + 2 H +
 
(
 NO2 - + H2O

nitraat




  nitriet

In dit reductiestofwisselingsproces vormen niet alle bacteriesoorten uiteindelijk dezelfde eindproducten. Behalve nitriet (NO2-) worden ook ammoniak (NH3), stikstofoxide (NO), distikstofoxide (N2O) of hydroxylamine (R.NH.OH) gevormd. Ook kan moleculaire stikstof (N2) gevormd worden, dat wordt afgegeven aan de omgeving:

2 NO3 - + 10 e - + 12 H +
 (
 N2 + 6 H2O

nitraat




  stikstofgas
De vorming van gas uit nitraat noemt men denitrificatie. De reactie wordt beoordeeld door na groei te kijken of er gas (N2) is gevormd en verder te testen op de aanwezigheid van nitriet. De vorming van nitriet wordt getest door toevoeging van enkele druppels Griess-Ilovay’s (naphtylamine-sulfanilzuur oplossing of een mespuntje Griess-Romijn.)

NO2 - + sulfanilzuur

 (
 p-diazoniumbenzeensulfonaat


p-diazoniumbenzeensulfonaat + α naphtylamine ( p-benzeensulfonaat-azo-d-naphtylamine









rood

Indien geen nitriet en/of N2 aantoonbaar is, dient aangetoond te worden of er nog steeds (niet gereduceerd) nitraat aanwezig is. Dit wordt gedaan door middel van de toevoeging van zinkpoeder. De zinkionen reduceren nitraat als nog tot nitriet, waarbij een rode kleur ontstaat. De aanwezigheid van het eindproduct van de stofwisseling (nitriet of N2) of de afwezigheid van het oorspronkelijke nitraat in het medium is een bewijs voor de nitraatreductie.

Buis 4 omzetting van glucose en lactose en de productie van H2S en gas gemeten

Deze buis bevat lactose en glucose in een verhouding van 10:1, zeer veel pepton en andere nutriënten zodat de aërobe micro-organismen er op kunnen groeien. Voor het aantonen van H2S is ijzersulfaat en natriumthiosulfaat en pepton toegevoegd. De indicator is fenolrood. De voedingsbodem wordt in een buis gegoten en schuin gestold. Hierdoor ontstaan er twee lagen; de schuine bovenzijde, die aan de lucht is blootgesteld, en het diepe gedeelte dat betrekkelijk anaëroob is. Het schuine gedeelte van de agar heeft, door de werking van de zuursof op de eiwitten en aminozuren, de neiging om alkalisch te worden en dus rood te blijven. De hoeveelheid zuur die nodig is om het schuine gedeelte om te zetten van geel naar rood is erg groot. In het onderliggende gedeelte waar geen zuurstof kan komen, kunnen kleine hoeveelheden gevormd zuur al worden aangetoond. Omdat de hoeveelheid lactose veel groter is dan de hoeveelheid glucose zal de hele buis alleen omslaan van rood naar geel als de te testen bacterie lactose omzet. Zet de bacterie alleen glucose om, dan zal alleen het onderste gedeelte van de buis geel worden. Gasvorming kan worden gezien als er belletjes in het medium ontstaan of als het medium omhoog geschoven wordt. 

Buis 5 voor het aantonen van urease

Ureum is een substraat dat snel gehydrolyseerd wordt. Door de katalytische werking van het enzym urease wordt ureum gehydrolyseerd tot ammoniak. In oplossing wordt ammoniumcarbonaat gevormd.

N2H4CO + 2 H2O ( 2 NH3 + CO2 + H2O (( (NH4)2 CO3
Ureum


 ammonia

         ammoniumcarbonaat

indicator kleurloos 
( 
indicator roze-rood

Als indicator wordt phenolrood gebruikt (pH-gebied: 6.8-8.4). Positief is als er een verkleuring is te zien (roze-rood) na incubatie. Negatief is als er geen verkleuring is te zien na incubatie.
Buis 6 omzetting van lactose, coagulatie van melk en gasvorming, voor de determinatie van Clostridium-species

De lakmoes is een test waarin de omzetting van lactose, de coagulatie van melk en de gasvorming zijn af te lezen. Proteolyse is af te lezen door de ‘stormy clot’ reactie. Door de omzetting van lactose door de bacterie wordt zuur gevormd waardoor de lakmoes omslaat van blauw/paars naar geel. Het zuur zorgt ervoor dat de melk in het vloeibare medium coaguleert. Als de te testen bacterie gas vormt zal de gecoaguleerde melk bellen vertonen of scheuren. 

Buis 7 voor het aantonen van het enzym proteïnase

Sommige bacteriën vormen het enzym proteïnase. Dit enzym maakt het mogelijk complexe eiwitten af te breken tot aminozuren en andere simpele bestanddelen. De eiwitvervloeiing wordt getest op een Loeffler schuine agar die als eiwit paardenserum bevat. Het oppervlak van het medium wordt aangetast als de bacterie dit enzym kan aanmaken: er treedt erosie op aan het oppervlak of het medium vervloeit.

Plaat 1 voor het aantonen van lechitinase en lipasen bij Clostriudium-species

Er zijn vier soorten lechitinase, lechitinase A, B, C, en D. Lechitinase C is het enige lechitinase wat gemaakt wordt door verschillende aërobe en anaërobe bacteriën. Lechitinase is een enzym wat lechitin kan afbreken. Tijdens het afbreken van dit molecuul worden er op de eiplaat witte zones gevormd. De werking van lechitinase kan worden geremd door de toevoeging van een anti-toxine gericht tegen C.perfringens. De witte zones worden dan niet, of in veel mindere mate gevormd. 

De lipase-reactie is een test die gebruikt wordt voor de determinatie van Clostridium-species. Op een eiplaat vormen sommige soorten Clostridium lipasen. Lipasen breken de vrije vetzuren af die in eigeel aanwezig zijn. Hierbij worden onoplosbare vetzuren en glycerol gevormd. Deze zijn te zien als een parelmoerglans over de kolonies.  

Plaat 2 voor het aantonen van hydrolyse van aesculine tot aesculetine en glucose

Aesculine is een glucoside, bestaande uit een glucose- en een aesculetine molecuul die door een zuurstofbrug verbonden zijn (glycosidebinding). Indien aesculine gehydrolyseerd wordt, ontstaat hieruit glucose en aesculetine. Aesculetine reageert met een ijzerzout, dat ook aan het medium wordt toegevoegd, waardoor een donkerbruine of zwarte verbinding ontstaat. Het precieze mechanisme van deze reactie is onbekend.

Aesculine + H2O
(
 glucose + aesculetine

C15 H16O9
aesculetine + Fe 3+ 
(
 zwart complex

Plaat 3 voor de galgevoeligheid

In de aanwezigheid van gal wordt de groei van de meeste anaërobe Gramnegatieve bacteriën geremd. Bij anaërobe bacteriën uit de Bacteroides fragilis groep vindt echter geen remming, maar soms zelfs stimulering van de groei door de gal plaats. Ook sommige Fusobacterium-species (F.mortiferum, F.varium) worden niet door gal geremd. Het testen van de galgevoeligheid heeft daardoor een plaats in de determinatie van anaërobe Gramnegatieve staven. 

Plaat 4 voor de suikeromzetting op platen
Om te onderzoeken of een micro-organisme een bepaald koolhydraat oxidatief of fermentatief omzet, kan men suikers in buizen testen maar ook op platen. Afhankelijk van het soort micro-organisme pakt men een voedingsbodem en legt daar de te testen suikers op. Na incubatie, waarvan de duur afhankelijk is van het micro-organisme, leest men de platen af. Roze suikerplaat is een rijke plaat met voedingstoffen en pepton, geschikt voor bacteriën die relatief veel zuur maken en weinig pepton afbreken. Paarse suikerplaat is een arme plaat zonder pepton, geschikt voor gemakkelijk groeiende micro-organismen die weinig zuur produceren (zoals non-fermenters) en pepton afbreken. Voor deze micro-organismen is de roze suikerplaat niet geschikt.

Plaat 5 voor de anaërobe determinatie en resistentie

Van alle anaëroben wordt een determinatie m.b.v. de Oxoid-stempel met an-ident disk gedaan. In deze disk zitten de pillen: rifampicine, penicilline, kanamycine, vancomycine, novobiocine en colistine. Ook wordt er op alle anaëroben een gevoeligheidsbepaling m.b.v. de Oxoid-stempel voor anaëroben resistentie. In deze disk zitten de pillen: penicilline, tetracycline, erythromycine, clindamycine, metronidazole en chloramphenicol. Deze determinatie en resistentie worden uitgevoerd op een bloedplaat. 

2.3 Determinatie met behulp van de API® 20 A

Deze kit (BioMérieux® SA, ref 20 300) bestaat uit één handleiding, 25 API® 20 A strips, 25 incubatie doosjes, 25 ampullen met 4 mL API® 20 A medium en 25 werkformulieren.

Als eerste werd de incubatiedoos met een laagje aquadest gevuld en werd een dikke bacteriesuspensie van ongeveer 3 McFarland (McF) in 4 mL API® 20 A medium gemaakt. De strip werd er vervolgens ingelegd en de onderste gedeeltes van de cupjes werden met bacteriesuspensie gevuld. Bij het cupje GEL werd het onderste en het bovenste gedeelte gevuld met bacteriesuspensie en bij het cupje ‘IND’ werd het bovenste gedeelte met paraffine olie gevuld. De strip werd in een luchtdichte plastic zak geplaatst met een besmette Pseudomonas pyocyaninebuis (dient als groeicontrole) en een ‘gas-pak zakje’ (zorgt voor een anaëroob milieu). Vervolgens werd de zak dicht geseald en geïncubeerd voor 24 uur bij 37 °C.  

Na de incubatie werden verschillende soorten reagens aan de strip toegevoegd. ‘XYL’ en ‘EHR’ aan de ‘IND’- test; ‘BCP’ aan alleen de cupjes die carbohydraten bevatten en ontkleurt waren door reductie en 3 % H2O2 aan een positief reactie-cupje. Dit laatste reagens werd toegevoegd nadat de strip 30 minuten aan de lucht was blootgesteld. Zie voor wat positief en wat negatief is, figuur 2.

Alle reacties werden op het bijbehorende werkformulier ingevuld, ook het resultaat van het preparaat. Het eindresultaat was een acht cijferige code die ingevoerd werd op een database op internet: https://apiweb.biomerieux.com. Het resultaat werd weergegeven in percentages. Hoe groter het percentage hoe groter de kans dat het die bacterie te maken hebt. [36]
2.4 Determinatie met behulp van RapID( ANA II

Deze kit (Remel, ref 8311002) bestaat uit één handleiding, 20 incubatie panels, 20 RapID( ANA II Reagent van 15 mL, 20 RapID( Inoculation Fluid van 1 mL, 20 RapID( Spot Indole Reagent van 15 mL en 20 werkformulieren.

Als eerste werd er een dikke bacteriesuspensie van ongeveer 3 McF in 1 mL RapID( Inoculation Fluid gemaakt en aan de achterkant van de reactie panel gepipetteerd, zodat de reactie cupjes nog niet met de bacteriesuspensie in aanraking kwamen. Vervolgens werd de reactie panel een paar keer heen en weer bewogen, zodat de bacteriesuspensie zich in de holtes verdeelde, en in de reactie cupjes gegoten. De reactie panel werd vervolgens voor vier tot maximaal zes uur geïncubeerd bij 35-37 ˚C  in een CO2-vrije stoof. 

Na incubatie werden alle reactie cupjes als eerste afgelezen zonder toevoeging van reagens. Daarna werden er 2 druppels RapID( Spot Indole Reagent aan cupje nr. tien toegevoegd en 2 druppels RapID( ANA II Reagent aan de cupjes drie t/m negen. Voor wat positief en wat negatief is, zie tabel 3.

