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Samenvatting
Meningitis is een ontsteking van de meningen. Meningitis kan veroorzaakt worden door bacteriën, gisten, schimmels of virussen. Bacteriën zorgen voor de grootste problemen. De meest voorkomende zijn; meningokokken type C, Haemophilus influenzae en de pneumokok. In 2004 was de pneumokok de grootste veroorzaker van meningitis. Daarom is er een vaccin ontwikkeld voor pneumokokken. Pneumokokken zijn gram positieve kokken die er op plaat uitzien als damschijven. Onder de microscoop liggen ze in duplo of in ketens. Pneumokokken hebben veel virulentiefactoren, zoals: pneumokokken oppervlakte proteïne A, hyaluronaat lyase, pneumolysine, autolysine, pneumokokken oppervlakte antigeen A, neuraminidase en polysacchariden (kapsel). Het polysaccharide wordt gebruikt in vaccinaties. Op dit moment zijn er twee soorten polysaccharide vaccins beschikbaar; het pneumokokken polysacchariden vaccin en het pneumokokken conjugaat vaccin. Het polysacchariden vaccin heet Pneumovax® en wordt gebruikt voor mensen met een verhoogd risico op pneumokokken infecties. Dit vaccin is niet geschikt voor kinderen. Het conjugaat vaccin wordt gebruikt om kinderen in het Rijksvaccinatieprogramma in te enten tegen pneumokokken. Momenteel is er een vaccin in de omloop tegen 7 serotypen. Er wordt gewerkt aan een vaccin die beschermd tegen 9, 11 en 13 serotypen. De laatste wordt waarschijnlijk de opvolger van het 7 valente vaccin. 
Er zijn op dit moment 91 serotypen bekend. In deze studie wordt onderzocht wat de serotypeverdeling is van de invasieve pneumokokkenpopulatie in Nederland. Hiervoor is een nieuwe assay opgezet om moleculair het serotype te kunnen bepalen. Met deze test wordt een snapshot gemaakt van vóór de vaccinatie van 2006. Om dit onderzoek te kunnen doen aan worden er vanuit het Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële Meningitis de isolaten gehaald van het jaar 2004 en 2005. Om de snapshot te kunnen maken wordt een deel van het genoom van de isolaten gesequenced. Dit sequencen gebeurt op het wzh-gen. Dit is één van de regulatiegenen van het kapsel van de pneumokok. Dit gen zorgt voor de regulatie van synthese en export van het polysaccharide. Nadat er een snapshot is gemaakt wordt zichtbaar dat een aantal serotypen niet van elkaar te onderscheiden zijn. Dit zijn er tamelijk veel, dus wordt besloten om de serotypen van elkaar te onderscheiden die in het 13 valente vaccin zitten. Wanneer het vaccin op de markt is, kan ook worden bekeken of er spake is van een vaccinfalenstam. Ook kan er gekeken worden of er sprake is van kapselswitch of serotype replacement. De serotypen die niet van elkaar te onderscheiden zijn in het 13 valente vaccin:
· 6A/6B

· 7A/7F

· 9A/9V

· 18A/18B/18C

Er wordt begonnen met het opzetten van een specifieke PCR voor het onderscheiden van de serotypen 6A/6B. Hiervoor zijn nieuwe primers ontwikkeld. Deze primers zijn getest op specificiteit. Na een aantal onderzoeken wordt de conclusie getrokken dat de primers niet specifiek zijn. Daarom worden er weer nieuwe primers ontwikkeld. Deze primers leken ook niet geheel specifiek te zijn. De 6A specifieke primers waren echter helemaal niet specifiek, ook alle 6B monsters vormden een PCR product. De 6B primers bleken in eerste instantie wel specifiek te zijn, maar ook bij deze primers vormden een aantal 6A isolaten een PCR product. Om na te kunnen gaan wat er precies aan de hand is met deze isolaten werden ze gesequenced. Hiervoor werd er eerst een alcoholprecipitatie uitgevoerd op de isolaten en vervolgens na het uitvoeren van de PCR een kolomzuivering toegepast. 
Naast het onderzoek om nieuwe PCR’s te ontwikkelen voor de serotypen die niet van elkaar te onderscheiden zijn, is ook gekeken naar het gevoeliger maken van de PCR om direct op klinische monsters te kunnen PCR-en. Dit omdat het vrij lastig is om bacteriën te kweken uit bloed en omdat dit tijd kost. Om de uitslag eerder bij de behandelend arts van de patiënt te krijgen is er een manier gezocht om klinisch materiaal sneller te kunnen testen. Hiervoor wordt eerst de PCR geoptimaliseerd. Dat gebeurt op de volgende manier: er wordt gekeken naar de annealingstijd, de annealingstemperatuur en de primerconcentraties. Bij elke stap die gezet wordt, worden een aantal monsters meegenomen om te kunnen bekijken of de stap die veranderd bij elk monster geoptimaliseerd wordt, of dat dat maar bij enkele monsters gebeurt. De optimale annealingstijd is 50 seconden, de optimale annealingstemperatuur is 51°C en de optimale primerconcentraties is 10 pmol/μl. Nadat de PCR geoptimaliseerd is word het klinisch materiaal getest. Een snelle manier om klinisch materiaal op te werken, zonder de bacteriën op te kweken, is het extract-N-amp kitje. Door deze kit wordt het DNA van de bacteriën geextraheert. Op het extract zou direct een PCR kunnen worden ingezet, maar in deze PCR bleek de extractiebuffer te storen. Om het storende component te neutraliseren zou de extractiebuffer 25 maal verdund moeten worden met dilutionbuffer. Dit is praktisch niet haalbaar en daarom zijn er nog wat andere testen gedaan om het extractiebuffer te neutraliseren. Wanneer het extract-N-amp kitje gebruikt is en er daarna een alcoholprecipitatie wordt uitgevoerd, is het storende component verwijderd en dan ontstaat er wel PCR product. Deze methode wordt momenteel nog uitgetest op klinisch materiaal. 
Summary
Meningitis is an inflammation of the meningen. Bacteria, yeast, moulds and viruses may cause meningitis. Bacteria account for the largest problems. The most prevelant are: meningococcus type C, Heamophilus influenzae and the pneumococcus. In 2004 the pneumococcus was the largest causative agent for meningitis. That is why a vaccine was developed against the pneumococcus. Pneumococcus are gram positive cocci and appear as disks on an agarplate. Under the microscope they lay in pairs or in chains. Pneumococcus have a lot of virulence factors, for example pneumococcal surface protein A, hyaluronate lyase, pneumolysin, autolysin, pneumococcal surface antigen A, choline binding protein A, neuraminidase and a polysaccharide capsule. The polysaccharide capsule is used in vaccines. At this moment there are 2 polysaccharide vaccines available; the pneumococcus polysaccharides vaccine and the pneumococcus conjugate vaccine. The polysaccharide vaccine is called Pneumovax® and is used for people with a high risk to get a pneumococcus infection. This vaccine is not suitable for children. The conjugate vaccine was introduced in the national vaccination program to immunize children against pneumococcal disease. The vaccine protects against 7 serotypes. There are vaccines in development that protect against 9, 11 and 13 serotypes. The last of these will probably be the successor of the 7-valent vaccine. 

At this moment 91 serotypes are known. In this study the serotype distribution of the invasive pneumococcal population in the Netherlands was investigated. Therefore a new molecular assay was set up to identify serotypes. With this assay a snapshot was made of strains isolated before the vaccination in 2006. The used strains for this study were obtained from the Dutch National Reference laboratory for Bacterial Meningitis from the years 2004 and 2005. To make the snapshot a part of the genome has to be sequenced. The target that is sequenced is the wzh-gene. This is one of the regulatory genes of the capsule of the pneumococcus. This gene is responsible for the regulation of  the synthesis and export of the polysaccharide. It is obvious from the snapshot that various serotypes cannot be distinguished by the wzh-PCR. There are quite a lot of these serotypes, so there is decided that at least the serotypes in the 13-valent vaccine could be distinguished from each other. When this vaccine is introduced, vaccine failures can be detected. Also capsule switch or serotype replacement can be observed. The serotypes that cannot be distinguished from each other with the wzh-PCR in the 13-valent vaccine are:

· 6A/6B

· 7A/7F

· 9A/9V

· 18A/18B/18C

A specific PCR was developed for the serotypes 6A/6B. Therefore new specific primers are developed. These primers are tested on specificity. After a number of tests the conclusion could be drawn that the primers were not specific. New primers were developed. These primers were also not specific. The specific 6A primers, produced a PCR product also with all the 6B isolates. The 6B specific primers seemed to be specific, but after a few tests there was prove that these primers also reacted with a few 6A isolates. These isolates produced a PCR product as well. To know what was going on, the isolates had to be sequenced. In order to sequence those isolates an alcoholprecipitation was performed and PCR products were purified using a column. 
Beside the development of new PCR’s for the serotypes which could not be distinguished from each other, there was also a need to make the wzh-PCR more sensitive for clinical isolates. This is because it is very difficult to grow bacteria from bloodsamples. This is also time-consuming. To get the results faster to the treating doctor of the patient, the assay should be adapted to test clinical material faster. 
The PCR had to be optimised. This was done in the following way: changes could be made in the annealingstime, the annealingstemperature and the primerconcentrations. In every step, there will be a few isolates examined. This is because the changes in the PCR should be optimal for all isolates. De optimum annealingstime is 50 seconds, de optimum annealingstemperture is 51°C and the optimum primerconcentrations is 10 pmol/μl. After the PCR is optimised the clinical materials will be tested. A faster way to get the DNA out of the bacteria, without growth of the bacteria, is the extract-N-amp kit. By this test the DNA is extracted from the bacteria. On the extract it should be possible to use the PCR, but in this PCR the extractionbuffer seemed to disturb. To dilute the disturbing component of the  extractionbuffer, the extractionbuffer may had to be diluted 25 times with dilutionbuffer. This is practically not feasible and that is why there are a few other tests done to neutralise the extractionbuffer. When after the extract-N-amp kit an ethanolprecipitation was performed, the DNA could be amplified. This methode is still tested on clinical material.  
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Afkortingenlijst
NRBM: 
Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële Meningitis

PCR: 

Polymerase Chain Reaction

Hib: 

Heamophilus influenzae type B
PspA: 

pneumokokken (surface) oppervlakte proteïne A

Hyl: 

Hyaluronaat lyase

Ply: 

pneumolysine

PsaA: 

pneumokokken (surface) oppervlakte antigeen A

Mn: 

mangaan

Zn: 

zink

CPS: 

kapsel polysacchariden

PPV: 

pneumokokken polysacchariden vaccin

PCV: 

pneumokokken conjugaat vaccin

Temp: 

temperatuur

Rpm: 

rotations per minute

DNA: 

desoxynucleid acid

BDT: 

big dye terminator

dNTP:

deoxyribonucleotide
ddNTP:

dideoxyribonucleotide
A: 

Adenine

T: 

Thymine

C: 

Cytosine

G: 

Guanine

TE:

Tris EDTA
M: 

Molair

PBS:

phosphate buffered saline
RIVM: 

RijksInstituut voor Volksgezondheid en Milieu

HU: 

