Real Time PCR voor de directe detectie van klinisch relevante mycobacteriën.
	

	

	

	

	


Real Time PCR voor de directe detectie van klinisch relevante mycobacteriën.

Anniek Veen

November 2006 – Mei 2007

[image: image14.jpg]



Institute for Life Sciences and Chemistry

Medische microbiologie

Hogeschool van Utrecht

Schoolbegeleidster:

Marie-Monique Immink



Vrije Universiteit Amsterdam, Medische Centrum

Afdeling: Medische Microbiologie en Infectiepreventie

Stagebegeleiders:

Drs. G.J. Blaauw

Dr. W. Bitter
Voorkant: http://www.nsgs.it/Mycobacter.jpg
Voorwoord
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De volgende personen wil ik graag bedanken:

Drs. G.J. Blaauw voor zijn begeleiding, vele uitleg en geduld tijdens het onderzoek. 

Dr. W. Bitter voor de wekelijkse werkbesprekingen en het nakijken van mijn verslag.
Arnold Catsburg voor zijn tijd, uitleg en begeleiding met de Real Time PCR. 

Tridia van der Laan van het RIVM voor de verschillende mycobacterium stammen. 
De hele afdeling MMI en alle studenten wil ik ook graag bedanken voor een hele leuke en gezellige tijd.

Graag wil ik ook nog mijn ouders en mijn vriend bedanken voor alle steun en geduld voor het luisteren voor mijn onbegrijpelijk verhalen. Jullie zijn echt mijn steun en toeverlaat. 
Samenvatting
Atypische mycobacteriën worden tegenwoordig steeds vaker geïsoleerd. Ze kunnen overal in het lichaam infecties veroorzaken zoals lymfklierinfecties, huidinfecties, infecties aan gewrichten en botten, katheter infecties enz. Mycobacteriën kunnen traditioneel gedetecteerd worden door een Ziehl-Neelse kleuring en een auramine-rhodamine kleuring. Wanneer beide kleuringen positief zijn wordt er een Real Time PCR uitgevoerd om te kunnen bevestigen dat de infectie wordt veroorzaakt door mycobacteriën. Sputum monsters uit patiënten zijn gecontamineerd met bacteriën die commensaal in de luchtwegen voor komen zoals Corynebacterium, Rhodococcus en Nocardia. Deze commensalen worden in de Real Time PCR die op het VUmc wordt uitgevoerd ook positief. Een uitslag van de Real Time PCR geeft dus geen uitsluitsel dat er mycobacteriën in het sputum monster zitten. Er moet dus een Real Time PCR ontwikkeld worden die alleen positief is voor mycobacteriën.

Het is bekend dat alle mycobacteriën die tot nu toe zijn bestudeerd minimaal drie ESX clusters hebben. In Corynebacterium en Streptomyces komt een regio voor die op het ESX cluster lijkt en dit cluster lijkt het meest op ESX-4. Waarschijnlijk komt het ESX-3 cluster in alle mycobacteriën voor. In M. tuberculosis is dit ESX-3 cluster essentieel voor de groei. Men denkt dat het ESX-5 cluster alleen in langzaam groeiende mycobacteriën voorkomt.

Het ESX-3 cluster en ESX-5 cluster zijn gebruikt om een Real Time PCR op te zetten die alleen mycobacteriën detecteert. Hiervoor is in silico een alignment gemaakt met bekende sequenties van mycobacteriën en zijn er primersets ontwikkeld. Deze primersets zijn getest door middel van een PCR. De primerset van het ESX-3 cluster detecteerde alleen M. triviale en M. avium niet. De primerset van ESX-5 was alleen positief voor de langzaam groeiende mycobacteriën. Vervolgens is er gekeken of de primersets geschikt waren voor de Real Time PCR. Voor de Real Time PCR mag het PCR product niet groter dan 200 nucleotiden zijn. Omdat het PCR product van het ESX-3 cluster groter is, zijn er twee nieuwe primersets ontwikkeld. De primersets zijn getest met een SYBR Green Real Time PCR. Hiermee kun je meteen de smelttemperatuur van het PCR product bepalen. Met de smelttemperaturen van de PCR producten kan er gekeken worden of er aspecifieke PCR producten gevormd worden. De primerset ESX-3.1 was negatief voor M. abcessus en M. chelonae en M. fortuitum, maar positief voor Corynebacterium. De primerset ESX-3.2 was negatief voor M. abcessus, maar positief voor Corynebacterium. Bij beide primersets hadden de PCR producten niet ongeveer dezelfde smelttemperatuur. Met beide primersets is er niet verder gegaan. De smelttemperaturen van de PCR producten van de primerset ESX-5 waren ongeveer allemaal gelijk. Voor deze primerset is een probe ontwikkeld. Hiervoor is er is geprobeerd te sequencen. Dit is gelukt voor M. haemophilum en M. ulcerans. Verder is er een  in silico alignment gemaakt van het ESX-5 PCR product. Hiervoor zijn bekende sequenties gebruikt en de ESX-5 PCR product sequenties van M. haemophilum en M. ulcerans. De Real Time PCR met een specifieke MGB probe detecteert: M. abcessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. phlei, M. triviale, M. malmoense, M. scrofulaceum, M. bovis BCG, M. tuberculosis, M. marinum, M. ulcerans, M. leprae, M. avium, M. kansasii en M. intracellulare.  