Alle reacties werden op het bijbehorende werkformulier ingevuld. Het eindresultaat was een zes cijferige code die werd ingevoerd in de software RapID( ANA II Code Compendium, oftewel ERIC® (Electronic RapID( Compendium) voor de identificatie. [3]
	
	
	
	Reaction

	Cavity
	Test Code
	Reagent
	Positive                               Negative 

	Before Reagent Addition
	 
	 

	1
	URE
	NONE
	Red or purple             Yellow to orange

	2
	BLTS
	
	

	3
	αARA
	
	

	4
	ONPG
	
	

	5
	αGLU
	NONE
	Medium or bright       Clear, tan, or very

	6
	βGLU
	
	yellow                         pale yellow

	7
	αGAL
	
	

	8
	αFUC
	
	

	9
	NAG
	
	

	10
	PO4
	 
	 

	After Reagent Addition
	 
	 

	3
	LGY
	
	

	4
	GLY
	
	

	5
	PRO
	RapID ANA II
	Purple, violet, red      Yellow, orange or

	6
	PAL
	Reagent
	or dark pink               pale pink

	7
	ARG
	
	

	8
	SER
	
	

	9
	PYR
	 
	 

	10
	IND
	RapID Spot 
	Blue or blue-               Any other color

	
	
	Indole Reagent
	green

	
	
	
	

	Tabel 3.  Interpretatie van RapID™ ANA II Systeem reacties. [22]

	
	
	
	


2.5 Genotypische determinatie

Deze determinatie bestaat uit een aantal stappen, namelijk: DNA-isolatie, 16S rRNA PCR, het maken van een agarosegel en als laatste de sequencereactie. 

2.5.1 DNA extractiemethoden

2.5.1.1 Boom extractie

Deze methode is gebaseerd op de eigenschappen van guanidine thiocyanaat (GuSCN) en de nucleïnezuurbindende eigenschappen van silica deeltjes (glaspartikels) in aanwezigheid van GuSCN. Chaotrope stoffen zoals GuSCN zijn in staat cellen te lyseren, eiwitten te denatureren, histon-DNA interactie te verbreken en nucleasen te inactiveren. De absorptie van nucleïnezuren aan silicaat wordt bevorderd door een lage pH en een hoge zoutconcentratie. Het pH-optimum ligt bij 6.5-7.0. Hoge pH (>8) en lage zoutconcentratie doen de nucleïnezuren weer dissociëren. Het monster wordt met de silica en GuSCN-bevattende lysisbuffer (L6) in een reactiecupje gedaan. De nucleïnezuren vormen een complex met silica. Door een aantal wasstappen worden overige stoffen (zoals eiwitten en celresten) verwijderd. Door daarna te elueren in een buffer met een lage zout concentratie wordt zuiver DNA verkregen. 

De monsters werden eerst voorbehandeld met een prelysisstap:

Van een reinkweek werd een suspensie van ongeveer 1 McF gemaakt. De prelysis bestond uit: 

· 10 µl 10x prelysismix ((1 % SDS (natriumdodecyl-sulphaat), 5 % Tween 20, 5 % Sarkosyl opgelost in 1x TE-buffer (10mM Tris-HCl, 1mM EDTA))

· 1 µl proteïnase K (20 mg/ml)

· 89 µl bacteriesuspensie

Er werd twee uur of overnacht geïncubeerd bij 56 ºC (schuddend).

Als negatieve extractie controle werd 89 µl water meegenomen

Vervolgens werd DNA extractie uitgevoerd volgens de ‘Boom-methode’.

Aan 100 µl gelyseerd monster werd 900 µl L6 lysisbuffer en 20 µl silica (let erop dat de silica voor gebruik goed is gevortexd) toegevoegd. Deze mix werd vervolgens 10 minuten bij kamentemperatuur geïncubeerd en werd enkele malen gevortexd. Tijdens deze stap bindt het DNA zich aan de silica. Na deze stap werd vervolgens 15 seconde afgedraaid bij 12000 rpm. Het supernatant werd afgezogen en vervolgens werd de pellet 2x gewassen met L2 wasbuffer (wassen: voeg 900 µl L2 toe, resuspendeer het pellet, draai 15 seconde af bij 12000 rpm en zuig het supernatant af), 2x met 70 % ethanol en 1x met aceton. De pellet werd 6 tot 8 minuten gedroogd in het heatblock bij 56 °C. Daarna werd 100 µl TE-buffer toegevoegd en geresuspendeerd en voor 10 minuten bij 56 °C geïncubeerd. Vervolgens werd er 1 minuut bij 12000 rpm afgedraaid. 80 µl van het supernatant werd vervolgens in een nieuw epje gepipetteerd. 

De TE-buffer zorgt ervoor dat het DNA zich ontbindt van de silica. Het verkregen DNA werd bewaard bij –20 ºC.[1]

2.5.1.2 Puregene DNA Isolation Kit

Dit is uitgevoerd volgens het protocol van de leverancier (Puregene protocol, Gentra Systems, USA). In het kort: 

Van een reinkweek werd een suspensie van ongeveer 10 McF in 1 mL PBS gemaakt. De pellet werd 10 seconden bij 14000 rpm in een eppendorf centrifuge afgedraaid. Het supernatant werd verwijderd en de pellet werd opgelost in 600 µl Cell Lysis Solution en 5 minuten geïncubeerd bij 80 ºC. Vervolgens werd er 3 µl RNase A Solution toegevoegd en 15 tot 60 minuten geïncubeerd bij 37 ºC. Daarna werd 200 µl Protein Precipitation Solution aan de oplossing toegevoegd en 4 minuten gecentrifugeerd bij 14000 rpm. Nu zitten alle eiwitten onderin het epje, zichtbaar als een dikke gele pellet. Het supernatant werd overgegoten in een schoon epje met daarin 600 µl isopropanol, en werd 2 minuten gecentrifugeerd bij 14000 rpm. Het supernatant werd verwijderd en de pellet werd opgelost in 600 µl 70 % ethanol. Vervolgens werd er 1 minuut bij 14000 rpm afgedraaid. Het supernatant werd voorzichtig verwijderd, en de epjes werden 15 minuten aan de lucht gedroogd. Om te voorkomen dat er DNA of iets anders in de epjes viel konden ze worden afgedekt met een tissue. Zodra het DNA was opgedroogd werd het opgelost in 100 µl DNA Hydratation Solution en voor 1 uur weggezet bij 65 ºC (of overnacht bij kamertemperatuur). Hierna werd het DNA in de vriezer bewaard bij –20 ºC.

2.5.2 Doormeten van het DNA m.b.v. de ‘Nano-drop’

Met de Nanodrop (ND-1000) kan heel nauwkeurig de DNA-concentratie in de monsters gemeten worden. Gestart wordt met calibratie van de nanodrop. Hiervoor worden de ogen van de glasvezelkabels goed schoon gemaakt, door ze achtereenvolgens met bidest, isopropanol, bidest af te nemen. Vervolgens werd het programma ‘Nanodrop 3.0.0’ geopend, werd er onder ‘user’ gekozen voor ‘Default’ en werd ‘Nucleic Acid Measurement’ geselecteerd. Er werd 2 µl bidest op het oog van de onderste glasvezelkabel gepipetteerd, daarna werd de arm met de bovenste glasvezelkabel naar beneden gedaan en werd de er in het programma op OK geklikt. In het programma werd er onder ‘Sample Type’ gekozen voor ‘DNA-50’. Als eerste werd er een blanco (dit is de vloeistof waarin de monsters zijn opgelost) gemeten met de knop ‘Blank’. Daarna konden de monsters doorgemeten worden door telkens 2 µl op het oog van de onderste glasvezelkabel te pipetteren en vervolgens het klepje te sluiten en op de knop ‘Measure’ te klikken. De meting werd gedaan en de data werd weergegeven. Na elke meting werden de ogen van de glasvezelkabels schoongeveegd met een tissue. Door op de knop ‘Start Report’ te klikken werden de resultaten opgeslagen in een sheet, welke vervolgens geprint kon worden. Wanneer alle monsters waren gemeten, werd het programma via ‘Exit’ verlaten. 

2.5.3 16S rRNA PCR

Voor het maken van een PCR-mix werd de onderstaande tabel 4 gebruikt. Hiervoor werd het aantal monsters en één extra om pipetteerfouten op te vangen, ingevoerd. In elke PCR werd een positieve (H.pylori) en een negatieve controle (MQ) meegenomen. Zie voor de gebruikte primers tabel 5. De PCR werd uitgevoerd in de GeneAmp PCR system 9700 (Perkin Elmer).

PCR-mix

	
	1x mix (µl)
	Eindhoeveelheid

voor 1x mix
	Eindconcentratie

	Aqua dest
	23.25
	n.v.t.
	n.v.t.

	10x PCR II buffer
	5
	n.v.t.
	n.v.t

	BSA (50 mg/µl)
	1
	50 mg
	0.1 mg/µl

	MgCl2 (25 mM)
	6
	150 nmol
	3 mM

	dUTP

(1.25 mM/2.5 mM)
	8
	1. dNTP: 10 nmol

dUTP: 20nmol
	200 µM : 400 µM

	Forward primer (100 ng/µl)
	0,5
	50 ng
	0.1 µM

	Reverse (100 ng/µl)
	0,5
	50 ng
	0.1 µM

	UNG (1 U/µl)
	0,5
	0.5 U
	0.01 U/µl

	Amplitaq (5 U/µl)
	0.25
	1.25 U
	0.025 U/µl

	
	
	
	

	mixvolume
	45

	
	

	DNA
	5

	
	

	eindvolume
	50


Tabel 4. De samenstelling van de PCR-mix voor de 16S PCR. 

	Soort Primer
	Primer
	Sequentie
	Basenpaar positie in het 16S rRNA gen van E. Coli

	Forward
	p515f
	5’- TGC CAG CAG CCG CGG TAA 
	515 ― 533 

	Reverse
	p13b
	5’- AGG CCC GGG AAC GTA TTC AC
	1390 ― 1371

	Forward
	27F
	5'- GAG TTT GAT C(AC)T GGC TCA G 
	8 ― 27 

	Reverse
	787R
	5'- GGA CTA C(ACT)A GGG TAT CTA AT
	806 ― 787

	Forward
	8F
	5'- AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG
	8 ― 28 

	Reverse
	1505R
	5'- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T
	1491 ― 1513


Tabel 5. De gebruikte primers voor de 16S PCR. [11]
45 µl van de PCR-mix werd uitgevuld in PCR-epjes. Hieraan werd 5 µl DNA monster toegevoegd. Aan de negatieve- en positieve PCR-controle werd respectievelijk 5 µl MQ en 5 µl H.pylori toegevoegd. De PCR-epjes werden vervolgens in het PCR-apparaat geplaatst en het 16S programma, zie tabel 6, werd gestart. 
	Stap
	Temperatuur (ºC)
	Tijd (min)

	Activatie
	50
	10

	Denaturatie
	95
	10

	Amplificatie (30x)
	95
	1

	
	62*
	1

	
	72
	2

	Extra extensie
	72
	10

	Koelen
	4
	Oneindig


*) Dit is de annealingstemperatuur. 

Tabel 6. Programma 16S PCR. 
2.5.4 Gelelektoforese

Met behulp van gelelektroforese kunnen de fragmenten van de PCR-producten gescheiden worden. Voor het maken van een gel werd 10x TBE (per liter: 108 gram Tris (hydroxymethyl-aminomethaan: Merck), 55 gram Boorzuur (Merck) en 7.44 gram EDTA (Merck)) verdund tot 0.5x TBE. De grootte van de gel werd gekozen aan de hand van de hoeveelheid monsters. 

Voor een kleine gel is 25 mL 0.5x TBE buffer, 0.25 gram agarose (Sigma) en 1.25 µl ethidiumbromide (EtBr) nodig. Voor een middelgrootte gel is 40 mL 0.5x TBE buffer, 0.4 gram agarose en 2 µl EtBr nodig. Voor een grote gel is 100 mL 0.5x TBE buffer, 1.00 gram agarose en 5 µl EtBr nodig. 

Om de agarose op te kunnen lossen in de TBE werd dit samen verhit in de magnetron, totdat alle agarose opgelost was. Vervolgens werd de EtBr (10 mg/ml) toegevoegd aan de agarose-oplossing. Nadat de oplossing in de geltray werd gegoten konden de kammen geplaatst worden en werd er gewacht totdat deze gestold was. EtBr bindt aan het DNA en maakt de DNA fragmenten zichtbaar onder UV-licht. De gelbak werd tot net boven de gel gevuld met 0.5x TBE-buffer. Van elk monsters werd 10 µl met 2 µl loadingbuffer (LB) vermengd en in de gel gepipetteerd. Als laatste werd er 5 µl van een 100 bp marker aan de gel toegevoegd. Door het laten meelopen van een marker kan de grootte van de fragmenten bepaald worden. De gel werd gerund voor ongeveer een half uur bij 100 Volt. Door te controleren of er weldegelijk stroom liep, moesten er belletjes te zien zijn bij de kathode. De gel werd vervolgens bekeken onder een UV-lamp. 