Hogeschool Utrecht

Bp: 

baseparen
1. Inleiding

Er zijn 91 verschillende serotypen van de pneumokok bekend. Vanuit het Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële Meningitis (NRBM) in Amsterdam worden er isolaten gebruikt van de jaren 2004 en 2005. Deze isolaten vertegenwoordigen 25% van de invasieve pneumokokkenziekten in Nederland. Om te kunnen bestuderen wat de pneumokokkenpopulatie van Nederland was vòòr de introductie van het vaccin in 2006 moeten deze isolaten geserotypeerd worden. Door van deze isolaten eerst een polymerase chain reaction (PCR) uit te voeren en daarna te sequencen kan er gekeken worden naar het serotype. Het doel van het serotyperen is om met behulp van de verschillende isolaten van de jaren 2004 en 2005 een beeld te vormen van de serotypeverdeling van de Nederlandse pneumokokkenpopulatie vóór de invoering van de vaccinatie in 2006. In 2006 is er een vaccin op de markt gekomen die gericht is tegen 7 serotypen, de zogenoemde 7-valent. Het 7- valente vaccin beschermt tegen de volgende serotypen: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F en 23F. Er wordt momenteel gewerkt aan een 9, 11 en 13-valent vaccin, waarvan hoogstwaarschijnlijk de 13 valente vaccin het 7-valente vaccin gaat vervangen. Dit vaccin beschermt tegen de serotypen 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F en 23F. In dit onderzoek wordt dan ook rekening gehouden met de invoering van het 13-valent in plaats van het 7-valente vaccin. 
De sequentiebepaling van deze isolaten gebeurt op een deel van het kapseloperon; het wzh-gen. Het wzh-gen is een van de regulatiegenen van het kapsellocus die voor synthese en export van het polysaccharide zorgt. Elk serotype brengt een ander polysaccharide tot expressie. Door het sequencen van serotype specifieke sequenties van het kapsellocus kan met deze methode bijna alle 91 serotypen onderscheiden worden. 
Er wordt in dit verslag een methode beschreven om alle 91 serotypen te kunnen onderscheiden van elkaar. Ook wordt er een methode uitgelegd om uit klinisch materiaal gelijk te kunnen onderzoeken welk serotype aanwezig is, zonder eerst de bacteriën op te kweken. Dit zorgt ervoor dat de uitslag sneller bij de patiënt is en er sneller met de goede behandeling kan worden gestart. 
2. Meningitis
2.1 Wat is meningitis?
Meningitis betekent hersenvliesontsteking en is een ontsteking van de hersenvliezen ofwel de meningen. Meningitis kan veroorzaakt worden door virussen, gisten, schimmels of bacteriën. Een bacteriële meningitis kan veel meer schade veroorzaken dan een virale meningitis. Ongeveer 1/3 deel van de kinderen met een bacteriële meningitis overlijdt of heeft ernstige blijvende gevolgen zoals een verstandelijke handicap, epilepsie, motorische stoornissen (verlammingen) visusstoornissen en leergedragstoornissen. Doofheid is het meest voorkomende restverschijnsel.[18] Er kunnen ook minder ernstige gevolgen optreden zoals hoofdpijn, vermoeidheid of concentratieproblemen.[1] 10-20% van de mensen met bacteriële meningitis overlijdt als gevolg van deze infectie. 
Hoe sneller de juiste behandeling wordt gestart, hoe beperkter de kans op overlijden of restverschijnselen. Een meningitis kan zich ontwikkelen tot een encephalitis (hersenontsteking) of een sepsis. Sepsis is een zeer ernstig ziektebeeld die zich uiten in petechiën (niet wegdrukbare vlekjes op de huid). Dit ziektebeeld kan zich in enkele uren ontwikkelen en er is sprake van een zeer hoge mortaliteit.[18]
2.2 Herkenning meningitis
Er zijn een aantal symptomen die wijzen op meningitis. De voornaamste symptomen die duiden op meningitis zijn: koorts, nekkramp, ernstige hoofdpijn, braken, overgevoeligheid voor licht, verandering van bewustzijn en duizeligheid. Bij zuigelingen zijn de symptomen van meningitis moeilijker te herkennen. Bij deze kinderen zijn de symptomen, die op een meningitis kunnen duiden; prikkelbaarheid bij aanraken of lusteloos, niet willen drinken, spugen en huilen bij het verschonen van de luiers (Wanneer de beentjes omhoog getild worden).[1] De diagnose wordt gesteld door een zogenaamde lumbaalpunctie waarbij met een holle naald liqour afgenomen wordt uit het ruggemergkanaal. Bacteriële maningitis onderscheidt zich van virale meningitis door een grote hoeveelheid granulocyten, gecombineerd met een verhoogd eiwitgehalte en verlaagde glucose in het liqourvocht.[18]
2.3 Veroorzakers bacteriële meningitis
Kinderen tot 4 jaar zijn vatbaarder voor bacteriële meningitis dan kinderen van 5 jaar en ouder en volwassenen. Dit komt doordat hun immunsysteem nog niet volgroeid is. Er zijn 4 soorten bacteriën die dit veelal veroorzaken. Dit zijn de pneumokok, de meningokok type B, Haemophilus influenzae type B (Hib) en de meningokok type C.[1]
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Afbeelding 1: De belangrijkste veroorzakers van bacteriële meningitis bij kinderen van 0 tot 4 jaar. Onderzocht door het RIVM en het AMC in het jaar 2004.[1] 
In deze afbeelding is te zien dat de pneumokok een groot deel van de bacteriële meningitis veroorzaakt (41%). Mede hierdoor heeft men het initiatief genomen om een vaccin te ontwikkelen tegen pneumokokken. Inmiddels is dit opgenomen in het Rijksvaccinatieprogramma. Het vaccin is niet alleen ontwikkeld voor Nederland, maar wereldwijd. Een andere reden om de vaccinatie in te voeren, was het hoge aantal otitis media gevallen, omdat dit een grote kostenpost was voor de gezondheidszorg. 
3. De pneumokok

3.1 Morfologie en kweek
De pneumokok is voor het eerst geïsoleerd in 1881 door George Sternberg en Louis Pasteur. Hij werd toen pneumokok genoemd omdat hij voornamelijk pneumonie veroorzaakte. Vanaf 1926 wordt de pneumokok, Diplococcus pneumoniae genoemd, omdat hij in sputumkweken vrijwel altijd in duplo ligt. Pas in 1974 wordt hij Streptococcus pneumoniae genoemd. Dit kwam omdat hij in liquor kweken voornamelijk in een kralenketting vorm voorkwam.
Veel mensen zijn drager van deze bacterie. De bacterie zit voornamelijk in de neus -en  keelholte (nasopharynx). Bij kinderen komt deze bacterie vaker voor (20-40%) dan bij volwassenen (5-10%)[3].

De pneumokok is een gram positieve kok en groeit het best onder facultatief anaërobe omstandigheden. Op een bloedplaat ziet de bacterie er grijs/groen uit. Meestal vormen ze damschijven. Dit betekent dat ze aan de rand hoger zijn dan in het midden. Ook vertonen deze bacteriën alfa hemolyse. Dan worden de rode bloedcellen afgebroken in het medium waardoor het medium, rond en onder de bacterie, donker van kleur wordt. 
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Afbeelding 2: Pneumokokken op 

een bloedplaat. Hier is de hoog 

opstaande rand goed te zien.[2]
Wanneer een gram preparaat onder de microscoop bij een vergroting van 1000x bekeken wordt, zijn gram positieve kokken te zien, die in duplo of in ketens liggen.
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Afbeelding 3: Een gram preparaat van 
pneumokokken. Je ziet dat de gram 
positieve kokken meestal twee aan twee 
liggen. Dit is kenmerkend voor de 
pneumokok. [3]
3.2 Pathogenese
De pneumokok koloniseert zich vooral in de keel. Wanneer de omstandigheden gunstig zijn verplaatst de bacterie zich naar andere delen van het lichaam, zoals de buis van Eustachius (met als gevolg otitis media) of de nasale sinussen (met als gevolg sinusitis). Pneumonie wordt veroorzaakt door het inademen van de bacterie. Wanneer de bacterie op plaatsen komt waar hij niet hoort wordt het complementsysteem ingeschakeld. Deze stimuleert cytokinen en activeert leukocyten. De bacterie heeft een polysaccharide kapsel die hem beschermd tegen fagocytose. Op deze manier kan de bacterie via de bloedvatwand in het bloed terecht komen en vanaf daar via de bloed/hersenbarrière naar de liquor waar deze bacterie in de meningen meningitis kan veroorzaken.
Ook heeft deze bacterie oppervlakte proteïnen die ervoor zorgen dat er geen opsonisatie plaats kan vinden. Hij scheidt IgA1 protease uit dat de IgA wat het lichaam produceert kan vernietigen.
3.3 Virulentiefactoren van pneumokokken

Verschillende eigenschappen van pneumokokken zijn ziekteverwekkend. Deze zogehete virlulentiefactoren kunnen worden gebruikt in Door hiermee te vaccineren krijgt men beschermende antistoffen tegen deze virulentiefactoren. De virulentiefactoren die op dit moment worden gebruikt voor de pneumokokkenvaccinatie zijn polysacchariden. De pneumokok heeft veel meer virulentiefactoren, zoals o.a.
· pneumokokken oppervlakte proteïne A 
· hyaluronaat lyase 
· pneumolysine 
· autolysine 
· pneumokokken oppervlakte antigeen A 
· choline bindings proteïne A 
· neuramidase
· polysacchariden 
Al deze factoren zorgen ervoor dat de pneumokok het immuunsysteem om de tuin kan leiden en invasieve ziekten kan veroorzaken, zoals een pneumonie, een sepsis en/of meningitis. 

Pneumokokken oppervlakte proteïne A (PspA)

PspA komt voor op elk serotype van de pneumokok. PspA is een oppervlakte proteïne met een variabele lengte, variërend tussen de 67 en de 99 kDa. De functie van PspA is bescherming bieden tegen het complement systeem van de gastheer. PspA reduceert de “complement-mediated clearance” en de fagocytose van pneumokokken. PspA is een choline bindings proteïne (CBP). De PspA van de pneumokok bindt aan andere pneumokokken door middel van noncovalente binding van choline. Niet alleen PspA komt voor als een CBP op de oppervlakte van de pneumokok, maar ook lytA en choline binding proteïne A.[14] 

Hyaluronaat lyase (Hyl)

Hyaluronaat lyase hoort bij een groep enzymen die hyaluronidase worden genoemd. Deze enzymen zorgen ervoor dat de bacterie door weefsel heen kan komen door de extracellulaire matrix af te breken.[14] 

Pneumolysine (ply)

Ply bevindt zich niet op de oppervlakte van de pneumokok. Ply is een cytoplasmatisch enzym dat vrijgelaten wordt door een actie van autolysine op de oppervlakte. 