2.5.5 DNA sequentie bepaling

Van de PCR-producten die de goede grootte en goede intensiteit hadden werd een sequentie-PCR ingezet. Hiervoor werd een commerciële kit gebruikt, genaamd: BigDye( Terminator (BDT) v1.1 Cycle Sequencing Kits. Aan de hand van onderstaande tabel 7 werd een PCR-mix voor het aantal te sequencen monsters plus één extra gemaakt. In tabel 8 is te zien welke sequence-primers er zijn gebruikt. 

PCR-mix

	
	1x mix (µl)
	Eindhoeveelheid

voor 1x mix

	BDT (10x)
	1
	

	SB (5x)
	3
	

	Primer (1µM)
	1
	1 pmol

	Baker Water
	4
	

	
	
	

	Mixvolume
	9
	

	
	
	

	DNA (10x verdund) 1
	1
	

	
	
	

	Eindvolume
	10
	


1) Concentratie van het DNA varieert: PCR-product 0.5-50 ng, dubbelstrengs DNA 100-250 ng. Door PCR-product 10x te verdunnen zal het binnen de marges van de juiste concentratie vallen.

Tabel 7. De samenstelling van de PCR-mix voor de sequence-PCR. 
	Primer
	Sequentie
	Basenpaar positie in het 16S rRNA gen van E. Coli

	8F
	5'- AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG
	8 ― 28

	p515f
	5’- TGC CAG CAG CCG CGG TAA
	515 ― 533

	p13b
	5’- AGG CCC GGG AAC GTA TTC AC
	1390 ― 1371

	907R
	5’- CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT
	907 ― 926

	1505R
	5'- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T
	1491 ― 1513


Tabel 8. Gebruikte sequence-primers. [11]

9 µl van de juiste PCR-mix werd uitgevuld in de juiste sequence-epjes, waarna 1 µl van 10x verdund DNA monster (in 1x TE) werd toegevoegd. In de GeneAmp PCR system 9700 (Perkin Elmer) werd het sequence-programma (zie tabel 9) uitgevoerd.

	Stap 
	Temperatuur (ºC)
	Tijd

	Denaturatie
	96
	1’

	Amplificatie (25x)
	96
	10”

	
	50
	5”

	
	60
	4’

	Koelen
	4
	oneindig


Tabel 9. Programma voor de sequence-reactie.
Na afloop werd aan elk monster 10 µl Baker Water toegevoegd. Voor het sequencen zelf is er gebruikt gemaakt van de sequence-faciliteit van het AMC, waar analyse plaatsvindt op een  automatisch sequence-apparaat AB13700 (Applied Biosystems).

Na een paar dagen worden de sequenties op een netwerk gezet. Deze kunnen dan vanaf een werkplek gedownload worden via http://seqlab op het intranet. Vervolgens kunnen de sequence-reacties met elkaar gealigned worden m.b.v. programma CodonCode. In figuur 6 is een consensus te zien, geopend in het programma Chromas. Elke piek stelt een base voor; elke base heeft een eigen kleur. De consensus werd vergeleken met op internet beschikbare databases: NCBI/BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) en RDP II (http://rdp.cme.msu.edu/index.jsp) database.

[image: image10.jpg]



2.5.6 Zuiveren van PCR-producten

Voor het zuiveren van PCR-producten is de ‘High Pure PCR Product Purification Kit’ (Roche Applied Science) gebruikt. Er werd 100 µL PCR-product en 500 µL Binding Buffer (3 M guaninidine-thiocyanante, 10mM Tris-HCl, 5 % Ethanol) in een High Pure filter gepipetteerd en 30 tot 60 seconden gecentrifugeerd op maximale snelheid. Het eluaat werd weggegooid en aan de kolom werd vervolgens 500 µL Was Buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl) toegevoegd. De kolom werd 1 minuut gecentrifugeerd bij 13000 rpm. Vervolgens werd het eluaat weer weggegooid en werd er nogmaals 200 µL Was Buffer toegevoegd en 1 minuut gecentrifugeerd bij 13000 rpm. Het eluaat werd verwijderd en 100 µL Elution Buffer (10 mM Tris-HCl) werd toegevoegd. Voor de laatste keer werd er 1 minuut gecentrifugeerd bij 13000 rpm. Het eluaat is nu het gezuiverde PCR-product!

Hoofdstuk 3. Resultaten

3.1 Vergelijking van biochemische testen

In dit onderzoek zijn twee commerciële systemen en een in-house systeem uitgevoerd op 37 verschillende anaërobe bacteriën. Aan het begin van dit onderzoek is er gestart met het kweken van 46 stammen op bloedplaten. Sommige stammen groeiden niet of na incubatie bleek dat het niet de juiste bacterie was. Dit is de reden waarom de stamnummers in tabel 11 (zie pagina 24) niet opeenvolgend zijn. Er zijn daarom uiteindelijk in totaal 37 stammen in het onderzoek meegenomen. 

In tabel 11 zijn de resultaten van de testen af te lezen. De bepaling van de 16S rRNA sequentie analyse wordt gebruikt als ‘gouden standaard’, omdat genetische determinatie de meest betrouwbare methode is voor determinatie. De resultaten hiervan zijn opgenomen in de laatste kolom van tabel 11.

Vervolgens is de determinatie van de verschillende biochemische testen uitgedrukt in het percentage waarmee correct het species of genus wordt bepaald. In tabel 10 is te zien dat de in-house methode het laagste percentage foute identificaties (18.9 %) geeft dan de beide commerciële testen; ieder met 35.1 %. Bovendien zijn er met de commerciële testen stammen die niet geïdentificeerd kunnen worden. In figuur 7 zijn deze gegevens in een grafiek verwerkt.

	
	% (aantal) 
	% (aantal)
	% (aantal)

	 
	Species                   Genus only
	Incorrect
	Niet te identificeren

	In-house methode
	51.4 (19)                     29.7 (11)
	18.9 (7)
	0 (0)

	API® 20 A
	32.4 (12)                     27.0 (10)
	35.1 (13)
	5.4 (2)

	RapID™ ANA II
	29.7 (11)                     32.4 (12)
	35.1 (13)
	2.7 (1)


Tabel 10.  Resultaten van de drie determinaties systemen van 37 anaërobe isolaten, gemeten aan de hand van 16S rRNA PCR.
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Figuur 7. Resultaten van de drie determinatie systemen van 37 anaërobe isolaten, gemeten aan de hand van 16S rRNA PCR.

	nr
	Gram
	In-house methode
	API 20 A
	RapID ANA II
	16S rRNA

	1
	neg coccoide staaf
	F.necrophorum /F. varium
	F. necrophorum/nucleatum
	F. necrophorum
	F. necrophorum

	2
	neg coccoide staaf
	B. fragilis
	Bifidobacterium spp 1
	Pr. oralis group
	B. fragilis

	3
	pos staaf, sporen
	C. difficilie
	Clostridium spp
	C. difficile
	C. difficile

	4
	pos staaf, sporen
	C. botulinum
	C. botulinum/sporogenes
	C. limosum
	C. sporogenes

	5
	neg staaf
	A. israelii 
	Bifidobacterium spp
	Mob. mulieris
	A.. israelli

	6
	pos gebogen staaf
	Propioni-species 
	Propioni acnes
	C. bifermentas
	P. acnes

	7
	pos vertakte staaf: Y
	Bifidobacterium spp
	Bifidobacterium spp 1
	Bifidobacterium spp
	Bifidobacterium dentium

	8
	neg coccen
	Veillonella spp
	Peptostreptococcus group (20% V.parvula) 
	Veillonella spp
	Veillonella caviae / spp

	9
	pos coccen in groep/paar
	Peptostreptococcus anaerobius
	Peptostreptococcus group 
	Peptostreptococcus anaerobius
	Peptostreptococcus anaerobius

	10
	pos coccen in groep/paar
	Peptostreptococcus productus
	Gemella morbillorum
	Peptostreptococcus anaerobius
	Gardenella vaginalis

	11
	pos staaf
	A. meyeri 
	Bifidobacterium spp 2
	A. turicensis
	A. meyeri

	13
	pos staaf
	A. odontolyticus 
	Bifidobacterium spp 2
	C. innocuum 
	S.gordonii / mitis

	19
	pos staaf
	C. perfringens
	C. perfringens
	C. perfringens
	C. perfringens

	20
	pos staaf, OST sporen
	C. butyricum
	C. butyricum/beijerinckii
	C. limosum
	C. butyricum

	21
	pos staaf, OST/OT sporen
	C. perfringens/septicum
	C. perfringens
	C. septicum
	C. septicum

	22
	pos staaf, sporen
	C. bifermentans/sordellii
	C. butyricum/beijerinckii
	C. bifermentans
	Eubacterium tenue / C. sordellii

	23
	pos staaf, OST sporen
	C. perfringens
	C. perfringens
	C. perfringens
	C. perfringens

	24
	pos staaf, OT sporen
	C. sporogenes 
	Bifidobacterium spp 2
	C. baratii 
	C. perfringens

	25
	pos staaf, OT sporen
	C. tertium
	C. beijerinckii/butyricum
	C. septicum
	C. tertium

	26
	pos staaf, RT sporen
	C. tetani
	C. spp
	C. tetani
	C. tetani

	28
	neg coccoide staaf
	F.varium
	F. varium
	Mob. Curtisii
	Collinsella aerofaciens

	30
	neg staaf: lang, draderig
	Fusobacterium spp
	Bifidobacterium spp
	F. necrophorum en Wolinella spp
	C. ramosum

	31
	neg staaf
	F. nucleatum
	F. varium
	F.necrophorum
	F. nucleatum

	32
	neg staaf
	F. russii
	geen reactie
	geen reactie
	Leptotrichia goodfellowii (=propionibact.)

	33
	pos coccen
	Peptostreptococcus assacharolyticus
	Peptoniphilus assacharolyticus
	Peptostreptococcus assacharolyticus
	Peptoniphilus assacharolyticus / harei

	34
	pos duplococ
	Peptostreptococcus micros
	Peptostreptococcus group 
	Peptostreptococcus anaerobius
	Peptostreptococcus anaerobius

	35
	neg coccoide staaf
	B. vulgatus/Porphyromonas assacharolyticus
	Bifidobacterium spp 2
	C. tertium
	B. suis / fragilis / pyogenes

	36
	neg coccoide staaf
	B. vulgatus/distasonis
	Bifidobacterium spp 2
	B. uniformis 
	B. thethaiotaomicron

	37
	pos coccoide staaf
	A. odontolyticus
	C. spp/ Actinomyces spp/ Bifidobact. spp
	A. odontolyticus
	Varibaculum cambriense

	39
	pos staaf, sporen
	C. perfringens
	C. perfringens
	C. tertium
	C. perfringens

	40
	neg coccen
	Veillonella spp
	Veillonella parvula 
	Staph. saccharolyticus
	Veillonella caviae / dispar/ dentocariosia

	41
	pos coccen in groep
	Peptostreptococcus magnus
	geen reactie
	Peptostreptococcus magnus
	Finegoldia magna

	42
	neg coccoide staaf
	B. fragilis
	B. fragilis
	P. oralis group
	B. fragilis

	43
	neg coccoide staaf
	B. vulgatus
	B. vulgatus
	B. vulgatus
	B. vulgatus

	44
	neg coccoide staaf
	B. distasonis
	Bifidobacterium spp 2
	Pr. melaninogenica
	B. thethaiotaomicron

	45
	neg coccoide staaf
	B. fragilis
	B. fragilis
	B. fragilis
	B. fragilis

	46
	neg coccoide staaf
	B. thethaiotaomicron
	B. thethaiotaomicron
	B. thethaiotaomicron
	B. thethaiotaomicron




Er waren in totaal twee stammen die niet wilde groeien. Stam 32 was niet in staat om een reactie te vormen bij de API® 20 A en bij de RapID( ANA II. Deze stam is twee keer ingezet, maar helaas twee keer zonder resultaat. Hetzelfde gebeurde bij stam 41, deze groeide alleen niet bij de API® 20 A.