Ply heeft verschillende functies, vooral in het vroege stadium van een infectie. Het enzym is toxisch voor de epitheelcellen in de bronchiën die ciliën bij zich dragen, hij vertraagt de beweging van de ciliën en onderbreekt de “tight junctions” en de integriteit van de epitheel monolayer in de bronchiën. Hierdoor wordt het slijm niet uit de longen gehaald en dit veroorzaakt een invasie van pneumokokken in de longen. Deze kunnen zich gaan nestelen in het slijm, wat longontsteking veroorzaakt. Ply zorgt er ook voor dat de alveolaire-capillaire binding verbroken wordt, waardoor er een stroom van nutriënten op gang komt voor de groei van bacteriën. Verder geeft het een penetratie door het epitheel en het pulmonaire interstitium, waarna het naar de bloedstroom verhuist. Hierdoor kunnen de bacteriën naar de bloedvaten gaan en daar een sepsis veroorzaken.[14]
Autolysine

Autolysine is een enzym die op de celenveloppe voorkomen en spelen een rol in een variatie van fysische celfucties die geassocieerd zijn met celgroei en celdeling. De belangrijkste functie van autolysine is cellysis. Een voorbeeld van een autolysine is lytA. Eén van de directe consequenties van een actie van een autolysine is het vrijkomen van de componenten van de celwand. Dit kan ernstige ontstekingen veroorzaken. Een indirecte consequentie van een actie met een autolysine is het vrijkomen van cytoplasmatische proteïnen inclusief pneumolysine.[14]
Pneumokokken oppervlakte antigeen A (PsaA)

De functie van PspA is het transport van Mn2+ en Zn2+ in het cytoplasma. Dit proteïne zit verankerd aan de pneumokok via de bacteriële cel membraan en een lipide component die een covalent binding heeft aan het proteïne.[14] 

Choline binding proteïne A

Dit molecuul gedraagt zich als een brug tussen de pneumokok en de humane cel. Deze interactie is alleen mogelijk met cytokine geactiveerde humane cellen. Dit proces activeert de vooruitgang in de pneumokokken ziekte van kolonisatie naar invasie.[14] 

Neuraminidase

Dit enzym splijt het terminale sialinezuur van de celoppervlakte zoals mucine, glycolipide en glycoproteïne die waarschijnlijk beschadiging aan de gastheercel zou kunnen veroorzaken en aan de gastheer zelf. Deze actie verandert de glycosylatie paden van de gastheer en stelt meer oppervlakken van de gastheercel bloot. Dit leidt waarschijnlijk tot het toegankelijk maken van de oppervlakte receptoren waardoor een mogelijke interactie met pneumokokken ontstaat.[14] 

Polysacchariden

De pneumokok is omhuld met een kapsel van polysacchariden. Deze polysacchariden moleculen dragen repeats van monosacchariden bij zich. Deze repeats kunnen B-cellen activeren wanneer de T helpercellen afwezig zijn. Dit zijn dus T cel onafhankelijke antigenen. Doordat de B cellen geactiveerd worden, worden ook de IgG2 en IgG3 geactiveerd. De IgG2 is het meest actieve immunoglobuline tegen polysacchariden. Bij jonge kinderen is het immuunsysteem nog niet helemaal optimaal. Zij hebben erg weinig IgG2, waardoor ze een hoge gevoeligheid hebben voor gekapselde bacteriën. Dit is ook de reden waarom het polysacchariden vaccin niet aanslaat bij jonge kinderen.[13]
3.4 Het kapsel van de pneumokok
Het kapsellocus van de pneumokok bestaat uit verschillende genen. Ieder kapsellocus van een serotype is anders. Zo zit bijvoorbeeld het wzh-gen bij bijna elk serotype op een andere plaats. Hij zit wel altijd naast dezelfde kapselgenen. Links van het wzh-gen zit het wzg-gen en rechts van het wzh-gen zit het wzd-gen. 
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Afbeelding 4: Een deel van het kapselgen van de pneumokok. Hierin staan de verschillende genen die voorkomen in het kapselgen van de pneumokok[5]
Het kapsel bestaat uit 2 verschillende delen. Er is een regulerend deel en een synthese deel. De genen die aangeduid staan als blauwe blokjes zijn de regulatiegenen. Dit zijn de wzg, wzh, wzd en wze genen. In dit onderzoek wordt er vooral op het wzh-gen onderzoek gedaan. Dit gen is betrokken bij de regulatie van de synthese en export van de polysacchariden.[5]
Het tot stand komen van een polysaccharide op het kapsel van de pneumokok
Het polysaccharide komt via een aantal regulatiegenen en via het wzx/wzy complex op de bacterie en vormt zo een kapsel. Wanneer er een suiker passeert wordt deze door middel van een transferase als een suikerfosfaat op een membraan geassocieerde lipide drager gezet. Glycosyltransferase zorgt er dan voor dat er steeds meer suikers aan de suikerfosfaat gaat hangen om zo een repeterende unit te krijgen. Wanneer er voldoende repeterende units zijn verkregen worden deze units door wzx flippase naar het cytoplasmisch membraan getransporteerd. Wzy polymerase hecht individuele repeterende units aan de lipide gelinkte CPS (kapselpolysaccharide). Het wzd/wze complex zorgt ervoor dat het hele repeterende deel aan de oppervlakte van het kapsel komt. Wzd-wze zou ook verantwoordelijk kunnen zijn voor de aanhechting aan de peptidoglycaanlaag van het kapsel. In de afbeelding hierna beschreven is te zien hoe een 9V polysaccharide tot expressie komt [5]
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Afbeelding 5: Een schematisch overzicht over de manier waarop een polysaccharide op het kapsel van een pneumokok terecht komt. In dit voorbeeld wordt er een polysaccharide op een serotype 9V pneumokok gezet. Hier is de transferase WchA verantwoordelijk voor. Er is duidelijk te zien dat er voor elke stap om een nieuw suiker aan de polysaccharide te bevestigen, een suiker nodig is. Deze suikers worden uit de omgeving gehaald en via een nucleotide suiker biosynthese omgezet in de suikers die nodig zijn. Wanneer er een aantal suikers aan elkaar zijn gezet worden de suikers d.m.v. een wzx flippase naar het cytoplasma getransporteerd. Wzy polymerase hecht individuele repeat units aan de suikers. Daarna wordt de gehele polymerase door het wzd/wze complex op de peptidoglycaanlaag vast gezet. [5]
3.5 Serotypering van pneumokokken

3.5.1 De klassieke serotypering

De klassieke serotypering is de Neufeld of Quellung reactie. Deze reactie is door Neufeld in 1902 voor het eerst beschreven. Deze serotypering is gebaseerd op het feit dat antiserum (dat specifieke antilichamen bevat) een reactie aangaat met het kapselpolysacchariden antigeen van de pneumokok. Om dit te kunnen testen worden de pneumokokken die getest moeten worden overnacht gegroeid in een vloeibaar medium, bijvoorbeeld Todd-Hewitt bouillon. Dit medium is speciaal gemaakt voor de productie van antigene streptokokken hemolysine. Het gebruik van een fermentatie suiker in dit medium leidt tot de productie van zuur, die normaal gesproken het hemolysine inactiveert. Dit wordt voorkomen door buffers toe te voegen die de pH constant houdt. Hierdoor wordt het hemolysine niet geïnactiveerd en wordt de groei van streptokokken gestimuleerd. 
Nadat de bacteriën overnacht hebben kunnen groeien wordt er een druppel van het vloeibare medium met bacteriën en een druppel antiserum op een objectglaasje gebracht en daarna goed gemengd. Dan wordt er een objectglaasje aangebracht en kan het bekeken worden onder de fase-contrast microscoop. Wanneer het kapsel van de streptococ opzwelt is de reactie positief en wanneer er helemaal geen verandering aan het kapsel is opgetreden is de reactie negatief. Hiervoor zijn verschillende antisera. Voor elk setrotype een ander antiserum. Wanneer men niet weet welk serotype het is, moet alle antisera getest worden. Dit kost veel tijd. Af en toe is het zelfs zeer moeilijk te zien of er een reactie is opgetreden op het kapsel of juist niet, waardoor er een verkeerde diagnose kan worden gesteld.[16,17]
3.5.2. Coagglutinatie

Een andere manier om pneumokokken te kunnen serotypering is coagglutinatie. Deze methode wordt op de volgende manier uitgevoerd. Er wordt voor deze reactie proteïne A aan het antiserum toegevoegd. Dit is een eiwit die in de celwand van Staphylococcus aureus voorkomt. Het proteïne A bindt aan IgG. Hierdoor kunnen er complexen gevormd worden. Door de complexvorming is agglutinatie mogelijk. Voordat er geagglutineerd kan worden moeten de te testen bacteriën overnacht in de stoof om te groeien op de bloedplaat. Deze agglutinatie gaat het beste met verse bacteriën. Nadat de bacteriën gegroeid zijn wordt er eerst een druppel antiserum op het objectglaasje gedaan, hierbij komt een flinke lik bacteriën van de bloedplaat. Dit wordt goed gemengd. Wanneer er agglutinatie optreedt is de reactie positief en wanneer er geen agglutinatie optreed is de reactie negatief. 

Wanneer men geen idee heeft welk serotype is handen is, kan deze agglutinatie wel 20 keer worden uitgevoerd voordat er een reactie te zien is. Deze methode wordt hierdoor erg duur en intensief. Vandaar dat er wordt gezocht naar een snellere en goedkopere manier om pneumokokken te serotyperen. [16,17]
3.5 De verschillende vaccinaties

3.5.1 Pneumokokken polysacchariden vaccin (PPV)
Het PPV, ook wel pneumovax® genoemd, wordt gebruikt om mensen te beschermen tegen pneumokokken infecties. PPV wordt gegeven aan mensen met een hoog risico op een pneumokokken infectie. Dit zijn mensen die problemen hebben met de ademhaling, het hart, de nieren of de lever, maar ook mensen met diabetes en een immunosuppressie hebben ten gevolge van een behandeling met chemotherapie of die een splenectomie (verwijdering van de milt) hebben ondergaan. De PPV wordt ook gegeven aan mensen die dagelijks in contact komen met deze bacterie; zoals artsen, verpleegkundigen en laboranten. De PPV is een 23 valent vaccin en werkt alleen bij mensen die ouder zijn dan 1 jaar.[15] Kinderen jonger dan 2 jaar worden gevaccineerd met het PCV. Voor kinderen met een verhoogd risico op een pneumokokken infectie wordt het volgende vaccinatie schema gevolgd:
	leeftijd
	2-6 maanden
	7-11 maanden
	12-23 maanden

	PCV
	3 keer maandelijks een dosis
	2 keer maandelijks een dosis
	In 2 maanden tijd 2 keer een dosis

	
	Verdere dosis in het tweede levensjaar
	

	23 valent PPV
	Na de tweede verjaardag een enkele dosis van het 23-valent vaccin


Tabel 1: De verschillende vaccinatiemomenten voor het pneumokokken vaccin bij jonge kinderen met een verhoogd risico op een pneumokokkeninfectie.
3.5.2 Pneumokokken conjugaat vaccin (PCV)
Het PCV, ook wel Prevenar® genoemd, is een vaccinatie die gebruikt wordt om pasgeborenen en jonge kinderen te beschermen tegen een pneumokokken infectie. Prevenar® is een 7 valent vaccin wat betekent dat dit vaccin bescherming bied tegen 7 serotypen. Dit vaccin bevat 7 polysacchariden die gekoppeld zijn aan een difterie proteïne. Dit proteïne is het CRM197. Dit is een niet-toxische recombinante variant van het difterie toxine. Dit 7 valente vaccin biedt bescherming tegen de volgende serotypen: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F en 23F. Er is een nieuw vaccin in ontwikkeling die bescherming moet bieden aan 13 serotypen. Dit vaccin wordt dan ook het 13 valent vaccin genoemd en komt op de markt met de naam Prevenar 13®. Dit vaccin biedt dan bescherming tegen de serotypen: 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F en 23F. De verwachting is dat dit vaccin in 2009 (in de VS) op de markt komt. Dit vaccin wordt toegediend op de volgende manier: er wordt een dosis gegeven op de leeftijd van 2 maanden, 4 maanden, 6 maanden en tussen de 12 en 15 maanden.[13,15] 
4. De afstudeeropdracht
Het doel van deze afstudeeropdracht was drieledig. In de eerste plaats wordt er in dit onderzoek gekeken naar de serotypeverdeling van de Nederlandse pneumokokkenpopulatie voor de introductie van het vaccin in 2006. Dit gebeurt door middel van een nieuw ontwikkelde surrogaat serotyperingsmethode op basis van de sequentie van een deel van het wzh-gen. 

Het tweede gedeelte van deze opdracht was het onderscheiden van serotypen die, op basis van de wzh-sequenties, niet van elkaar te onderscheiden waren. Dit geldt voornamelijk voor bepaalde serosubtypen van de pneumokokken. Daarom moet er gezocht worden naar een ander gen in het kapsellocus die wel onderscheid geeft tussen deze subtypen. In dit onderzoek is gekeken naar het onderscheiden van de subtypen uit serogroep 6, serotype 6A, 6B en 6C. 

De derde opdracht was de wzh-PCR omzetten naar een gevoelige klinische PCR om direct  een PCR uit te kunnen voeren vanuit klinisch materiaal. Het is vaak moeilijk om een pneumokok te kweken uit bloed. Met een klinische PCR hoeft de bacterie niet eerst gekweekt te worden, om er daarna het DNA uit te halen. Het pneumokokken DNA kan direct vanuit het patiëntenmonster, bijv. bloed, kunnen worden geextraheerd, waarop de PCR kan worden uitgevoerd. Na het PCR-en kan door sequencenanalyse bepaald worden welk serotype aanwezig is in het klinische monster. Dit kan een grote tijdwinst opleveren wat belangrijk is om de behandeling van de patiënt zo snel mogelijk in te zetten.

5. Materiaal en methode
5.1 Een snapshot maken van de pneumokokkenpopulatie van Nederland
Herkomst van de stammen
De isolaten die voor het maken van de snapshot gebruikt worden, zijn afkomstig van het Nederlands Referentielaboratorium voor Bacteriële Meningitis (NRBM) te Amsterdam. De stammen die hiervandaan worden gehaald, beslaan 25% van de Nederlandse pneumokokkenpopulatie. Deze stammen komen uit de jaren 2004 en 2005. Hiermee is er een beeld te vormen van de Nederlandse pneumokokkenpopulatie van vòòr de invoering van de vaccinatie in 2006.
De gebruikte stammen zijn in Amsterdam al geserotypeerd door middel van co-agglutinatie. Om een snapshot te kunnen maken moeten de stammen eerst gesequenced worden. Op basis van de wzh-sequenties kan er een minimum spanning tree gemaakt worden. Zo kan er een vergelijking gemaakt worden tussen de verschillende stammen. Tegelijkertijd kan worden  bestudeerd welke serotypen nog niet van elkaar te onderscheiden zijn.

Wzh-PCR

De wzh-PCR is een PCR die gebaseerd is op het wzh-gen van het kapsel van de pneumokok. De primers die hiervoor zijn gebruikt staan vermeld in bijlage 1.

Voordat er begonnen kan worden aan de PCR moet er eerst een PCR mix gemaakt worden. Het maken van de PCR mix gaat als volgt:

	Ingrediënt
	Hoeveelheid (μl)

	Forward primer mix (10 pmol/μl)
	1

	Reverse primer mix (10 pmol/μl)
	1

	Hotstartaq mastermix
	12,5

	Water
	5,5


Tabel 2: PCR mix voor één monster 
De lysaten die worden geanalyseerd om een PCR op uit te voeren worden in een 10 maal verdunning meegenomen. Er wordt 20 μl PCR mix en 5 μl 10 maal verdund lysaat in een 0.2 ml epje gepipetteerd. Daarna kan er een PCR reactie ingezet worden.

Hiervoor wordt het volgende PCR programma gebruikt:

	Cycli
	-
	40 cycli
	-

	PCR stap
	Opstarten
	Elongatie
	Annealing
	Extensie
	Afronden

	Temp. (˚C)
	95
	95
	51
	72
	72

	Tijd (min)
	15
	0:20
	0:30
	0:30
	7


Tabel 3: het programma voor het uitvoeren van de wzh-PCR
De primers die nodig zijn voor deze PCR worden verdund tot een concentratie van 10 pmol/μl. De primers die gebruikt worden voor het PCR-en zijn voorzien van een M13 staart. Dit is een extra sequentie wat wordt ingebouwd in het PCR product. 

Gel-electroforese
Na het uitvoeren van de PCR wordt er een gelelectroforese uitgevoerd om te bekijken of er PCR product is gevormd. De gel wordt gemaakt van 1% agarose. Om de bandjes zichtbaar te laten worden is Sybr Safe gebruikt. Er wordt 5 μl Sybr safe toegevoegd aan 50 ml agarose gel van 1%.  Wanneer er PCR product zichtbaar is wordt het PCR product gezuiverd en er wordt een sequencereactie op uitgevoerd. Wanneer er geen PCR product zichtbaar is wordt de PCR opnieuw ingezet. 
Zuiveren van het PCR product. 

Voordat er gesequenced kan worden moet het PCR product dus gezuiverd worden. Dit zuiveren gebeurt door exosap-IT. Dit zorgt ervoor dat de primers worden afgebroken. Het zuiveren van het PCR product gaat als volgt:
Er wordt 5 μl PCR product en 2 μl exosap-IT in een 0,2 ml epje gepipetteerd. Dit wordt dan 15 minuten bij 37°C en 15 minuten bij 80°C gezet. Hierna is het PCR product gezuiverd en kan er een sequencereactie worden ingezet.
Het zuiveren van het PCR product kan ook met een andere methode, namelijk met een kolomzuivering. Dit wordt gedaan met het qiaQuick kitje en werkt als volgt:
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Wanneer er een PCR is uitgevoerd wordt er daarna het totaal aan PCR product in een kolom gepipetteerd. Dat is in totaal 25 μl. Hierbij wordt 125 μl PBI buffer gepipetteerd, zodat de verhouding 1:5 is. Dit PBI buffer wordt erbij gevoegd om het DNA aan de kolom te kunnen binden. De kolom zit in een 2 ml epje en dit geheel wordt afgedraaid bij 12470g (13000 rpm) voor 1 minuut. Daarna wordt de vloeistof in het 2 ml epje weggegooid. Op de kolom wordt dan 750 μl wasbuffer toegevoegd, de PE buffer. Dit wordt dan weer afgedraaid voor 1 minuut bij 12470g (13000 rpm). De vloeistof wordt weggegooid en het epje met de kolom wordt weer voor 1 minuut afgedraaid bij 12470g (13000 rpm) om zo alle wasbuffer uit de kolom te krijgen. Daarna wordt de kolom in een schoon 1,5 ml epje gezet. Bij de kolom wordt nu 50 μl steriel water gepipetteerd en 1 minuut bij 12470g (13000 rpm) afgedraaid. Nu laat het DNA los van de kolom en komt terecht in het epje. Nu kan het gezuiverde DNA gesequenced worden.[7] 
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Afbeelding 6: het qiaQuick kitje. PCR product wordt m.b.v. een buffer gebonden aan de kolom. Dit wordt gecentrifugeerd. Daarna wordt het gebonden DNA gewassen en weer gecentrifugeerd. Dan wordt met water het gebonden DNA geëlueerd door middel van centrifugeren en is er een zuiver PCR product ontstaan.[7]

Sequencen 
Het sequencen gebeurt door middel van de big-dye terminator sequencemix De primers die voor het sequencen gebruikt worden zijn M13 primers. Deze primers herkennen de ingebouwde sequenties. Er hoeft nu maar met één primerset te worden gesequenced, in plaats van de mix primers. De primers die gebruikt worden voor het sequencen staan vermeld in bijlage 1. 
Voordat er een sequencereactie ingezet kan worden moet er eerst een sequencemix gemaakt worden. Er wordt altijd een forward en een reverse sequencemix gemaakt.

	Ingrediënten
	Hoeveelheid (μl)

	Big dye terminator
	1

	Sequencebuffer
	7

	Primer (forward of reverse) (5 pmol/μl)
	1

	Water
	10


Tabel 4: De sequencemix voor één monster
Waneer de sequencemix is gemaakt wordt er in een 0,2 ml epje 19 μl sequencemix en 1 μl gezuiverd PCR-product gepipetteerd. Daarna kan het PCR product gesequenced worden.
De cyclus van het sequencen gebeurt via de standaard sequencereactie. 
	Cycli
	25

	Sequencestap
	Denaturatie
	Annealing
	Extensie

	Temp. (˚C)
	95
	50
	60

	Tijd (min)
	0:10
	0:05
	4:00


Tabel 5: Het programma dat gebruikt is voor het sequencen
De sequentiereactie vindt plaats in een automatische sequencer. De big-dye-terminator bevat belangrijke bouwstenen, dit zijn de dNTP’s en de ddNTP’s. De dNTP’s kunnen achter elkaar ingebouwd worden. Op het moment dat er een ddNTP wordt ingebouwd stopt de reactie. De ddNTP’s bevatten 1 zuurstofatoom minder zodat hieraan geen andere base meer kunnen hechten. Ieder ddNTP bevat een fluorescent label. Hieronder staat een tabel welk ddNTP, welk label heeft. Aan het eind van de sequencereactie kan de DNA sequentie geanalyseerd worden op basis van deze labels. 
	  base
	naam
	kleur van het fluorescente label

	A
	Adenine
	groen

	T(U)
	Thymine
	rood(U)

	C
	Cytosine
	blauw

	G(I)
	Guanine
	geel(zwart als piek)


Tabel 6: basen met de bijbehorende fluorescente labels




5.2 Het opzetten van een PCR om serotypen te kunnen onderscheiden 

In dit onderzoek is bekeken welke serotypen, die in het 13 valente vaccin komen, niet te onderscheiden zijn van elkaar op basis van het wzh-gen. Van deze serotypen word een nieuwe PCR ontwikkeld. Dit gebeurt door nieuwe primers te ontwikkelen voor deze serotypen. Hiervoor wordt het computerprogramma Kodon gebruikt. Deze primers worden op een ander gen ontwikkeld dan op het wzh-gen. De nieuw ontwikkelde primers worden bij binnenkomst getest met verschillende isolaten, zoals een 6A en een 6B isolaat. Hiervoor worden er isolaten meegenomen van het specifieke serotype en isolaten met het serotype dat er niet van onderscheiden kon worden in de wzh-PCR. Met behulp van een gradiënt PCR wordt nagegaan welke annealingstemperatuur het beste is voor deze primer en bij welke temperatuur hij het meest specifiek is. 