In deze vergelijking werd als ‘gouden standaard’ een PCR van het 16S rRNA gen gebruikt waarmee niet het hele 16S rRNA gen geamplificeerd werd. Het 16S rRNA gen werd geamplificeerd met de primers p515f en p13b. De locatie van deze primers op het 16S rRNA gen liggen respectievelijk op 515-533 bp en 1390-1371 bp. Het eerste gedeelte, van 0 tot ong. 500 bp, van het 16S rRNA gen wordt met deze primers niet geamplificeerd. Daarom is als extra opdracht onderzoek gedaan naar de verbetering van de amplificatie en sequentie analyse van het 16S rRNA gen. In dit onderzoek werden primers gezocht die het hele 16S rRNA gen amplificeren, met als gevolg dat een grotere DNA sequentie met mogelijk meer sequentie variatie kan worden gedetermineerd. Hierdoor zullen er in theorie meerdere soorten bacteriën gedetermineerd kunnen worden met de 16S PCR, met name determinatie van positieve kokken kan hierdoor verbeteren (zie bijlage 2).
3.2 Optimalisatie van de 16S analyse

Er zijn in totaal drie primersets uitgeprobeerd (27F met p13b, 27F met 787R en 8F met 1505R). Bij de drie sets is veelal gekeken naar de effecten van de annealingstemperatuur en de primerconcentratie. Alle PCR’s werden als eerste ingezet met anaëroben bacteriën die met de primers p515f en p13b een goed bandje gaven op de gel (stam 1, 3, 8, 9, 19, 28, 33 en 40). Bij deze stammen was het DNA geïsoleerd met de ‘Boom-methode’. Zie voor de DNA-concentratie van deze stammen tabel 12. 

	Sample ID
	DNA-concentratie (ng/µl)
	260/280
	260/230

	stam 3
	6.22
	1.95
	0.05

	stam 8
	4.3
	1.43
	0.07

	stam 9
	22.21
	1.68
	0.06

	stam 19
	8.64
	1.94
	0.07

	stam 28
	3.77
	1.12
	0.03

	stam 33
	2.9
	1.58
	0.03

	stam 40
	47.27
	1.37
	0.39

	pos. controle
	6.74
	3.23
	-0.9


Tabel 12. DNA-concentratie in verschillende anaërobe monsters.

Er was voor de primerset 27F met p13b gekozen, omdat een zeer groot deel van het gen zou worden geamplificeerd. Met deze combinatie zouden hoogstwaarschijnlijk veel stammen gedetermineerd worden tot op species niveau in vergelijking tot de oude 16S methode (primers p515f met p13b). De primerset 27F met 787R was gekozen, omdat het eerste deel van het 16S rRNA gen zou worden geamplificeerd (ca. 8 t/m 787 bp). Dan zou in theorie het tweede deel van het gen geamplificeerd kunnen worden met de oude primers (p515f met p13b). Dit zou dan samen het hele 16S gen vormen. Als producten van beide PCR’s zouden worden gesequenced, zouden de sequenties onder elkaar gealigned kunnen worden met als resultaat de hele sequentie van het 16S gen. Deze primers 8F met 1505R zijn geselecteerd uit een ‘PNAS’ publicatie. [5] De primers zijn ook door anderen gebruikt voor analyse van 16S [11]. Volgens het artikel zouden deze primers het hele 16S gen amplificeren. In bijlage 1.6 is het protocol van de PCR-mix te vinden. Het PCR-programma is in hoofdstuk 2.5.3 te vinden; de annealingstemperatuur ligt bij 52 °C. 

3.2.1 Annealingstemperatuur

Het effect van de annealingstemperatuur is bepaald met de primersets 27F met p13b en 27F met 787R. Bij de eerste primerset, 27F met p13b, zijn de annealingstemperaturen 55 °C, 58 °C en 62 °C uitgeprobeerd. Bij een annealingstemperatuur van 62 °C waren er voor alle monsters hele lichte bandjes op de gel te zien rond de 1300 bp en bij de annealingstemperatuur van 55 °C waren alleen wazige bandjes te zien rond 1300 bp voor stam 8 en de positieve controle. Vervolgens was er bij een annealingstemperatuur van 58 °C alleen voor stam 3 een fel dik bandje te zien op de gel rond 1300 bp. Bij de tweede primerset, 27F met 787R, zijn de annealingstemperaturen 52 °C, 58 °C en 62 °C uitgeprobeerd. Bij de annealingstemperatuur van 62 °C was er geen enkel bandje op de gel te zien. Er waren twee PCR’s uitgevoerd bij 58 °C. De eerste keer was er alleen een bandje voor stam 1 ter hoogte van 700 bp en bij de tweede keer was er alleen een bandje voor de positieve controle. Bij de PCR met de annealingstemperatuur van 52 °C was er alleen een licht bandje te zien bij stam 8 en stam 33 ter hoogte van 800 bp.

3.2.2 Primerconcentratie

Bij de eerste primerset was de primerconcentratie verhoogd van 0.1 µM (dit resultaat is beschreven in hoofdstuk 3.2.1) naar 0.5 µM en 1 µM en ingezet bij de annealingstemperaturen 58 °C en 62 °C. Het resultaat bij een primerconcentratie van 1 µM bij 58 °C was dat er bij alle stammen bandjes te zien waren rond de 875 bp, 1300 bp en boven de 1500 bp. Bij een primerconcentratie van 0.5 µM was er alleen een fel bandje te zien bij stam 3 ter hoogte van 1300 bp. Daarentegen was het resultaat bij een concentratie van 1 µM bij 62 °C dat er een bandje te zien was rond 875 bp voor stam 9 en de positieve controle. Bij de concentratie van 0.5 µM waren er geen bandje te zien.

Bij de tweede primerset is alleen een primerconcentratie van 1 µM uitgetest bij de drie de verschillende annealingstemperaturen. Lees voor het resultaat van de tweede primerset hoofdstuk 3.2.1.
In tabel 13 staan de verschillende annealingstemperaturen en primerconcentraties die met deze primerset zijn uitgetest. 

	Primers
	Annealingstemperatuur

( °C)
	Primerconcentratie

(µM)

	27F + p13b
	55
	0.1

	
	58
	0.1

	
	
	0.5

	
	
	1

	
	62
	0.1

	
	
	0.5

	
	
	1

	27F + 787R
	52
	1

	
	58
	1

	
	62
	1


Tabel 13. Verschillende annealingstemperaturen en primerconcentraties bij de twee primersets.

3.2.3 DNA input

Bij de primerset 8F en 1505R leek het in eerste instantie of de PCR niet goed gerund was, omdat er op de gel geen enkel bandje te zien was, ook niet van de positieve controle. De marker was daarentegen wel gelopen. Bij nader inzien bleek dat het DNA bovenin de slotjes was blijven hangen. Dit kwam omdat met de nieuwe extractie methode (zie hoofdstuk 2.5.1.2) het DNA zó geconcentreerd was, dat amplificatie van het monster niet had plaats kunnen vinden. De DNA-concentratie in één van de monsters lag zelfs bij 1000 ng/µl, zie tabel 14. 

	Sample ID
	DNA-concentratie (ng/µl)
	260/280
	260/230

	stam 1
	925.84
	1.69
	0.98

	stam 3
	99.68
	1.74
	1.20

	stam 8
	342.13
	1.89
	1.52

	stam 9
	178.29
	1.85
	1.45

	stam 19
	339.16
	1.70
	1.28

	stam 28
	1083.7
	2.01
	2.06

	stam 33
	174.62
	1.83
	1.76

	stam 40
	341.26
	1.73
	1.21

	pos. controle
	10.12
	1.58
	2.14


Tabel 14. Resultaat van het doormeten van het DNA in verschillende anaërobe monsters.
Na het verdunnen van de DNA monsters naar ongeveer 25 ng/µl, zag de gel er voortreffelijk uit figuur 8. In iedere gel is steeds een 100 bp DNA ladder gebruikt.  


Figuur 8. Gel van anaëroben geamplificeerd met primers 8F en 1505R.
Aangezien deze resultaten alleen berusten op amplificatie van anaërobe bacteriën is er vervolgens een PCR ingezet met DNA van stammen welke bij de MDU alleen werden gedetermineerd tot een Streptococcus-species of een Staphylococcus-species met de oude primers. De resultaten van deze PCR zijn te zien in figuur 9.

3.2.4 DNA sequentie reactie

De PCR-producten zijn gesequenced met de primers 8F en 1505R. Op het elektroferogram was te zien dat de pieken snel in intensiteit afliepen, al zo rond de 450 bp. Daarom is onderzocht of door het PCR-product te zuiveren de hoogte van de pieken in de sequentie reactie kon worden verbeterd. Het resultaat toonde aan dat er geen verschil was in de sequentiepieken tussen PCR-producten die gezuiverd waren en PCR-producten die niet gezuiverd waren. Daarom werd er vervolgens een sequence-reactie ingezet met vier primers die gedeeltelijk met elkaar overlappen. De vier sequenties konden in CodonCode aligner goed onder elkaar worden gezet. 

Na een aligment in CodonCode werd er een sequentie van ongeveer 1400 bp verkregen. Deze consensus sequentie wordt geblast tegen een database op het web. Enkele producten in figuur 9 zijn gesequenced, de resultaten hiervan zijn te zien in tabel 15. De producten in laan 2, 8 en 10 zijn niet gelukt om te sequencen. 

	Laan 3
	Staphylococcus saprophyticus

	Laan 4
	Staphylococcus capitis

	Laan 5
	Streptococcus dysgalactiae

	Laan 6
	Streptococcus infantis

	Laan 7
	Staphylococcus saprophyticus

	Laan 9
	Pseudomonas synxantha

	Laan 11
	Kytococcus schroeteri

	Laan 12
	Paenibacillus campinasensis

	Laan 13
	Streptococcus dysgalactiae


Tabel 15. Resultaten na blasten.

Zoals te zien is in tabel 15 kan er met de nieuwe primers tot op het species niveau worden gedetermineerd. Met de oude primers kwam de determinatie alleen tot op het genus niveau. 

Hoofdstuk 4. Discussie en Conclusie

In dit onderzoek zijn drie biochemische systemen vergeleken met de 16S rRNA sequentie analyse. De 16S rRNA PCR werd in dit onderzoek als ‘gouden standaard’ gebruikt. Het meest nauwkeurige systeem in dit onderzoek is de in-house methode. Deze identificeert de bacterie voor 51,4 % tot op het species niveau. De API® 20 A komt op dit niveau op de tweede plaats met 32,4 % en de RapID( ANA II  op de laatste met 29,7 %. 

De in-house methode is makkelijk om mee te werken, daarentegen kost het wel veel tijd om alles in te zetten. Met name voor de Clostridium-species moet er erg veel voor worden ingezet (zie bijlage 1.4). De incubatietijd voor deze determinatie is 24 tot 48 uur, terwijl dit voor de API® 20 A 24 uur is en voor de RapID( ANA II zelfs vier tot zes uur. Na de incubatietijd moet alles worden afgelezen en vervolgens worden vergeleken met een tabel (zie bijlage 1.1 t/m 1.4). Het kost veel tijd en moeite om de juiste bacterie met dezelfde eigenschappen als de resultaten eruit te pikken. 

Hoewel de API® 20 A makkelijk te gebruiken is, is de suiker fermentatie moeilijk te interpreteren. Het is moeilijk te zien wanneer een reactie positief of negatief verlopen is. Het resultaat van de strip wordt ingevoerd in een database in de computer met als gevolg een identificatie van de stam. De identificatie is een stuk gemakkelijker dan bij de in-house methode. 

De RapID( ANA II is het makkelijkst in gebruik. Het is erg makkelijk is te zetten en de incubatietijd is zeer kort. Ook het aflezen is makkelijk, er zijn duidelijk verschillen te zien tussen positieve en negatieve reacties. Daarentegen heeft dit systeem het laagste percentage waarmee de identificatie tot op het species niveau juist is.

De genotypische determinatie is in vergelijking tot de biochemische systemen erg specifiek, wel vergt deze determinatie de meeste tijd. De tijd die nodig is voor deze determinatie ligt tussen de twee à drie dagen. Het verschil met de in-house biochemische methode is dat een analist er twee dagen fulltime mee bezig is. Bij de in-house biochemische methode is dit niet zo, de tijd zit hier in de groeisnelheid van het isolaat.
De percentages komen overeen met wat er de laatste paar jaren in de literatuur is vermeld over het determineren van anaëroben met deze biochemische systemen. [2,4] 

De eindconclusie is dat er geen beter determinatiesysteem is voor het identificeren van anaërobe bacteriën. Er zijn veel verschillen in resultaten tussen de biochemische systemen. De in-house methode identificeert de meeste bacteriën tot op het genus én species niveau en heeft het laagste percentage incorrecte identificaties. Met betrekking tot de genotypische determinatie wordt het eerste gedeelte, van 0 tot 500 bp, van het 16S rRNA gen niet geamplificeerd, wat misschien van invloed kan zijn op de determinatie.

Bij het optimaliseren van de 16S rRNA PCR kwam de primerset 8F en 1505R er het beste uit. Bij de andere twee primersets leek het erop dat de primers aspecifiek hechtten aan het DNA, omdat op de gel steeds bandjes met verschillende groottes werden gevonden, zowel bij verschillende annealingstemperaturen als primerconcentraties. Verwacht werd dat primerset 27F met p13b een product zou vormen van ongeveer 1350 bp en de primerset 27F met 787R een product van ongeveer 750 bp. De wisselende resultaten konden mogelijk verklaard worden door een lage DNA concentratie, want na doormeten van de monsters, bleek deze laag te zijn. Na een nieuwe DNA isolatie en gebruik van de primerset 8F en 1505R, volgens de condities zoals deze beschreven werden in de publicatie, was de amplificatie optimaal. Wanneer verschillend DNA van eerder geïsoleerde stammen werd gebruikt was de amplificatie per stam verschillend, ondanks een gelijke input van DNA. Dit verschil kan mogelijk verklaart worden door aanwezigheid van sequentie variatie in de primer annealingsplaats of door een verschil in het aantal kopieën van 16S genen dat het chromosomaal DNA bevat. Het aantal kopieën kan in species variëren van één tot 12. [11] Hoewel het de vraag is of dit laatste in de amplificatie meetbaar is. Daarnaast kan de kwaliteit en de concentratie van het DNA een rol spelen, de extractie datum varieerde van 2002-2007 en de mate van invriezen en ontdooien, waardoor de kwaliteit achteruit kan gaan, was niet bekend. De PCR leek optimaal te zijn bij een input van het DNA bij een concentratie van 25 ng/ul. 

Bij het sequencen van PCR-producten was het opmerkelijk dat de pieken op het elektroferogram snel afliepen. De verwachting was dat na het zuiveren van het PCR-product langere en hogere pieken te zien waren, omdat storingen van eventuele PCR-componenten verwijderd zouden worden. Maar op het elektroferogram was er geen verschil te zien in hoogte en lengte van de pieken tussen gezuiverde en niet-gezuiverde PCR-producten. Een mogelijke verklaring hiervoor is dat de reactie hooguit een bereik van 450 bp kan halen.

Met analyse van het ‘hele’ 16S rRNA gen was het mogelijk om stammen, welke eerst tot het genus niveau werden gedetermineerd, tot op het species niveau te determineren. Vooral determinatie van positieve kokken was beter, omdat de variabele regio’s rond de 0 tot 500 bp liggen in het 16S rRNA gen (zie ook bijlage 2). Dit gedeelte werd met de ‘oude PCR-methode’ niet geamplificeerd. Wel is te zien in de bijlage dat de variatie tussen Stafylokokken-species nihil is. S.capitis en S.caprae kunnen bijvoorbeeld mogelijk niet onderscheiden worden, omdat er maar één bp verschil is in het hele 16S gen. Tussen Streptokokken-species zijn daarentegen veel meer verschillen in bp in het 16S gen. Als voorbeeld zijn er tussen de species S.infantis en S.mitis, wel 12 bp verschillend. De kans om met de nieuwe 16S analyse Streptokokken te onderscheiden zal groter zijn dan bij de analyse van de Stafylokokken.

De determinatie met betrekking tot de anaëroben is gelijk gebleven met beide analyses. Dit komt doordat de variabele regio’s bij deze groep rond de 500 tot 1500 bp liggen in het 16S rRNA gen. Deze gedeeltes worden met de ‘oude- en nieuwe PCR-methode’ beide geamplificeerd. 

De groep non-fermenters is met de nieuwe 16S analyse niet grondig onderzocht. Of deze groep ook goed gedetermineerd kan worden met de nieuwe 16S analyse zal onderzocht moeten worden. Daarnaast zouden er meer positieve kokken op de nieuwe 16S analyse moeten worden uitgetest aangezien er ca. 16 stammen zijn getest.

De eindconclusie is dat amplificatie van het hele 16S gen is gelukt met de primers 8F en 1505R. Hierdoor is er een grotere DNA sequentie met mogelijk meer variatie geamplificeerd, waardoor er meerdere soorten species kunnen worden gedetermineerd. Verder is gebleken dat waarschijnlijk de extractiemethode van het monster van invloed kan zijn op de PCR.
Literatuur

Artikelen

1.
Boom R., Sol C.J., Salimans M.M., Jansen C.L., Wertheim-van Dillen P.M., van der Noordaa J.,  
Rapid and Simple Method for Purification of Nucleic Acids, Journal of Clinical Microbiology, 
1990, Vol. 28, no. 3, p. 495-503
2.
Karachewski N.O., Busch E.L., Wells C.L., Comparison of PRAS II, RapID ANA, and 
API 20 A 
Systems for identification of anaerobic bacteria, Journal of Clinical Microbiology, januari 
1985, p. 122-126

3.
Marler L.M., Siders J.A., Wolters L.C., Pettigrew Y., Skitt B.L., Allen S.D., Evaluation of the new RapID ANA II System for the identification of clinical anaerobic isolates, Journal of 
Clinical Microbiology, mei 1991, p. 874-878

4.
Summanen P., Jousimies-Somer H., Comparative evaluation of RapID ANA and API 20 A 
for identification of anaerobic bacteria, European Journal of Clinical Microbiology & 
Infectious 
Diseases, december 1988, p. 771-775

5.
Zhan G., Tseng C., Pei Z., Blaser M.J., Molecular analysis of human forearm superficial 
skin bacterial biota, Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of 
America, februari 2007, no. 8, p. 2927-2932

Boeken

6.
Brown T.A., Genetics, A molecular approach, 3e druk, BIOS Scientific Publisher, 
New 
York
2004
7.
Dodds T.C., Gillies R.R., Bacteriologie illustrated, 1e druk, E. & S. Livingstone LTD, 
Edinburgh/ London 1965

8.
Knecht N.M., Doornbos L., Bacteriologie voor het laboratorium en kliniek 1, 1e druk, Elsevier, Amsterdam/Brussel 1983

9.
Murray P.R, Baron E.J., Pfaller M.A., Tenover F.C., Yolken R.H., Manual of clinical 
microbiology, 7e druk, ASM Press, Washington D.C. 1999

10.
Mutsaers J.A.E.M, Jansen C.L., Knecht N.M., Doornbos L., Bacteriologie voor het 
laboratorium en kliniek 2, 4e druk, Bohn Stafleu van Loghum, Houten/Diegem 
2001

11.
Persing D.H., Tenover F.C., Versalovic J., Tang Y., Unger E.R., Relman D.A., White 
T.J., 
Molecular microbiology, diagnostic principles and practice, p. 361-377, ASM Press, 
Washington, DC, 2004





Internetpagina’s

12.
http://borg.med.ecu.edu/~webpage/about.html
13.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mmed.section.1197
14.
http://nl.wikipedia.org/wiki/Clostridium
15.
www.vgk-online.com/VGK/cgibin/forum/index.php?act=Attach&type=post&id=248
16.
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Bifidobacterium
17.
http://www.dk.cvz.nl/testbeschrijvingen/P/propionibacterium.asp
18.
https://apiweb.biomerieux.com/servlet/Authenticate?action=prepareLogin
19.
bass.bio.uci.edu/.../lecture22/lecture3_2.html
Handleiding

20.
Anoxomat Mark II System, User manual CD-rom, november 2005

21.
bioMérieux® SA, API® 20 A, referentie nummer 20 300, februari 2006

22.
Remel RapID™ ANA II system, referentie nummer 8311002, december 2004

Bijlagen

Bijlage 1: Protocollen

1.1 Determinatieschema anaërobe kokken

	

ANAËROBE KOKKEN

	
	Rifampicine
	Penicilline
	Kanamycine
	Vancomycine
	novobiocine
	indol
	Gelatine
	Aesculine
	Glucose
	Lactose
	Maltose
	Sucrose
	Nitraat
	Katalase
	sps

	GRAMPOSITIEF

	Peptostreptococcus asaccharolyticus
	+
	+
	+
	+
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0+
	0

	Peptostreptococcus magnus *
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	d
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0+
	0

	Peptostreptococcus prevotii **
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0+
	0+
	0

	Peptococcus saccharolyticus
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	0+
	0
	+0
	0
	0
	0
	+0
	+0
	0

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Peptostreptococcus anaerobius
	+
	+
	0+
	+
	+
	0
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0+
	0
	+

	Peptostreptococcus productus
	+
	+
	0+
	+
	+
	0
	0
	+
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	0

	Peptostreptococcus micros
	+
	+
	0+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Atopobium parvulum
	+
	+
	0+
	+
	+
	0
	+
	+0
	+
	+
	+0
	0
	0
	0
	0

	GRAMNEGATIEF

	Veillonella parvula
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	d
	0

	Acidaminococcus fermentans
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Megasphaera elsdenii
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0


* Grote Grampositieve kokken in tros

** Kleine Grampositieve kokken
1.2 Determinatieschema anaërobe gramnegatieve staven uit de B.fragilis groep

	
ANAËROBE GRAMNEGATIEVE STAVEN UIT DE BACTEROIDES FRAGILIS GROEP

	
	Rifampicine
	Galgevoeligheid
	Penicilline
	Kanamycine
	Vancomycine
	Novobiocine
	Indol
	Gelatine
	Aesculine
	Glucose
	Lactose
	Sucrose
	Rhamnose
	Trealose
	Mannitol
	Xylose
	Salicine
	Katalase

	B.fragilis
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	d
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	+0
	0
	+0

	B.vulgatus
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	d
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	+
	0+
	0

	B.distasonis
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	+0
	+
	+
	+
	+
	+0
	+
	0
	+
	+
	+0

	B.thetaiotaomicron
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	d
	+
	+
	+
	+
	+
	+0
	0
	+
	d
	+

	B.ovatus
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0

	B.uniformis
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	d
	+
	+
	+
	+
	0
	+
	0
	+
	+0
	0+

	B.variabilis
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	+
	d
	d

	B.eggerthii
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	+0
	+
	+
	+
	0
	+
	0
	0
	+
	0
	0

	B.splanchnicus
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	+0
	+
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	d
	0
	0

	Gal + = gal niet geremd of zelfs gestimuleerd

	Opme: niet alle Bacteriodes fragilis en zijn groep zijn penicilline ongevoelig; wel meer dan 90 %


	ANAËROBE GRAMNEGATIEVE STAVEN UIT DE GALGEVOELIGE BACTEROIDES GROEP

	
	Rifampicine
	Galgevoeligheid
	Penicilline
	Kanamycine
	Vancomycine
	Novobiocine
	Indol
	Gelatine
	Aesculine
	Glucose
	Lactose
	Sucrose
	Rhamnose
	Trehalose
	mannitol
	Xylose
	Salicine
	Katalase
	Pigment
	Ureum

	Prevotella intermedia
	+
	0
	+01
	0
	0
	0
	+
	+
	0
	+
	0+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	0

	P.melaninogenica
	+
	0
	+01
	0
	0
	0
	0
	+
	+0
	+
	+
	+
	0+
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	0

	P.bivia
	+
	0
	+02
	0
	0
	0
	0
	+
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	P.disiens
	+
	0
	+02
	0
	0
	0
	0
	+
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	P.oralis
	+
	0
	+02
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	+
	+
	+
	d
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Bacteroides melanogenicus  levii
	+
	0
	+01
	0
	0
	0
	0
	+
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	0

	B.ureolyticus (corrodens)
	+0
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	+

	B.putredinis
	+
	0
	+
	+
	0
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	B.capillosus
	+
	0
	+02
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	0
	0
	d
	d
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	B.ruminicola
	+
	0
	+02
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	0
	0
	+
	+
	0
	0
	0

	Porphyromonas asaccharolyticus
	+
	0
	+
	0
	0
	0
	+0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	0

	Tissierella praeacuta
	+
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	Gal 0 = groei door gal geremd

	01 : ± 30 % van de stammen ongevoelig voor penicilline 
beide meestal door ß0lactamase vorming