5.3 Het gevoeliger maken van de wzh-PCR

De wzh-PCR wordt gevoeliger gemaakt zodat hij ook gebruikt kan worden voor klinische monsters. Het gevoeliger maken van de PCR gebeurt door de PCR te optimaliseren. Dit gebeurt op basis van het veranderen van de annealingstijd, de annealingstemperatuur en de primerconcentraties. Het veranderen van de annealingstijd heeft als functie dat de primers meer tijd hebben om op de DNA streng te blijven zitten en zo meer nucleotiden kunnen inbouwen. Hierdoor wordt er meer product gevormd en wordt er een beter resultaat verkregen. Het veranderen van de annealingstemperatuur wordt gedaan omdat er bij een andere temperatuur een betere aanhechting van primers plaatsvindt, waardoor de primers beter kunnen hechten en er meer nucleotiden kunnen worden ingebouwd. Hierdoor verbeterd  het resultaat. Het veranderen van de primerconcentraties wordt gedaan omdat theoretisch gezien de hoeveelheid primers van invloed is op de hoeveelheid product. Hoe meer primers in de mix zitten hoe meer kans er is dat de primer kan aanhechten aan het template en hoe meer product er verkregen wordt. Dit geldt tot een bepaalde optimum concentratie. Het optimum van de annealingstemperatuur kan worden onderzocht in een gradiënt PCR. Het veranderen van de primerconcentraties wordt gedaan door meer of minder primers toe te voegen aan de PCR mix.

Klinisch materiaal
Zodra de wzh-PCR optimaal is kunnen er experimenten worden gedaan met klinisch materiaal. Het eerste experiment wordt er gedaan met bacteriesuspensies. Dit zijn levende bacteriën die zijn opgelost in 1% TE buffer. Deze suspensies worden gebruikt om een kit te testen die op een eenvoudige manier DNA uit bacteriën kan halen. Dit kitje is de extract-N-amp kit. Dit kitje bestaat uit dilutionbuffer en extractiebuffer. Eerst wordt er van het klinisch materiaal een pellet gemaakt van bacteriën. Een pellet wordt verkregen door 50 μl suspensie te centrifugeren op 15000g (14257 rpm) en het supernatant hiervan af te pipetteren. Met dit pellet wordt verder gewerkt. Bij het pellet wordt 25 μl extractiebuffer gepipetteerd en dit wordt 10 minuten bij 95°C gezet. Op deze manier lyseert de bacterie en wordt het DNA eruit geëxtraheerd. Na deze stap wordt er 25 μl dilutionbuffer toegevoegd. Dit zorgt ervoor dat de schadelijke effecten van de extractiebuffer worden opgeheven, zodat deze geen storing kan veroorzaken tijdens de uitvoering van de PCR. 
Ethanol precipitatie

Nadat alle stappen van het extract-N-amp kitje zijn doorlopen wordt de mix hiervan in een schoon epje gedaan. Hieraan wordt 1/10 volume van 2 M NaCl toegevoegd en 2.5 volume ethanol (96-100%). Dit wordt goed gemengd en 30-45 minuten bij -20°C gezet. Hierna wordt het monster 30 minuten gecentrifugeerd op 15000g (14257 rpm). Het supernatant wordt voorzichtig verwijderd,omdat het pellet kan los zitten. Daarna wordt het pellet gewassen door 1 ml 70% ethanol toe te voegen. Dit wordt 1 minuut geïncubeerd bij kamertempertuur en daarna 1 minuut gecentrifugeerd op15000g (14257 rpm). Het supernatant wordt weer zeer voorzichtig verwijderd. Dan wordt het pellet, zonder verdere toevoegingen opnieuw gecentrifugeerd, zodat alle vloeistof eruit kan worden gehaald. De resterende vloeistof wordt voorzichtig eruit gepipetteerd en de kleine restjes worden 15 minuten gedroogd aan de lucht. Daarna wordt het pellet geresuspendeerd door 20 μl TE buffer toe te voegen.[6]
QiaAmp
Eerst wordt er 20 μl protease in een 1,5 ml epje gepipetteerd. Het monster, dat is opgewerkt met het plantenkitje wordt hierbij gepipetteerd. Het totaal volume van het monster moet uitkomen op 200 μl, en omdat het monster maar 50 μl totaal is, komt hier nog 150 μl PBS bij. Hierbij wordt ook nog 200 μl AL buffer gepipetteerd. Dit geheel wordt 15 seconden gevortexed. Dit wordt vervolgens 10 minuten bij 56°C geïncubeerd. Dan wordt het monster enkele seconden gecentrifugeerd om druppels die op het dopje kunnen zitten naar beneden te halen. Hierbij wordt 200 μl ethanol (96-100%) bij gepipetteerd en er wordt weer 15 seconden gevortexed. Na het vortexen wordt er weer voor een aantal seconden gecentrifugeerd om de druppels van de deksel af te halen. Nu wordt de hele mix overgepipetteerd in een kolom met daaronder een 2 ml epje. Dit wordt 1 minuut gecentrifugeerd op 6000g (8000rpm). Het filtraat wordt weggehaald en de kolom wordt in een nieuw 2 ml epje gezet. Bij de kolom komt nu 500 μl AW1 buffer. Dit wordt weer 1 minuut gecentrifugeerd op 6000g (8000rpm). Nu wordt weer het filtraat weggegooid en de kolom in een nieuw 2 ml epje gezet. Nu wordt er 500 μl AW2 buffer toegevoegd en gecentrifugeerd voor 1 minuut op 6000g (8000rpm). De kolom wordt weer in een nieuw 2 ml epje gezet en zonder toevoegingen gecentrifugeerd. Daarna wordt de kolom in een 1,5 ml epje gezet en wordt er 200 μl AE buffer of gedestilleerd water toegevoegd. 1 minuut incuberen op kamertemperatuur en daarna 1 minuut centrifugeren op 6000g (8000rpm). Nu is het DNA klaar om ge-PCR-ed te worden.[7] 
5.4 De minimum spanning tree

De eerste opdracht was om een snapshot te maken van de pneumokokkenpopulatie van Nederland. Dit is uitgezet in een minimum spanning tree. In een minimum spanning tree is in 1 oogopslag te zien hoeveel serotypen er aanwezig waren voor de vaccinatie en hoeveel base verschil er tussen bepaalde serotypen zit. Om het principe van een minimum spanning tree te kunnen begrijpen is hieronder een plaatje te zien over hoe een minimum spanning tree is opgebouwd.
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Afbeelding 7: De opbouw van een minimum spanning tree. Op dit plaatje is te zien dat de grootte van de bol de hoeveelheid isolaten (samples) aanduiden. De afstand tussen de bollen is het aantal basen verschil. Hoe verder de bollen uit elkaar liggen hoe meer basen verschil ze hebben. De verschillende kleuren van de bollen staan voor de verschillende sero(sub)typen.

In de afbeelding hierboven is te zien dat er tussen serotype 14 en serotype 3 een streepje staat tussen de bollen. Door middel van instellingen in het programma is aan te geven tot hoeveel base verschil er een streep tussen de bollen wordt weergegeven. De grootte van de bol geeft het aantal zelfde sequenties aan. 
6 Resultaten

6.1 Een snapshot van de pneumokokkenpopulatie van Nederland; pre-vaccinatie
Wanneer alle sequentiereacties zijn uitgevoerd kan er een minimum spanningtree worden gemaakt. Vanuit deze boom kan worden bekeken welke serotypen er voornamelijk voorkwamen vòòr de vaccinatie van 2006. Wanneer alle wzh-sequenties in een minimum spanning tree worden gezet wordt het volgende plaatje zichtbaar.
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Afbeelding 7: Een minimum spanning tree van pneumokokkenisolaten van het NRBM uit de jaren 2004 en 2005. Dit zijn bloed en liqourmonsters van patiënten met een invasieve pneumokokkeninfectie. Deze resultaten vertegenwoordigen 25% van de Nederlandse samenleving met een invasieve pneumokokkeninfectie.
In afbeelding 7 is een minumum spanning tree te zien van de pneumokokkenpopulatie in Nederland. Er zijn verschillende kleuren te zien in 1 bol. Dit betekent dat deze serotypen dezelfde sequentie hebben. Ook is vaak te zien dat er een heel klein streepje in een bol een andere kleur heeft. Het lijkt erop dat er maar 1 of 2 isolaten een ander serotype hebben dan de rest van de bol. Om uit te sluiten dat dit zo is is er een coagglutinatie uitgevoerd op deze isolaten. Bij de meeste isolaten, waarbij dit aan de hand was, was te concluderen dat er een fout is gemaakt bij het NRBM. Bij deze isolaten was een fout serotype toegewezen, het blijkt het serotype te zijn die uit de wzh-sequentie is gekomen. 

Ook is er gebleken dat de stammen 19A en 19F niet goed geserotypeerd zijn. Dit zat samen in één bol. Ook dit is d.m.v. coagglutinatie gecontroleerd. Hiermee is gebleken dat er een aantal 19F stammen als 19A stammen waren getypeerd, maar in werkelijkheid 19F stammen waren. 
Wat erg merkwaardig is, is dat serotype 14 in 2 aparte bollen staat Deze bollen verschillen maar 1 base.

Serotype 3 is heel erg anders dan de rest van de serotypen, de sequentie is 1 base korter dan de rest.
Ook is duidelijk te zien welke serotypen niet te onderscheiden zijn van elkaar. Bijvoorbeeld serotype 6. Hier is goed te zien dat er 3 kleuren door elkaar staan. De kleur blauw staat voor serotype 6B, de kleur groen voor serotype 6A en de gele kleur staat hier omdat deze nog niet gesubtypeerd zijn. Van deze isolaten is niet te zeggen wat het juiste serotype is. Dat moet nog uitgezocht worden. 
6.2 Het opzetten van een PCR om de serotypen te kunnen onderscheiden die met een wzh-PCR niet te onderscheiden zijn van elkaar

Voor verder onderzoek aan de afstudeeropdracht wordt er gekeken naar de minimum spanning tree van de 13 sero(sub)typen die voorkomen in het 13 valente vaccin die nu nog in ontwikkeling is.

De pneumokokken die in het 13 valente vaccin voorkomen zijn:

1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F en 23F.

Wanneer deze serotypen in een minimum spanning tree worden gezet wordt het volgende resultaat zichtbaar:
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Afbeelding 8: De minimum spanning tree van de 13 valente pneumokokken waarvan er een vaccin in ontwikkeling is. In deze minimum spanning tree is goed te zien welke serotypen nog niet van elkaar te onderscheiden zijn. De verschillende kleuren stellen de verschillende serotypen voor. 