02 : ± 50 % van de stammen ongevoelig voor penicilline


1.3 Determinatieschema anaërobe fusiforme gramnegatieve staven

	
ANAËROBE FUSIFORME GRAMNEGATIEVE STAVEN

	
	Rifampicine
	Gal gevoeligheid
	Penicilline
	Kanamycine
	Vanvomycine
	Novobiocine
	Indol
	Gelatine
	Aesculine
	Glucose
	Lactose
	Rhamnose
	Trehalose
	Mannitol
	Xylose
	Fructose
	Galactose
	Katalase

	F.necrophorum
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	F.naviforme
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	F.nucleatum
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	F.gonidiaformans
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	F.varium
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	+0
	0
	0
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	0

	F.russii
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	F.mortiferum
	0+
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	0
	0
	0
	0
	0
	+
	+
	0

	N.B.
1 F. mortiferum en F. varium vaak Rifampicine 0; overige meestel Rifampicine +


2 Sommige Fusobacteriën worden niet door gal geremd m.n. F.mortiferum en F.varium ; overige meestal wel geremd.


3 Niet alle Fusobacteriën zijn penicilline gevoelig.

4 Indien met dit schema niet te determineren, dan uitslaan als Fusobacterium-species.


1.4 Determinatieschema anaërobe grampositieve staven 

	
	Glucose
	Mannitol
	Lactose
	Sucrose
	maltose
	Salicine
	Indol
	Nitraat
	lakmoes
	ureum
	Aesculine
	Haemolyse
	Aërobe groei
	gelatine
	Eiwitvervloeing
	Lecithinase 
	Lipase
	Zetmeel
	Beweeglijkheid
	Sporen
	H2s
	Pathogeniteit

	C.tetani
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	d
	-
	d
	
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	d
	+
	RT
	-
	+

	C.leptoputrescens
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	D
	
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	RT
	
	-

	C.subterminale
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	D
	
	-
	d
	-
	+
	
	-
	-
	+
	+
	OST
	
	-

	C.cochlearium
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OT
	+
	-

	C.histolyticum
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	DG
	
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	OST
	3+
	+

	C.butyricum
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	ACG
	
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OST
	
	-

	C.tertium
	+
	+
	+
	+
	+
	d
	d
	-
	A
	
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OT
	
	-

	C.difficile
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OST
	d
	+

	C.innocuum
	+
	+
	-
	d
	d
	+
	-
	-
	A
	
	+
	d
	-
	-
	
	-
	-
	-
	-
	OT
	
	-

	C.sphenoides
	+
	d
	+
	d
	+
	d
	+
	d
	A
	
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	RT
	
	-

	C.multifermentans
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	d
	ACG
	
	
	d
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OST
	
	-

	C.paraputrificum
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	d
	AC
	
	+
	d
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OT
	
	-

	C.carnis
	+
	-
	+
	+
	d
	+
	-
	-
	A
	
	+
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	OST
	
	+

	C.perfringens
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	ACG
	
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	OST
	2+
	+

	C.aerofoetidium
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	ACD
	
	
	-
	-
	+
	L
	-
	-
	+
	+
	OST
	+
	

	C.septicum
	+
	-
	+
	-
	+
	d
	-
	d
	A
	
	+
	+
	-
	+
	-
	-
	-
	-
	+
	OST
	+
	-

	C.sporogenes
	+
	-
	-
	d
	+
	d
	-
	d
	DG
	
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	OST
	3+
	-

	C.botulinum ABF
	+
	-
	-
	d
	+
	d
	-
	-
	D
	
	+
	+
	-
	+
	-
	L
	+
	+
	+
	OST
	3+
	+

	C.botulinum BCDEF
	+
	-
	-
	d
	d
	d
	-
	-
	A
	
	-
	+
	-
	+
	-
	L
	d
	-
	+
	OST
	2+
	+

	C.sordellii
	+
	-
	-
	d
	+
	d
	+
	-
	D
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	OST
	3+
	+

	C.novyi A
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	d
	AC
	
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	OST
	+
	+

	C.novyi B
	+
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	+
	d
	
	-
	+
	-
	+
	-
	+
	-
	-
	+
	OST
	+
	+

	C.capitovale
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	AC
	
	
	d
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	OT
	
	-

	C.bifermentans
	+
	-
	-
	-
	+
	d
	+
	-
	D
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	OST
	3+
	-

	A = zuur(=geel)
D = peptonisatie
O = ovaal

T  = terminaal
d = different

C = stolsel

G = gas

R = rond

ST = subterminaal
L = langzaam


1.5 In-house methode

1.5.1 Het grampreparaat

Om te bepalen of de gegroeide bacterie grampositief of gramnegatief is en wat de vorm van de bacterie is moet allereerst een gramkleuring worden uitgevoerd. Maak een preparaat van één druppel PBS vermengt met één bacteriekolonie. Laat dit aan de lucht drogen en haal hierna het preparaat drie keer door de blauwe vlam van de brander heen. Hierna moet het preparaat in de kleurmachine worden geplaatst. Beoordeel de gekleurde preparaten, na ze te hebben drooggedept, onder een lichtmicroscoop op kleur, vorm en ligging van de bacteriën. Anaërobe bacteriën zijn over het algemeen zeer klein, hierdoor is soms het verschil niet goed te zien tussen een coccoide staaf en een gewone staaf.

1.5.2 Indol test

Haal met behulp van een öse een paar kolonies van de bloedplaat af en suspendeer deze in een WGX 1 buis. Incubeer de buis 24 tot 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 ˚C, afhankelijk van de soort bacterie waar je mee te maken hebt (langzame of snelle groeiers). Voeg na de incubatie enkele druppels Kovačs reagens toe en beoordeel de beënte buizen. Bij het beoordelen moet worden gelet op de verkleuring van het Kovačs reagens. Wel verkleuring van het reagens (rood) betekent een positieve reactie en geen verkleuring van het reagens (geel) betekent een negatieve reactie. Als positieve controle dient een  H.influenzae een biotype V meegenomen te worden en als negatieve controle een H.influenzae een biotype III.

1.5.3 Gelatinebuis

Beënt de gelatinebuis met een kolonie van de te testen stam met behulp van een steeköse. Incubeer de buis 24 tot 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 ˚C, afhankelijk van de soort bacterie waar je mee te maken hebt. Let erop dat er ook altijd een positieve en een negatieve controle wordt meegenomen. Als positieve controle dient een S.aureus gebruikt te worden en als negatieve controle een E.coli. Om af te lezen wordt eerst de buis gedurende twee uur in de koelkast geplaatst. Lees vervolgens af door de buis te kantelen en te vergelijken met de positieve en negatieve controle. Positief is als het medium, na koeling vloeibaar blijft, negatief is als het medium na koeling gestold is. 

1.5.4 Nitraatreductie/gas uit nitraat

In de nitraatbuis zit een klein Durhambuisje voor de gasvorming. Let op dat bij de onbeënte buis geen luchtbellen zitten, ook geen klein belletje. Beënt de nitraatbuis met een kolonie van de te testen stam en incubeer 24 tot 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 ˚C, afhankelijk van de soort bacterie waar je mee te maken hebt. Als nitraatpositieve controle dient een E.coli gebruikt te worden en als nitraatnegatieve controle dient een Acinetobacter-species gebruikt te worden. Inspecteer bij het aflezen als eerste de buis op eventuele gasvorming, een kleine luchtbel is ook al voldoende. Positief is als er gas aanwezig is in het Durhambuisje, negatief als er geen gas aanwezig is in het Durhambuisje. Is er gas gevormd, voeg dan 10 druppels Griess-IIosvay’s toe. Lees de reactie zo snel mogelijk af. Ontstaat er binnen twee minuten geen rode kleur, voeg dan onmiddellijk een kleine hoeveelheid zinkpoeder toe. Positief is als binnen twee minuten na toevoeging van het Griess-IIosvay’s een rode kleur ontstaat, of als binnen 10 minuten na het toevoegen van zinkpoeder het medium niet van kleur verandert. Negatief is als na toevoeging van Griess-IIosvay’s geen rode kleur ontstaat en na toevoeging van zinkpoeder binnen 10 minuten wel een rode kleur ontstaat. 

1.5.5 Kligler buis

Pak voor de bepaling van glucose, lactose, gas en H2S een Kligler buis. Pak met een steeköse een aantal kolonies van de bloedplaat en ent eerst het diepe gedeelte van de buis met behulp van een steek. Let hierbij op dat er geen lucht in dit gedeelte van de buis komt. Ent met dezelfde öse het schuine opperblak door met de öse heen en weer te gaan over het oppervlak. Plaats de dop terug op de buis en zorg ervoor dat deze niet te vast wordt aangedrukt. Incubeer de buis 18 tot 24 uur in aan anaëroob milieu bij 37 °C. Bij het aflezen kan de buis dus beoordeeld worden op vier testen. Glucose-positief is als de onderkant van de buis is omgeslagen van rood naar geel. Lactose-positief is als de hele buis is omgeslagen van rood naar geel. H2S-positief is als er een zwarte neerslag te zien is. Als er gasbellen of scheuren in het medium te zien zijn, kan betekent dat er ook gasvorming plaats heeft gevonden. Negatief is als bovenstaande veranderingen niet te zien zijn in de buis. 

1.5.6 Ureumbuis

Tik met een steeköse een aantal kolonies van de bloedplaat aan en steek de öse in de ureumbuis. Incubeer de ureumbuis 24 tot 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 °C. Lees na de incubatie de buis af. Positief is als de buis roze-rood is geworden, negatief is als de buis geen kleuromslag laat zien na de incubatie. 

1.5.7 Lakmoes

Ent een kolonie van de te testen stam in het vloeibare lakmoes medium en incubeer vervolgens 24 tot 48 uur anaëroob bij 37 °C. Als positieve controle kan een C.perfringens meegenomen worden en als negatieve controle kan een C.difficile meegenomen worden. Let bij het aflezen op meerdere dingen. De bacterie is lactose-positief als de kleur omgeslagen is van blauw/paars naar geel. Er is coagulatie van melk als het medium vast is of klonten bevat. Als er scheuren of bellen in het gecoaguleerde medium zitten is er ook gas gevormd. En als er geen veranderingen aan het medium hebben plaatsgevonden, beschouw het lakmoesmedium dan als negatief. 

1.5.8 Eiwitvervloeiing

Pak voor deze test een Loeffler agar en ent de agar met een kolonie van de te testen stam met behulp van een öse. Incubeer de agar 24 tot 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 °C. Neem als positieve controle een C.histoliticum mee en als negatieve controle een C.difficile. Lees na de incubatie de agar af, positief is als er erosie van het oppervlak plaatsvindt of het medium vervloeit. Negatief is als er geen erosie of vervloeiing plaatsvindt. 

1.5.9 Lechitinase en Lipase

Besmeer een eiplaat voor de helft met anti-toxine, geef aan welke helft van de plaat met anti-toxine besmeerd is en welke helft niet. Plaats na het aanbrengen van anti-toxine de plaat voor een uurtje in de 37 °C -stoof om de plaat te laten drogen. Ent vervolgens de te testen stam in een rechte streep vanaf de niet met toxine besmeerde helft, naar de met toxine besmeerde helft. Incubeer de plaat 24 tot 48 uur anaëroob bij 37 °C. In geval van twijfel neem je een positieve- en negatieve controle mee. Als positieve controle kan een C.botulinum gebruikt worden en als negatieve controle een C.difficile. 

Beoordeling op lechitinase: positief is als er duidelijk verschil is te zien tussen de met anti-toxine besmeerde kant en de kant zonder anti-toxine. Op de kant zonder anti-toxine moet een duidelijk witte zone te zien zijn, op de kant met anti-toxine moet er een duidelijke remming zijn van de werking van het lechintinase. Negatief is als er geen verschil is te zien tussen de twee helften. 

Beoordeling op lipase: positief is als er een parelmoerglans te zien is op de kolonies. Negatief is als er geen parelmoerglans op de kolonies aanwezig is. 

1.5.10 Aesculine en Galgevoeligheid

Maak een reinkweek van de te testen bacterie op een bloedplaat. Leg een Oxgall pilletje met behulp van een steriele pincent tussen de eerste en tweede entstreep en leg het Aesculine pilletje in de eerste entstreep. Incubeer gedurende 24 tot 48 uur anaëroob bij 37 °C. Voor de Aesculine test dient een K.oxytoca als positieve controle gebruikt te worden en als negatieve controle een P.mirabilis. Voor de galgevoeligheid dient een B.fragilis als positieve controle gebruikt te worden en als negatieve controle een Prevotella-species. Neem deze controles alleen mee in geval van probleemstammen of dubieuze testresultaten. 