Op deze manier krijgt men een goed overzicht van de serotypen die nog niet te onderscheiden zijn. De verschillende kleuren in de minimum spanning tree stellen de verschillende serotypen voor. In sommige bollen zijn twee kleuren zichtbaar. Dit hoeven dan niet 2 verschillende serotypen te zijn, maar dit kan ook 1 serotype zijn. Dit komt omdat bepaalde monsters nog niet zijn geserosubtypeerd. Dit is goed te zien bij serotype 7. Deze bal heeft een groene kleur en een blauwe kleur. De blauwe kleur is serotype 7 en de groene kleur is serotype 7F. Het is waarschijnlijk dat de blauwe kleur ook serotype 7F is, omdat de sequencereacties hetzelfde resultaat heeft als serotype 7F. Dit komt bij meerdere serotypen voor. 

De serotypen die niet te onderscheiden zijn op basis van de wzh PCR zijn: 

- 6A en 6B

- 7A en 7F

- 9A en 9V

- 18A, 18B en 18C

Omdat serogroep 6 een bijzondere groep is, veel geassocieerd met vaccinfalen en de beschrijving van het nieuwe serotype 6C, is voor deze groep specifieke PCRs gemaakt. 
De minimum spanning tree van de 6A en de 6B stammen ziet er als volgt uit:
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Afbeelding 9: De minimum spanning tree van de 6A en 6B serotypen. De rode kleur stelt serotype 6A voor en de groene kleur stelt serotype 6B voor. Er is goed te zien dat de serotype 6A en 6B nog niet goed van elkaar te onderscheiden zijn. De grote bol bestaat uit 6A en 6B

Hierop is goed te zien dat de kleur rood in de groene bol zit. Rood staat voor de serotype 6A en groen staan voor 6B.

Deze sequenties zijn onder elkaar gezet en met behulp van het computerprogramma Kodon konden nieuwe primers worden ontwikkeld. Het programma zoekt ook uit waar de meeste verschillen in zitten. Dat is bij deze serotypen op het rmlA-gen. Hier worden primers op ontworpen. Deze worden eerst met een gradiënt PCR getest. De gradiënt PCR zorgt ervoor dat er in elk epje, van links naar rechts, een andere annealingstemperatuur is. Eerst worden de 6A primers uitgeprobeerd. Hiervoor worden 6A en 6B stammen gebruikt. Als de primers goed werken zou alleen bij de 6A stammen PCR product ontstaan. Wanneer de 6B primers worden uitgeprobeerd zou alleen bij de 6B stammen PCR product ontstaan zijn. De primers die ontwikkeld zijn voor dit onderzoek worden beschreven in bijlage 1.
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Resultaat van de 6A primers:
Afbeelding 10: Dit is een gradiënt PCR van de ontwikkelde
  Afbeelding 11: Dit is een gradiënt PCR van de 


6A primers met een 6A monster. Dit onderzoek is met 
  ontwikkelde 6A primers met een 6B monster. Dit 

meerdere monsters
gedaan, maar bij alle monsters is 
  monster hoort het niet te doen. Toch is er een PCR

hetzelfde resultaat waarneembaar.


  product gevormd. Deze primers zijn niet specifiek







  genoeg.

Het linker plaatje is een gradiënt PCR van een 6A monster en het rechterplaatje is een gradiënt PCR van een 6B monster. Bij deze gradiënt PCR zijn de volgende temperaturen gebruikt, van links naar rechts; 48,0°C- 48,2°C- 48,8°C- 49,5°C- 50,6°C- 51,9°C- 53,4°C- 54,7°C- 55,7°C- 56,3°C- 56,8°C- 57,0°C.

Omdat de 6B monsters het het beste doen tussen de 48°C en de 52°C worden de 6B primers uitgetest tussen de 46°C en de 52°C.

Resultaat van de 6B primers;


Afbeelding 12: Een gradiënt PCR van de 6B ontwikkelde
Afbeelding 13: Een gradiënt PCR van de 6B 

primers. Hier zijn de primers uitgetest met een 6A 
ontwikkelde primers. Op deze afbeelding zijn de 

Monster. Dan hoort er geen PCR product te ontstaan.
Primers uitgetest met een 6B monster. Het optimum

Deze ontstaat wel. Dit duidt erop dat de 6B specifieke
ligt op de 46°C.

primers niet specifiek genoeg zijn.

De primers zijn nog niet specifiek genoeg. Er worden nieuwe primers ontwikkeld en weer opnieuw uitgetest. Dit is weer gedaan met behulp van een gradiënt PCR.

Resultaat van de 6A primers;



Afbeelding 14: Een gradiënt PCR op de nieuwe ontwikkelde
Afbeelding 15: Een gradiënt PCR op de 

6A primers met een 6A monster. Er is te zien dat er een optimum
nieuw ontwikkelde 6A primers met een 6B 

temperatuur is van zo rond de 46°C. Dit onderzoek is met 

monster. Hier hoort geen PCR product 

meerdere monsters uitgevoerd en ze komen allemaal op dezelfde
gevormd te worden. Dit is toch het geval. Dit

optimumtemperatuur uit.




houdt in dat de primers niet specifiek zijn.

 Resultaat van de 6B primers;



Afbeelding 16: Een gradiënt PCR op de nieuw ontwikkelde

Afbeelding 17: Een gradiënt PCR op de

6B primers met een 6A monster. Hier hoort geen PCR product
nieuw ontwikkelde 6B primers met een 6B

gevormd te worden. Dit gebeurt ook niet. Dit betekent dat deze
monster. Er is een optimumtemperatuur te 

primers specifiek zijn. Er zijn meerdere 6A monsters getest en al 
zien bij 45°C. Verdere onderzoeken met 

die monsters geven geen bandje bij deze primers.


Deze primers worden gedaan bij 45°C.

De specifieke primers voor 6A zijn nog altijd niet specifiek, maar daarentegen lijken de 6B specifieke primers wèl specifiek te zijn. Om te bekijken of dat echt zo is worden alle serotype 6 stammen ge-PCR-ed met de 6A specifieke primers en met de 6B specifieke primers.

De PCR wordt uitgevoerd met een annealingstemperatuur van 46°C voor de 6A specifieke primers en een annealingstemperatuur van 45°C voor de 6B specifieke primers. 

Serotype 6C is een nieuw beschreven serotype in de literatuur. Dit type wordt geserotypeerd als 6A in de classieke serotyperingsmethoden. In de minimum spanning tree is in de grote bal de kleuren groen en rood te zien. De rode kleur van deze bal zouden eventueel de 6C stammen kunnen zijn. Om dat uit te kunnen zoeken is sequentie uit de literatuur opgezocht. Op de universiteit van Alabama in Birmingham (VS) is het hele kapsel gesequenced van de 6C stam. De 6C stam lijkt op de 6A stam, maar verschilt voornamelijk op 1 gen, het wciN gen[12]. Op dit gen zijn ook de primers ontwikkeld. Alle potentiële 6C stammen worden gesequenced om te bekijken of er daadwerkelijk 6C stammen in de collectie zitten. In de gel hierna beschreven is te zien dat er 8 stammen PCR product gevormd. Dit zijn mogelijk de 6C stammen. 



Afbeelding 18: Een PCR van alle 6A monsters met 6C primers. Het overgrote deel van de monsters reageren niet en vormen dus ook geen PCR product. Er zijn 8 monsters die zeer waarschijnlijk 6C stammen zijn. Deze stammen worden gesequenced om zeker te weten dat dit 6C stammen zijn.  
6.2.1 Het sequencen van de 6A, 6B en 6C stammen

Het sequencen van de 6A, 6B en de 6C stammen wordt net zoals het wzh-gen gesequenced, alleen worden nu de PCR primers gebruikt om te kunnen sequencen. 

Er is eerst gesequenced op dezelfde manier als het wzh-gen. Alleen de annealingstemperatuur is nu geen 51°C, maar 46°C. De zuivering van het DNA gebeurt door exosap. De lysaten die gebruikt zijn hiervoor waren allemaal 10 maal verdund. Na het sequencen blijkt dat de sequencereactie is mislukt. Hierna is het geprobeerd met onverdunde lysaten. Ook nu is er geen enkele sequencereactie gelukt. Dan wordt er gesequenced met gezuiverd product, dat is gezuiverd met behulp van een kolom. De monsters worden vanaf nu steeds onverdund gebruikt De 6C stammen doen het geheel. Daar is een forward en een reverse sequentie getoont. Van de 6A en 6B stammen geven alleen de reverse sequenties een mooi resultaat. Wanneer er een alcoholprecipitatie wordt uitgevoerd op de monsters, voordat ze ge-PCR-ed worden, wordt het resultaat wel beter. 
6.3 Klinische PCR

6.3.1 Het gevoeliger maken van de PCR voor klinische materialen

Het gevoeliger maken van de PCR voor klinische materialen wordt gedaan omdat dan de pneumokok niet meer opgekweekt hoeft te worden vanuit klinisch materiaal, bijvoorbeeld bloed. Het kweken van bacteriën uit bloed is al erg lastig, omdat hier maar heel weinig bacteriën inzitten. 

Er zijn een aantal manieren om een PCR gevoeliger te maken. Er kan er invloed worden uitgeoefend op de annealingstemperatuur en de annealingstijd evenals op de primerconcentraties.

Als eerste is er gekeken naar de annealingstemperatuur. Dit is gedaan door 2 verschillende monsters met verschillende concentraties in een gradiënt PCR te testen. Er zijn een aantal gradiënt PCR’s ingezet. De annealingstemperaturen die gebruikt zijn voor deze gradiënt PCR’s liggen tussen de 49°C en de 53°C. 

Hieronder is het resultaat te zien van 1 van de gradiënt PCR’s.

Afbeelding 19: Resultaat van de gradiënt PCR met verschillende annealingstemperaturen. Deze variëren tussen de 49°C en de 53°C. De P nummers zijn de monsternummers. Daaronder is de concentratie te zien van de monsters. De onderste bandjes zijn de overtollige primers en de lichte bandjes, die daarboven zitten, is het DNA van de bacterie. In dit geval het wzh-gen.

Op deze afbeelding is één isolaat te zien, maar er zijn meerdere isolaten gebruikt. Bij alle gradiënt PCR’s die zijn ingezet is dezelfde conclusie te trekken. Bij een annealingstemperatuur van 51°C is het beste resultaat te zien. Het bandje op de gel bij deze temperatuur is het dikste en het duidelijkst zichtbaar. Ook is er bij de gradiënt PCR die ingezet is een aantal verdunningen gemaakt. Dit was om te bestuderen wanneer en bij welke temperatuur het beste resultaat zichtbaar werd. 

Nadat deze resultaten waren behaald is er verder gekeken naar de anealingstijd. Deze is gevarieerd tussen 30 seconden en 60 seconden. Ook bij deze proef zijn verschillende verdunningen gebruikt om te bestuderen wanneer en bij welke verdunning het beste resultaat zichtbaar is. Hieronder is te zien wat het resultaat is bij deze verschillende annealingstemperaturen. Ook is op deze afbeelding te zien dat na verloop van tijd het lysaat achteruit gaat. De ene dag zijn de bandjes minder duidelijk zichtbaar dan de andere dag. Daarom is bij alle proeven de vorige proef ook meegenomen zodat je een goede vergelijking kunt maken tussen deze temperaturen.