Beoordeling op Aesculine: positief is als er een grijs/zwarte kleur rondom de pil op de plaat is gevormd. Negatief is als de pil wit is gebleven en de kolonies rondom de pil niet van kleur zijn veranderd. 

Beoordeling op galgevoeligheid: positief is als er in de hemolytische zone groei is, negatief is als er in de hemolytische zone geen groei is. 

1.5.11 Anaërobe determinatie en resistentie

Tik met een steriele wattenstok een aantal kolonies aan en ent deze op een nieuwe bloedplaat op de vierkwadrantsmethode. Leg de pillen met behulp van een Oxoid-stempel met een an-ident disks op de plaat. Incubeer de plaat 24 tot 48 uur in een anaërobe pot bij 37 °C. Doe dit precies hetzelfde op een nieuwe bloedplaat maar dan met een Oxoid-stempel voor de anaëroben resistentie. Voor fusiforme gramnegatieve staven dient de gevoeligheidsbepaling op twee bloedplaten gedaan te worden. 

1.5.12 Suikeromzetting op platen

Haal met een steriele wattenstok een aantal kolonies van de bloedplaat en ent deze op de vierkwadrantsmethode op een suikerplaat (roze). Verdeel vervolgens de plaat in een aantal segmenten door met een steriele snij-öse, agar weg te halen. De hoeveelheid segmenten hangt af van de hoeveelheid suikerpillen die er worden getest (maximaal vier suikerpillen op één plaat). Leg daarna met een steriele pincet de te testen suikerpillen op de segmenten, zorg ervoor dat er altijd een segment zonder suikerpil wordt meegenomen als negatieve controle. Incubeer de platen 48 uur in een anaëroob milieu bij 37 °C. Druppel, indien noodzakelijk (geen zichtbare omzetting/groeistimulatie), met een plastic pasteurs pipet een druppel fenolrood op de suikerpillen. Positief is als er groei is t.o.v. het controle segment en/of gele verkleuring rondom de suikerpil. Negatief is als er geen groeistimulatie en geen verkleuring van de plaats rondom de suikerpil is; ook niet na het toevoegen van fenolrood.
1.6. PCR-mix [5]
	
	1x mix (µl)
	Eindhoeveelheid

voor 1x mix
	Eindconcentratie

	Aqua dest
	20.5
	n.v.t.
	n.v.t.

	10x PCR II buffer
	5
	n.v.t.
	n.v.t

	BSA (50 mg/µl)
	1
	50 mg
	0.1 mg/µl

	MgCl2 (25 mM)
	5
	125 nmol
	2.5 mM

	dUTP 

(1.25 mM/2.5 mM)
	8
	1. dNTP: 10 nmol

dUTP: 20nmol
	200 µM : 400 µM

	8F (100 ng/µl)
	2
	200 ng
	0.4 µM

	1505R (100 ng/µl)
	2
	200 ng
	0.4 µM

	UNG (1 U/µl)
	0.5
	0.5 U
	0.01 U/µl

	Amplitaq (5 U/µl)
	0.1
	0.5 U
	0.1 U/µl

	
	
	
	

	mixvolume
	45

	
	

	DNA
	5

	
	

	eindvolume
	50


Bijlage 2: 16S sequentie analyse Streptokokken en Stafylokokken

2.1 Stafylokokken

2.1.1 Sequenties van het 16S gen van Stafylokokken-species
S.capitis            GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCT 60

S.caprae             GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCT 60

S.epidermis          GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCT 60

S.aureus             GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACGGACGAGAAGCTTGCT 60

S.warneri            GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCT 60

S.pasteuri           GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCT 60

S.hominis            GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGACGAGGAGCTTGCT 60

S.saprophyticus      GATGAACGCAGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACAGATAAGGAGCTTGCT 60

S.capitis            CCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.caprae             CCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.epidermis          CCTCTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.aureus             TCTCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.warneri            CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.pasteuri           CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGATAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.hominis            CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.saprophyticus      CCTTTGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTACCTATAAGACTGGG 120

S.capitis            ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATGTTGAACCGCATGGTTCAACAGT 180

S.caprae             ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATGTTGAACCGCATGGTTCAACAGT 180

S.epidermis          ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATATTGAACCGCATGGTTCAATAGT 180

S.aureus             ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTTGAACCGCATGGTTCAAAAGT 180

S.warneri            ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATATTGAACCGCATGGTTCAATAGT 180

S.pasteuri           ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAAGATTTTGAACCGCATGGTTCAATAGT 180

S.hominis            ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAATATTTCGAACCGCATGGTTCGATAGT 180

S.saprophyticus      ATAACTTCGGGAAACCGGAGCTAATACCGGATAACATTTGGACCCGCATGGTTCTAAAGT 180

S.capitis            GAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.caprae             GAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.epidermis          GAAAGACGGTTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGCATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.aureus             GAAAGACGGTCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCTGCATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.warneri            GAAAGGCGGCTTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.pasteuri           GAAAGACGGCCTTGCTGTCACTTATAGATGGATCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.hominis            GAAAGATGGCTTTGCTATCACTTATAGATGGACCTGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.saprophyticus      GAAAGATGGTTTTGCTATCACTTATAGATGGACCCGCGCCGTATTAGCTAGTTGGTAAGG 240

S.capitis            TAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.caprae             TAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.epidermis          TAACGGCTTACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.aureus             TAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.warneri            TAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.pasteuri           TAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.hominis            TAACGGCTTACCAAGGCAACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.saprophyticus      TAACGGCTTACCAAGGCGACGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGA 300

S.capitis            ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.caprae             ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.epidermis          ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.aureus             ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.warneri            ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.pasteuri           ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.hominis            ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.saprophyticus      ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCG 360

S.capitis            AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.caprae             AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.epidermis          AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.aureus             AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.warneri            AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.pasteuri           AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.hominis            AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTT 420

S.saprophyticus      AAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTT 420

S.capitis            ATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.caprae             ATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.epidermis          ATTAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTATGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.aureus             ATTAGGGAAGAACATATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.warneri            ATCAGGGAAGAACAAATGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAG 480

S.pasteuri           ATCAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTGATCAGAAAG 480

S.hominis            ATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.saprophyticus      ATTAGGGAAGAACAAACGTGTAAGTAACTGTGCACGTCTTGACGGTACCTAATCAGAAAG 480

S.capitis            CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.caprae             CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.epidermis          CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.aureus             CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.warneri            CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.pasteuri           CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.hominis            CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.saprophyticus      CCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAA 540

S.capitis            TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.caprae             TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.epidermis          TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.aureus             TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.warneri            TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.pasteuri           TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.hominis            TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.saprophyticus      TTATTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTC 600

S.capitis            AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.caprae             AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.epidermis          AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.aureus             AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.warneri            AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.pasteuri           AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.hominis            AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.saprophyticus      AACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCC 660

S.capitis            ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.caprae             ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.epidermis          ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.aureus             ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.warneri            ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.pasteuri           ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.hominis            ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.saprophyticus      ATGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCT 720

S.capitis            GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.caprae             GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.epidermis          GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.aureus             GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.warneri            GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.pasteuri           GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.hominis            GGTCTCTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.saprophyticus      GGTCTGTAACTGACGCTGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGG 780

S.capitis            TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.caprae             TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.epidermis          TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.aureus             TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.warneri            TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.pasteuri           TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.hominis            TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.saprophyticus      TAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGC 840

S.capitis            AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.caprae             AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.epidermis          AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.aureus             AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.warneri            AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.pasteuri           AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.hominis            AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.saprophyticus      AGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAA 900

S.capitis            TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.caprae             TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.epidermis          TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.aureus             TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.warneri            TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.pasteuri           TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.hominis            TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.saprophyticus      TTGACGGGGACCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC 960

S.capitis            CTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.caprae             CTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.epidermis          CTTACCAAATCTTGACATCCTCTGACCCCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.aureus             CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.warneri            CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.pasteuri           CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.hominis            CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGACCCTTCTAGAGATAGAAGTTTCC--TTCGGGGGAC 1018

S.saprophyticus      CTTACCAAATCTTGACATCCTTTGAAAACTCTAGAGATAGAGCCTTCCCCTTCGGGGGAC 1020

S.capitis            AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.caprae             AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.epidermis          AGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.aureus             AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.warneri            AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.pasteuri           AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.hominis            AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1078

S.saprophyticus      AAAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC 1080

S.capitis            CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.caprae             CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.epidermis          CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.aureus             CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.warneri            CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.pasteuri           CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1140

S.hominis            CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAAGTTGAC 1138

S.saprophyticus      CGCAACGAGCGCAACCCTTAAGCTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGGTTGAC 1140

S.capitis            TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.caprae             TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.epidermis          TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.aureus             TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.warneri            TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.pasteuri           TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.hominis            TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1198

S.saprophyticus      TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGATT 1200

S.capitis            TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGTAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.caprae             TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.epidermis          TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.aureus             TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.warneri            TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.pasteuri           TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCAAGCA 1260

S.hominis            TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTCAAGCA 1258

S.saprophyticus      TGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAATACAAAGGGCAGCTAAACCGCGAGGTCATGCA 1260

S.capitis            AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.caprae             AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.epidermis          AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTATATGAAGCTGG 1320

S.aureus             AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.warneri            AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.pasteuri           AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.hominis            AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1318

S.saprophyticus      AATCCCATAAAGTTGTTCTCAGTTCGGATTGTAGTCTGCAACTCGACTACATGAAGCTGG 1320

S.capitis            AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1376

S.caprae             AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1376

S.epidermis          AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1376

S.aureus             AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTATTGTA---- 1376

S.warneri            AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1376

S.pasteuri           AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1376

S.hominis            AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTA---- 1374

S.saprophyticus      AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGCATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGTCTTGTAAAAA 1380

S.capitis            CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTT- 1435

S.caprae             CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTT- 1435

S.epidermis          CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTT- 1435

S.aureus             CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCTTTTA 1436

S.warneri            CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTA 1436

S.pasteuri           CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTA 1436

S.hominis            CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTT- 1433

S.saprophyticus      CACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGAGTAACCATTTA 1440

S.capitis            -GGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1473

S.caprae             -GGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1473

S.epidermis          -GGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1473

S.aureus             -GGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1474

S.warneri            TGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1475

S.pasteuri           TGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1475

S.hominis            -GGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1471

S.saprophyticus      TGGAGCTAGCCGTCGAAGGTGGGACAAATGATTGGGGTG 1479

2.2 Streptokokken

2.2.1 Sequenties van het 16S rRNA gen van Streptokokken-species

S.infantarius       GACTAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAAACT----TTAGCT 56

S.macedonicus       GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGACT----TTAGCT 56

S.gallinaceus       GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGCTT----GGTGCT 56

S.suis              GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGTCT----GGTGCT 56

S.gordonii          GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCACAGTTTATACCGTAGCT 60

S.intermedius       GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCACAGGATGCACCGTAGTT 60

S.mitis             GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG-GA----GGAGCT 55

S.infantis          GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG-GA----GGAGCT 55

S.suiguis           GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGA----GGAGCT 56

S.uberis            GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAGGACT----GGTGCT 56

S.dysgalactiae      GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAGGACT----GGTGCT 56

S.infantarius       TGCTAAAGTTTGAA----GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTACT 112

S.macedonicus       TGCTAGAGTTGGAA----GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTATT 112

S.gallinaceus       TGCACCGAGCGGAT----GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 112

S.suis              TGCACTAGACGGAT----GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTCAT 112

S.gordonii          TGCTACACCATAGACTGTGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 120

S.intermedius       TACTACACCGTATTCTGTGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 120

S.mitis             TGCTTCTCC--GGA---TGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 110

S.infantis          TGCTCTTCT--GGA---TGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 110

S.suiguis           TGCTCTTCTT-GGA---TGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGT 112

S.uberis            -GCACTGTCCTAAA---GGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAGGTAACCGCAT 112

S.dysgalactiae      TGCACCGGTCCAAG----GAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTACCTCAT 112

S.infantarius       AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAGCATTTAACCCATGTT 172

S.macedonicus       AGTGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATAGTGTTTAACACATGTT 172

S.gallinaceus       AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAGCAGCCGACACATGTT 172

S.suis              AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAGTATTTACCGCATGGT 172

S.gordonii          AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAATATTAATTATTGCATGAT 180

S.intermedius       AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAGAACATTTACTGCATGGT 180

S.mitis             AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAGAGTAGATGTTGCATGAC 170

S.infantis          AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAGTAGATATCGCATGAT 170

S.suiguis           AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAAAATTGATTATTGCATGAT 172

S.uberis            AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATGACAATAGTTACACCATGTA 172

S.dysgalactiae      AGCGGGGGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATGACAATGGAGGACCCATGTC 172

S.infantarius       AGATGCTTGAAAGGAGCAATTGCTTCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.macedonicus       AGAGACTTAAAAGATGCAATTGCATCACTAGTAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.gallinaceus       AGCTGTTTGAAAGGAGCAATTGCTTCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.suis              AGATATTTGAAAGGAGCAATTGCTTCACTATGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.gordonii          AATTAATTGAAAGGTGCAATTGCACCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTA 240

S.intermedius       AGATGTTTAAAAGGTGCAAATGCATCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTA 240

S.mitis             ATTTGCTTAAAAGGTGCAATTGCATCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 230

S.infantis          AGCTGCTTGAAAGGTGCAATTGCACCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 230

S.suiguis           AATTAATTGAAAGATGCAATTGCATCACTACCAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.uberis            CCCTATTTAAAAGGGGCAAATGCTTCACTATGAGATGGACCTACGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.dysgalactiae      TTTCATTTGAAAGGTGCAACTGCATCACTATGAGATGGACCTGCGTTGTATTAGCTAGTT 232

S.infantarius       GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.macedonicus       GGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.gallinaceus       GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.suis              GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCTTCGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.gordonii          GGTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 300

S.intermedius       GGTGAGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 300

S.mitis             GGTGGGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 290

S.infantis          GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 290

S.suiguis           GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.uberis            GGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA 292

S.dysgalactiae      GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGAACGGCCA 292

S.infantarius       CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.macedonicus       CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.gallinaceus       CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.suis              CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.gordonii          CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 360

S.intermedius       CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 360

S.mitis             CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 350

S.infantis          CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 350

S.suiguis           CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.uberis            CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.dysgalactiae      CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA 352

S.infantarius       ATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.macedonicus       ATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.gallinaceus       ATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.suis              ATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.gordonii          ATGGACGAAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 420

S.intermedius       ATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 420

S.mitis             ATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 410

S.infantis          ATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 410

S.suiguis           ATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.uberis            ATGGGGGGAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.dysgalactiae      ATGGACGGAAGTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG 412

S.infantarius       CTCTGTTGTAAGAGAAGAATGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGTGACGGTAACTTA 472

S.macedonicus       CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGTGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACAGTGACGGTAACTTA 472

S.gallinaceus       CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGTTGAGTAGAGTGGAAAGTTACTCAAGTGACGGTATCTTA 472

S.suis              CTCTGTTGTAAGAGAAGAACTGTGAGAAGAGTGGAAAGTTTCTCACTTGACGGTATCTTA 472

S.gordonii          CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTATCTTA 480

S.intermedius       CTCTGTTGTTAAGGAAGAACGAGTGTGAGAATGGAAAGTTCATACTGTGACGGTACTTAA 480

S.mitis             CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGAGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTATCTTA 470

S.infantis          CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGAGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTATCTTA 470

S.suiguis           CTCTGTTGTAAGAGAAGAACGGGTGTGAGAGTGGAAAGTTCACACTGTGACGGTATCTTA 472

S.uberis            CTCTGTTGTTAGAGAAGAACGGTAATGGGAGTGGAAAATCCATTACGTGACGGTAACTAA 472

S.dysgalactiae      CTCTGTTGTTAGAGAAGAATGATGGTGGGAGTGGAAAATCCACCATGTGACGGTAACTAA 472

S.infantarius       CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.macedonicus       CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.gallinaceus       CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCAAGCGTT 532

S.suis              CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.gordonii          CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 540

S.intermedius       CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 540

S.mitis             CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 530

S.infantis          CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 530

S.suiguis           CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.uberis            CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.dysgalactiae      CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCGAGCGTT 532

S.infantarius       GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 592

S.macedonicus       GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTAATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 592

S.gallinaceus       GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGTATAAGTCTGAAGTAAAAGGC 592

S.suis              GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTAAAAGGC 592

S.gordonii          GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 600

S.intermedius       GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 600

S.mitis             GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 590

S.infantis          GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 590

S.suiguis           GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 592

S.uberis            GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTGATAAGTCTGAAGTTAAAGGC 592

S.dysgalactiae      GTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTCTTTAAGTCTGAAGTTAAAGGC 592

S.infantarius       AGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAGACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.macedonicus       AGTGGCTTAACCATTGTTCGCTTTGGAAACTGTTAAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.gallinaceus       AGTGGCTTAACCATTGTGTGCTTTGGAAACTGTACAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.suis              TGTGGCTTAACCATAGTACGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.gordonii          TGTGGCTTAACCATAGTACGCTTTGGAAACTGTTTAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 660

S.intermedius       AGTGGCTCAACCATTGTAGGCTTTGGAAACTGTTTAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 660

S.mitis             TGTGGCTTAACCATAGTACGCTTTGGAAACTGTTTAACTTGAGTGCAAGAGGGGAGAGTG 650

S.infantis          TGTGGCTTAACCATAGTACGCTTTGGAAACTGTTTAACTTGAGTGCAAGAGGGGAGAGTG 650

S.suiguis           TGTGGCTTAACCATAGTATGCTTTGGAAACTGTTTAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.uberis            TGTGGCTTAACCATAGTACGCTTTGGAAACTGTCAAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.dysgalactiae      AGTGGCTCAACCACTGTACGCTTTGGAAACTGGAGAACTTGAGTGCAGAAGGGGAGAGTG 652

S.infantarius       GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.macedonicus       GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.gallinaceus       GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.suis              GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.gordonii          GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 720

S.intermedius       GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 720

S.mitis             GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 710

S.infantis          GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 710

S.suiguis           GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.uberis            GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.dysgalactiae      GAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGTGGCGAAAGCG 712

S.infantarius       GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 772

S.macedonicus       GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 772

S.gallinaceus       GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT 772

S.suis              GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT 772

S.gordonii          GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT 780

S.intermedius       GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGAT 780

S.mitis             GCTCTCTGGCTTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 770

S.infantis          GCTCTCTGGCTTGTAACTGACGN-GAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 769

S.suiguis           GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 772

S.uberis            GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 772

S.dysgalactiae      GCTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGAT 772

S.infantarius       ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 832

S.macedonicus       ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 832

S.gallinaceus       ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGTCCTTTCCGGGACTCA 832

S.suis              ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGGTCCTTTCCGGGACTCA 832

S.gordonii          ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 840

S.intermedius       ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGTCCTTTCCGGGACTTA 840

S.mitis             ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGACCCTTTCCGGGGTTTA 830

S.infantis          ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGACCCTTTCCGGGGTTTA 829

S.suiguis           ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 832

S.uberis            ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 832

S.dysgalactiae      ACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTAGGCCCTTTCCGGGGCTTA 832

S.infantarius       GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.macedonicus       GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.gallinaceus       GTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.suis              GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.gordonii          GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 900

S.intermedius       GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 900

S.mitis             GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 890

S.infantis          GTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 889

S.suiguis           GTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.uberis            GTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.dysgalactiae      GTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTC 892

S.infantarius       AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.macedonicus       AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.gallinaceus       AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.suis              AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.gordonii          AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 960

S.intermedius       AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 960

S.mitis             AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 950

S.infantis          AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 949

S.suiguis           AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.uberis            AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAAACC 952

S.dysgalactiae      AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGC 952

S.infantarius       GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTCCTAGAGATAGGAAGTTTCTTCG 1012

S.macedonicus       GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCTATTTCTAGAGATAGAAAGTTTCTTCG 1012

S.gallinaceus       GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGTCCTAGAGATAGGATTTTCCTTCG 1012

S.suis              GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGACCGCCCTAGAGATAGGGTTTCTCTTCG 1012

S.gordonii          GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCCCGCTCTAGAGATAGAGTTTTACTTCG 1020

S.intermedius       GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGATGCCCGCTCTAGAGATAGAGCTTTACTTCG 1020

S.mitis             GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCTTCG 1010

S.infantis          GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCTTCG 1009

S.suiguis           GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACCGCTCTAGAGATAGAGTTTTCCTTCG 1012

S.uberis            GAGAACCTTACCCAGGTCTTGACATCCCGATGCCCGCTCTAGAGATAGAGCTTTACTTCG 1012

S.dysgalactiae      GAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCCTGACCGGTCTAGAGATAGACTTTCCCTTCG 1012

S.infantarius       GAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.macedonicus       GAACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.gallinaceus       GGACAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.suis              GAGCATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.gordonii          GTACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1080

S.intermedius       GTACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1080

S.mitis             GGACAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1070

S.infantis          GGACAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1069

S.suiguis           GGACAGAGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.uberis            GTACATCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.dysgalactiae      GGGCAGGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA 1072

S.infantarius       AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.macedonicus       AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.gallinaceus       AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTGAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.suis              AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.gordonii          AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1140

S.intermedius       AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1140

S.mitis             AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGCACTCTAGC 1130

S.infantis          AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1129

S.suiguis           AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTCAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.uberis            AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.dysgalactiae      AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATTGTTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGC 1132

S.infantarius       GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.macedonicus       GAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.gallinaceus       GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.suis              GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.gordonii          GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1200

S.intermedius       GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1200

S.mitis             GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1190

S.infantis          GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1189

S.suiguis           GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.uberis            GAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.dysgalactiae      AAGACTGCCGGTAATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTA 1192

S.infantarius       TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACMACGAGTCGCGAGTCGGTGACGGC 1252

S.macedonicus       TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1252

S.gallinaceus       TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGTCGGTGACGGC 1252

S.suis              TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGTCGGTGACGGC 1252

S.gordonii          TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGTCGGTGACGGC 1260

S.intermedius       TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1260

S.mitis             TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1250

S.infantis          TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1249

S.suiguis           TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1252

S.uberis            TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1252

S.dysgalactiae      TGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGAGTCGCAAGCCGGTGACGGC 1252

S.infantarius       AAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.macedonicus       AAGCAAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.gallinaceus       AAGCTAATCTCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.suis              AAGCTAATCTCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.gordonii          AAGCTAATCTCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1320

S.intermedius       AAGCTAATCTCTGAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1320

S.mitis             AAGCTAATCTCTTAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1310

S.infantis          AAGCTAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1309

S.suiguis           AAGCTAATCTCTGAAAGCCAGTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.uberis            AAGCTAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.dysgalactiae      AAGCTAATCTCTTAAAGCCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAA 1312

S.infantarius       GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.macedonicus       GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.gallinaceus       GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.suis              GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.gordonii          GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1380

S.intermedius       GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1380

S.mitis             GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1370

S.infantis          GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1369

S.suiguis           GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.uberis            GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.dysgalactiae      GTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT 1372

S.infantarius       ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1432

S.macedonicus       ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1432

S.gallinaceus       ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1432

S.suis              ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1432

S.gordonii          ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1440

S.intermedius       ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGTA- 1439

S.mitis             ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1430

S.infantis          ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1429

S.suiguis           ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCGTA- 1431

S.uberis            ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTT 1432

S.dysgalactiae      ACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTATT 1432

S.infantarius       AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1471

S.macedonicus       AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGACAGATGATTGGGG-TG 1471

S.gallinaceus       AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGGGTG 1472

S.suis              AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1471

S.gordonii          AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1479

S.intermedius       AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1478

S.mitis             AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1469

S.infantis          AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1468

S.suiguis           AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1470

S.uberis            AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1471

S.dysgalactiae      AGGAGCCAGCCGCCTAAGGTGGGATAGATGATTGGGG-TG 1471













Ong. 1500 bp amplicon (totale lengte)





Variabele regionen





Geconserveerde regionen





Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �1�. Anaërobe kweek.














4 testen dezelfde uitslag














3 testen dezelfde uitslag











2 testen dezelfde uitslag

















Alle testen verschillende uitslag
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Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �6�. Voorbeeld van een consensus.








Tabel � SEQ Tabel \* ARABIC �11�. Resultaten van de drie determinatie systemen en 16S rRNA.
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Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �9�. Gel van Streptococcen- en Staphylococcen-species geamplificeerd met primers 8F en 1505R.








Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �2�. In bovenste strip zijn alle reacties positief, in de onderste strip zijn alle reacties negatief. [18]








Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �4�.  Het ribosoom van een prokaryoot. [19]








Figuur � SEQ Figuur \* ARABIC �5�. Het 16S rRNA gen. [11]
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