Afbeelding 20: Verschillende monsters die ge-PCR-ed zijn bij 
Afbeelding 21: Verschillende monsters die ge-

een annealingstijd van 30 seconden. Deze monsters zijn 
PCR-ed zijn bij een annealingstemperatuur van 

getest bij verschillende verdunningen (onverdund, 5 maal
40 seconden. Deze monsters zijn getest bij de 

verdund en 25 maal verdund)
volgende verdunningen: onverdund, 5 maal verdund en 25 maal verdund.      
Afbeelding 22: 

Bovenste afbeelding;

4 monsters die zijn getest bij een annealingstijd van 50 seconden. Deze monsters zijn getest bij verschillende verdunningen. Van links naar rechts; onverdund, 5 maal verdund en 25 maal verdund.

Onderste afbeelding;

4 monsters die zijn getest bij een annealingstijd van 40 seconden. Deze monsters zijn ook getest bij verschillende verdunningen. Van links naar rechts; onverdund, 5 maal verdund en 25 maal verdund.


Afbeelding 23:

Bovenste afbeelding;

4 monsters die zijn getest bij een annealingstijd van 50 seconden. Deze monsters zijn getest bij verschillende verdunningen. Van links naar rechts; onverdund, 5 maal verdund en 25 maal verdund.

Onderste afbeelding;

4 monsters die zijn getest bij een annealingstijd van 60 seconden. Deze monsters zijn ook getest bij verschillende verdunningen. Van links naar rechts; onverdund, 5 maal verdund en 25 maal verdund.


Deze proef is herhaald met meerdere lysaten. Bij al deze lysaten is de conclusie te trekken dat de optimale annealingstijd 50 seconden bedraagt. Hier zijn de bandjes het beste zichtbaar. 

Voor het gevoeliger maken van de PCR zijn ook de primerconcentraties onderzocht. Er zijn een aantal monsters getest bij verschillende primerconcentraties. De primerconcentraties variëren tussen de 5 pmol/μl en de 20 pmol/μl.

Bij alle monsters is te concluderen dat de primerconcentraties bij 10 pmol/μl de beste resultaten te verkrijgen zijn. 

6.3.2 Het uittesten van klinische materialen op de geoptimaliseerde PCR

Nadat de PCR geoptimaliseerd is worden er klinische monsters getest. Het is de bedoeling dat de klinische monsters niet eerst opgekweekt hoeven te worden, maar dat ze direct vanuit het bloed geserotypeerd kunnen worden. 

Hiervoor worden de klinische monsters eerst opgewerkt met de extract-N-amp methode. Dit is een methode die men gebruikt voor het extraheren van DNA uit planten. Bij dit onderzoek wordt de extract-N-amp methode gebruikt voor het extraheren van DNA uit pneumokokken. 

Deze methode is als eerst uitgetest met bloed waarin bacteriën werden gebracht. Er is op de dag zelf bloedgeprikt. 950 μl bloed wordt gebruikt en hierbij wordt 50 μl bacteriesuspensie gepipetteerd. Dit wordt eerst goed gemengd op de vortex en daarna afgedraaid op een snelheid van 1000g gedurende 10 minuten. Het plasma wordt eraf gepipetteerd en in een ander 1,5 ml epje gedaan. Hierin zitten de bacteriën. Het plasma wordt met een snelheid van 16000g afgedraaid, zodat er dan een pellet met bacteriën overblijft. De bovenstaande vloeistof wordt eraf gepipetteerd en het pellet wordt nog een keer op 16000g afdraaien. Het bovenste wordt weer afgepipetteerd. 

Bij het pellet wordt 25 μl extractiebuffer gepipetteerd en dit wordt 10 minuten bij 95°C gezet. Daarna wordt er 25 μl dilution buffer gepipetteerd en hiervan kan een PCR gedraaid worden.
Het extractiebuffer zorgt ervoor dat het DNA, in de bacterie, geëxtraheert wordt. De dilutionbuffer zorgt ervoor dat de schadelijke invloed van het extractiebuffer onschadelijk gemaakt worden, zodat de PCR zonder problemen kan worden gedraaid. Zonder dilutionbuffer zouden er geen PCR producten ontstaan.

Uit de resultaten die volgden, na een aantal keer een PCR uit te voeren met verschillende monsters, is te concluderen dat er helemaal geen PCR producten ontstonden. Daarom is er onderzoek gedaan naar het extractiebuffer en het dilutionbuffer. Wanneer er een PCR werd ingezet van het monster met alleen dilutionbuffer ontstonden er nog wel PCR producten. Maar zodra extractiebuffer werd toegevoegd waren er helemaal geen PCR producten meer zichtbaar. Deze proeven zijn uitgevoerd met lysaten. De resultaten van deze proeven zijn hierna beschreven. Links is een gel te zien met alleen monsters met dilutionbuffer en rechts zijn monsters te zien met dilutionbuffer en extractiebuffer. 


Afbeelding 24: Links zijn de lysaten te zien, deze zijn niet 

Afbeelding 25: Links zijn de lysaten te zien die niet 

opgewerkt, dit zijn de positieve controles. Rechts zijn de 
 zijn opgewerkt. Deze lysaten geven een PCR product.

lysaten te zien die opgewerkt zijn in dilutionbuffer. Er is PCR
 Rechts staan de lysaten die opgewerkt zijn met 

product gevormd. 
 dilutionbuffer en extractiebuffer. Hier is geen PCR

 product gevormd.


Nadat de conclusie werd getrokken dat de monsters worden gestoord door het extractiebuffer is geprobeerd met een verdunningsreeks een eind te maken aan de verstoring van de extractiebuffer. Uit deze onderzoeken was te concluderen dat de verstoring alleen verholpen kon worden door het extractiebuffer meer dan 25 keer te verdunnen. Dit is praktisch niet haalbaar, dus er zijn andere maatregelen getroffen. Zo is geprobeerd met behulp van een alcoholprecipitatie de storende factoren uit het monster te halen. In theorie zou er dan geen storing meer moeten optreden. Het resultaat van de alcohol precipitatie is hierna te zien.


Afbeelding 26: Het resultaat van de proef met als zuiveringsstap alcohol precipitatie. Hier zijn bandjes te zien bij de 3 monsters; P2004-1070, P2004-0525 en P2004-0361. Deze zuiveringsstap zorgt ervoor dat de storende factor (extractiebuffer) de PCR niet meer kan storen.

Zoals te zien is in deze afbeelding zijn er nu wel bandjes zichtbaar. Het lijkt erop dat de alcoholprecipitatie de schadelijke effecten van de extractiebuffer eruit heeft gehaald.
Er is niet alleen een alcoholprecipiatie uitgevoerd, maar er is ook een qiAamp uitgevoerd. Dit is ook een zuiveringsstap, maar werkt door middel van een kolomzuivering. In afbeelding 27 is het resultaat van deze zuiveringsstap te zien.








Afbeelding 27: Het resultaat van de proef met als zuiveringsstap qiAamp. Bij deze zuiveringsmethode zijn bijna geen bandjes te zien. Er is alleen een licht bandje zichtbaar bij monster P2004-0361. De alcoholprecipitatie blijkt toch beter  te werken dan de qiAamp methode.  

Uit de verschillende zuiveringsmethoden is de conclusie te trekken dat de alcoholprecipitatie het beste werkt. Hiermee wordt dan ook verder gegaan met de overige proeven. Eerst wordt er uitgetest of er misschien een carriër nodig is, zodat ook de kleine DNA-fragmenten worden meegenomen. Dan zou er meer product moeten ontstaan. Vervolgens wordt dan de methode uitgetest op klinische materialen.
7. Discussie 

7.1 Een snapshot maken van de pneumokokkenpopulatie van Nederland in het pre-vaccinatie tijdperk
Na het maken van de snapshot vielen de volgende dingen op. Ten eerste is te zien dat er in veel bollen 2 kleuren te zien zijn. De groene kleur zijn isolaten die niet gesero(sub)typeerd zijn. Bijvoorbeeld wanneer men kijkt naar de bol van serotype 7 zijn er 2 kleuren te zien. Van het grootste vlak is alleen bekend dat het serotype 7 is en van het kleinere vlak is bekend dat het serotype 7F is. Gezien de hoeveelheid juist getypeerde 7F stammen is het te verwachten dat de niet-geserosubtypeerde serotype 7F zijn. Bij een klein aantal van al deze bollen betekenen de 2 kleuren dat er wel 2 serotypen in de bol liggen en dat deze serotypen niet van elkaar te onderscheiden zijn op basis van de sequentie.

Ook viel op dat er in bepaalde bollen een heel klein lijntje met een andere kleur zichtbaar is. Van deze isolaten hebben we opnieuw een serotypering gedaan op basis van coagglutinatie. Hierbij bleek dat het serotype van het kleine lijntje niet het goede serotype had. Het serotype dat de bol aangeeft blijkt het goede serotype te zijn. Hier heeft het NRBM een serotyperingsfout gemaakt. Dit blijkt ook zo te zijn met de 19A en 19F. Het NRBM heeft deze isolaten geserotypeerd met coagglutinatie. Zodra er een serotypering plaats vond met behulp van de wzh PCR kwamen deze 2 serotypen in 1 bol te liggen. Hierdoor was de verwachting dat er sprake was dat deze 2 serotypen niet te onderscheiden waren van elkaar, maar na verdere onderzoeken gedaan te hebben kwam de conclusie dat het NRBM een fout had gemaakt en dat al deze isolaten 19A stammen te waren.

Tenslotte viel op dat serotype 3 de grootste afstand heeft tot elk ander serotype, omdat deze sequentie 1 basepaar korter is dan de rest. Het lijkt erop dat deze frameshift het regulatiegen heeft geïnactiveerd. Serotype 3 staat bekend om zijn uitbundige vorming van kapsel. Ook is bekend dat de kapselproductie via een ander mechanisme wordt aangestuurd dan andere serotypen. 
Serotype 14 is een ander serotype dat opvallend is. De serotype 14 isolaten vormen 2 bollen, waar één basepaar verschil tussen zit. Wellicht is er binnen dit serotype sprake van meerdere subtypen. 

Omdat deze snapshot een juiste afspiegeling is van de Nederlandse pneumokokkenpopulatie, kunnen we hieruit opmaken welke serotypen veel voorkomen. Wanneer we dit vergelijken met het 7-valente vaccin, kunnen we zien dat er niet tegen alle prominent aanwezige serotypen wordt gevaccineerd. Daarom is de uitbreiding van de immunisatie d.m.v. het 13-valente vaccin een juiste keuze. 

Wzh-serotypering heeft veel voordelen ten opzichte van klassieke serotyperingsmethoden. 
Wanneer er geserotypeerd moet worden met de klassieke serotyperingsmethode dan moet er veel preparaatje worden gemaakt en worden gekeken of het kapsel een verandering heeft ondergaan. Is het kapsel gaan zwellen of niet. Dit kost erg veel tijd en mankracht en daarbij moeten alle antisera in huis zijn. Bij het serotyperen met behulp van coagglutinatie moet er veel geagglutineerd worden. Ook dit kost erg veel tijd. Maar wanneer er geserotypeerd wordt met behulp van een wzh-PCR dan is in 1 oogopslag te zien welk serotype het is. Dit kost minder tijd. 
7.2 Het opzetten van een PCR om de serotypen te kunnen onderscheiden die met een wzh-PCR niet te onderscheiden zijn van elkaar

Er zijn specifieke PCRs opgezet voor serotype 6A en 6B. De eerste set bestelde primers waren niet specifiek. Hierom zijn er nieuwe primers besteld. Hierbij is gelet op het aantal fouten op de 3’uiteinde van de DNA streng. Dit was bij de eerste primers niet gedaan, daar zaten de fouten op het 5’uiteinde. Dit zou verschil uit moeten maken. 

De volgende set primers zijn weer getest op specificiteit. Bij de primer die specifiek moet zijn voor serotype 6A blijkt dat hij helemaal niet specifiek is. De 6B stammen vormen ook PCR product. De primers die specifiek horen te zijn voor serotype 6B blijken na eerste instantie wel specifiek te zijn. Maar nadat alle monsters waren getest, alle 6A en 6B monsters, wordt de conclusie getrokken dat er een aantal monsters van serotype 6A ook reageren met de primers van serotype 6B. Om na te kunnen gaan wat er precies aan de hand is met deze stammen worden ze gesequenced. Het zou kunnen zijn dat de 6A stammen verkeerd geserotypeerd zijn en 6B stammen zijn of dat er recombinatie in het kapselgen heeft gezorgd voor veranderingen. 
In de bol van de 6A en de 6B isolaten is te zien dat er 6A isolaten in de grote 6B bol zitten. Nadat er is uitgezocht dat er een nieuw serotype is opgedoken (6C) zijn hiervoor primers ontwikkeld en deze zijn uitgetest. Alle isolaten zijn meegenomen om er achter te kunnen komen of er in deze collectie ook 6C stammen te vinden waren. De 6C stammen lijken (in de theorie) verdacht veel op 6A stammen. Ze verschillen maar 1 gen. Ze worden ook hetzelfde geserotypeerd als de 6A stammen met de klassieke methode. Nadat alle stammen zijn gecontroleerd blijkt uit de resultaten dat er inderdaad 6C stammen in de collectie zitten. Hieruit blijkt dat er een aantal 6A isolaten die in de grote 6B bol zitten, geen 6A stammen zijn, maar 6C stammen. Om uit te zoeken wat het verschil tussen de 6A isolaten, de 6C isloaten en de 6B isolaten zijn in de grote 6B bol worden al deze isolaten gesequenced.

Het sequencen van de 6A en 6B stammen

De eerste keer dat de monsters werden gesequenced waren de monsters 10 maal verdund. Er was geen enkele sequentie gelukt. Daarna zijn de monsters onverdund meegenomen in de sequencereactie. Dit verbeterde niet. De volgende stap was om de PCR producten te zuiveren m.b.v. kolomzuivering. Dit blijkt wel enig effect te hebben. Nu zijn de reverse sequenties wel goed. Alleen de forward sequenties doen het nog niet. Wanneer er eerst een alcoholprecipitatie wordt uitgevoerd voordat er een PCR wordt ingezet, en na het uitvoeren van de PCR een kolomzuivering dan is bij een gedeelte van de monsters ook een mooie forwardsequentie te zien. 
7.2 Het gevoeliger maken van de PCR voor klinische materialen

Na het uittesten van de extract-N-amp was de conclusie getrokken dat er geen PCR producten werden gevormd wanneer dit kitje was toegepast. Na een aantal testen kwam de conclusie dat het extractiebuffer zorgde voor de storing. Wellicht zijn er componenten die in deze multiplex PCR storen. Er zijn een aantal manieren bedacht om het extractiebuffer niet meer te laten storen. De manier die het beste werkt blijkt de alcoholprecipitatie te zijn. Met een alcoholprecipitatie wordt het DNA gezuiverd van deze storende factoren.
8. Conclusie en aanbevelingen
8.1 Conclusie
Het eerste onderzoek ging over het maken van een snapshot van de hele Nederlandse pneumokokkenpopulatie voor de vaccinatie. De wzh-PCR blijkt een goede methode te zijn om de serotypen te onderscheiden van elkaar. Er zijn maar een paar serotypen die met de wzh-PCR niet te onderscheiden zijn. Deze serotypen moeten onderscheiden worden met behulp van specifieke primers. Wat is je conclusie dan?? Is wzh een goede methode?? Kon je genoeg serotype onderscheiden? Van hieruit is verder gekeken naar de serotypen van het 13 valente vaccin. 

Het doel van het onderzoek was om serotypen die niet te onderscheiden zijn van elkaar van elkaar te onderscheiden door een specifieke PCR op te zetten. Er is gewerkt aan het specifiek maken van de 6A en 6B serotypen. Op dit moment worden er nog isolaten gesequenced om te kunnen bestuderen waarom de specifieke primers voor de 6A/6B isolaten niet werkt. 
Een ander doel van dit onderzoek was om de PCR gevoeliger te maken voor klinische materialen. De PCR is gevoeliger gemaakt en de PCR lijkt te gaan werken op klinische bloedmonsters. 
8.2 Aanbevelingen
De serotypen 6A en 6B zijn nog steeds niet van elkaar te onderscheiden. Hier moet nog goed naar gekeken worden. De specifieke primers voor de overige serotypen die niet te onderscheiden zijn van elkaar moeten nog ontwikkeld worden.
De PCR is gevoeliger gemaakt. De methode die is ontwikkeld om klinische materialen gelijk te testen moet nog uitgetest worden op klinisch materiaal.

Om uit te kunnen zoeken of de vaccinatie wel heeft geholpen zou er nog een post-vaccinatie snap-shot gemaakt kunnen worden. Hierin wordt dan duidelijk of er ook vaccinfalen zijn en of er andere serotypen infecties veroorzaken waarvoor misschien ook ingeënt moet worden.
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Bijlage 1: De primers die gebruikt zijn bij het onderzoek

Wzh primers

Forward primers

M13CapAB1T1460F

GTA AAA CGA CGG CCA GCA TTC GCA TAT CGT TTT TG

M13F-SP1C-1460F

GTA AAA CGA CGG CCA GCA TTC TCA CAT TAT TTT TGA TGT

M13F-Sp1C-1460F

GTA AAA CGA CGG CCA GCA TTC GCA CAT CGT CTT TG

Reverse primers
M13CapAB1T1983R

CAG GAA ACA GCT ATG ACC TGA GCT CTT TTT TTC ATG A

M13R-Sp38-1983R

CAG GAA ACA GCT ATG ACG TGA ACT CGT TTC TTC ATG A

M13R-Sp29-1983R

CAG GAA ACA GCT ATG ACC CGA GCT CTC TTT TTC ATA A

M13R-Sp1C-1983R

CAG GAA ACA GCT ATG ACC CGA GCT CTC TTT TTC ATG A

Sequenceprimers

M13F
GTA AAA CGA CGG CCA G

M13R

CAG GAA ACA GCT ATG AC
6A specifiek
Forward primer

Sp-rmlA-6A-specF

TTG TAG AAT TTG ATG AAA ATA TGA A

Smelttemperatuur: 55,0°C

Positie: 13095

Minimaal aantal fouten: 19

Reverse primer

Sp-rmlA-6A-specR

TAT TCA TTT TTC TTA AGT GAT TGG G

Smelttemperatuur: 54,7°C

Positie: 13471

Minimaal aantal fouten: 21

6B specifiek

Forward primer

Sp-rmlA-6B-specF

TTC TTC AAG ACG GAT CTG AG

Smelttemperatuur: 55,5°C

Positie: 12724

Minimaal aantal fouten: 12

Reverse primer

Sp-rmlA-6B-specR

ATT TCT AAT TCT CCG CGA G
Smelttemperatuur: 54,7°C

Positie: 13105

Minimaal aantal fouten: 14

6C specifiek (401 bp) (26 FEBRUARI 2008)

Forward primer

Sp-wciN-6C-specF

TTT TAC GCG CGA TTA AAC

Smelttemperatuur: 55,1°C

Positie: 6724

Minimaal aantal fouten: 10

Reverse primer

Sp-wciN-6C-specR

ACT AAT ACG ACC AAT CAT CCC

Smelttemperatuur: 55,5°C

Positie: 7104
Minimaal aantal fouten: 13
6B specifiek (600 bp) (26 FEBRUARI 2008)
Forward primer

Sp-rmlA1-6BspecF

GAA AGG TAT TAT TCT TGC AGG T

Smelttemperatuur: 54,4°C

Positie: 12536
Minimaal aantal fouten: 1

Reverse primer

Sp-rmlA1-6BspecR

TTG ACA TCT GTG ATT TCT AAT TCT

Smelttemperatuur: 54,9°C

Positie: 13112
Minimaal aantal fouten: 3
6A specifiek (500 bp) (26 FEBRUARI 2008)

Forward primer

Sp-rmlA1-6AspecF

TTT ACT ACC CAC TTT CAA CAT TAA

Smelttemperatuur: 55,0°C

Positie: 12762

Minimaal aantal fouten: 2

Reverse primer

Sp-rmlA1-6AspecR

GAC ATC TGT AAT TTC CAA TTC AC

Smelttemperatuur: 55,3°C

Positie: 13239
Minimaal aantal fouten: 3






























































































































































































































































































































51,0°C





49,3°C





52,4°C





53,5°C





54,3°C





46,5°C





52,4°C





53,5°C





51,0°C





49,3°C





54,8°C





54,3°C





55,0°C





47,8°C





Monster 6A: P2005-1261





46,0°C





Monster 6B: P2005-0901





51,6°C





51,9°C





46,2°C





47,0°C





50,5°C





49,6°C





48,6°C





51,1°C





47,7°C





46,0°C





52,0°C





47,0°C





46,2°C





46,5°C





56,8°C





54,7°C





48,6°C





50,5°C





49,6°C





46,7°C





51,1°C





51,9°C





45,9°C





51,6°C





52,0°C





6A monster: P2004-0954





6B monster: P2004-1057





48,0°C





49,5°C





53,4°C





50,6°C





55,7°C





56,3°C





57,0°C





51,9°C





53,4°C





54,7°C





55,7°C
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TIGR-4





P2004-1070





P2004-0525





P2004-0361





TIGR-4





P2004-1070





P2004-0361





P2004-0525





Annealingstijd van 40 seconden





Annealingstijd van 50 seconden





Annealingstijd van 30 seconden





Annealingstijd van 40 seconden





P2005-0882





P2005-0918





P2005-0809





P2004-1053





P2004-1647





P2004-1666





P2005-0108





P2005-0175





Monster 6A: P2004-1172





Monster 6B: P2004-0981
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45,0°C





45,3°C





45,9°C





46,7°C





47,8°C





49,3°C





51,0°C





52,4°C





53,5°C





54,3°C





54,8°C





55,0°C





Monster 6A: P2004-1172





Monster 6B: P2004-0984





45,0°C





45,0°C





47,7°C





48,8°C





48,2°C





49,5°C
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45,9°C
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47,8°C
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56.8°C





56,3°C
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Moleculaire serotypering van pneumokokken. 
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