Nadat de ESX-5 Real Time PCR goed verliep is deze vergeleken met een Real Time PCR uit de literatuur die de ITS (Internal Transcribed Spacer region) als target heeft. Deze ITS Real Time PCR detecteerde naast de mycobacteriën die de ESX-5 Real Time PCR detecteert: M. holsaticum, M. interjectum, M. xenopi, M. gordonae en M. szulgai. De ITS Real Time PCR detecteert wel alle geteste mycobacteriën en de ESX-5 Real Time PCR niet. Het  ESX-3 cluster en het ESX-5 cluster bleken uiteindelijk niet geschikt om een Real Time PCR op te zetten die alle mycobacteriën detecteert. De  ITS Real Time PCR moet geoptimaliseerd worden zodat deze Real Time PCR gebruikt kan worden voor de diagnostiek van mycobacteriën. 
Summary

There is an increase in infection with atypical mycobacteria. They can cause different infections: chronic bronchopulmonary infection, infections of the lymphnodes, infections of skin and soft tissue, Skeletal infections, disseminated infection and catheter related infections. The detection of mycobacteria on a traditional way is with a Ziehl-Neelsing or an auramine-rhodomine staining. To confirm that the infection is caused by mycobacteria a Real Time PCR must be done. Sputum samples from patients are contaminated with commensal bacteria from the lungs like Corynebacterium, Rhodococcus and Nocardia. These bacteria are also positive in the Real Time PCR carried out by the VUmc. A positive result gives no answer of the question of the infection is caused by mycobacteria. The aim is to develop a Real Time PCR that gives only a positive when a sample contains mycobacteria.
It is known that untill now studied mycobacteria have at least three ESX clusters. In Corynebacterium and Streptomyces there is a region like the ESX cluster, this ESX cluster seems to be ESX-4. The ESX-3 cluster seems to be in all mycobacteria. This ESX-3 cluster is In M. tuberculosis essential for growing. The ESX-5 cluster seems to be in only slow growing mycobacteria.

This ESX-3 cluster and ESX-5 cluster are used as targed to set up a Real Time PCR that only detects mycobacteria. With the help of in silico alignment of known mycobacterial sequences primers have been developed. These primers are tested with a PCR. The primers of the ESX-3 cluster detect all tested mycobacteria except M. triviale and M. avium. Only the slow growing mycobacteria where detected by the primers of the ESX-5 cluster. The ESX-3 cluster amplicons were greater then 200 nucleotides so two new primer sets for the ESX-3 cluster where developed. These new primers where tested with a SYBR Green Real Time PCR. The dissociation curve can be determined with this Real Time PCR and can give an indication of non specific PCR amplicons. The ESX-3.1 primers did not give a product for M. abcessus, M. chelonae and M. fortuitum however it was positive for Corynebacterium. The ESX-3.2 primers where only negative for M. abcessus but positive for Corynebacterium. The dissociation curves of the PCR amplicons where not equal. The both primer sets were not used for further research. The dissociation curves of the ESX-5 PCR amplicons where equal. For this ESX-5 primer set there is a probe developed. Attempts to sequence the amplicon for the various mycobacterial species did not succeed. Only the sequences of the PCR amplicons of M. haemophilum and M. ulcerans succeeded. To develop a specific probe an alignment of two in silico ampicons of M. leprae and M. tuberculosis and two sequenced amplicons of M. haemophilum and M. ulcerans. The ESX-5 Real Time PCR with a specific MGB probe detects: M. abcessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. phlei, M. triviale, M. malmoense, M. scrofulaceum, M. bovis BCG, M. tuberculosis, M. marinum, M. ulcerans, M. leprae, M. avium, M. kansasii and M. intracellulare.

This ESX-5 Real Time PCR is compared with a Real Time PCR that targets the ITS (Internal Transcribed Spacer region). This ITS Real Time PCR detects all the test mycobacteria in contrast to the ESX-5 Real Time PCR. Wich failed to detect: M. holsaticum, M. interjectum, M. xenopi, M. gordonae and M. szulgai. The ESX-3 cluster and the ESX-5 cluster where not appropriate as diagnostic tool for mycobacteria. 
The ITS Real Time PCR has to be optimized so it can be used as diagnostic tool for the detection of mycobacteria.

Afkortingen

	BAL
	Broncho Alveolaire Lavage

	CFP 10
	Culture Filtrate Protein 10kDa

	Ct 
	Cycle threshold

	ds DNA 
	dubbelstrengs DNA

	ESAT 6
	Early Secreted Antigenic Target 6kDa

	ITS
	Internal Transcribed Spacer region

	M. bovis BCG
	Mycobacterium bovis Bacillus of Calmette en Guerin

	PCR
	Polymerase Chain Reaction

	ss DNA
	enkelstrengs DNA
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Inleiding
Een aantal verschillende mycobacterium soorten veroorzaken chronische infecties bij mensen en dieren. Afhankelijk van de besmettingsroute en het soort kunnen ze overal in het lichaam een infectie veroorzaken, maar meestal veroorzaken ze luchtweginfecties. Eén van de bekendste mycobacteria is Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Deze mycobacterium veroorzaakt meestal een luchtweginfectie. Ongeveer 1/3e van de wereldbevolking is geïnfecteerd met M. tuberculosis. Er overlijden bijna 2 miljoen mensen per jaar aan tuberculose1. M. tuberculosis is een voorbeeld van een typische mycobacterium net zoals Mycobacterium leprae, Mycobacterium bovis en Mycobacterium ulcerans. Deze mycobacteriën geven een typisch ziektebeeld. Atypische mycobacteriën kunnen ook ziekte veroorzaken (voornamelijk bij mensen die een verslechterde afweer hebben) maar hebben geen typisch ziektebeeld zoals tuberculose2, 3.
Atypische mycobacteriën zijn terug te vinden in de natuur zoals in grond, stof, aerosolen en water. In dit milieu leven ze onder moeilijke omstandigheden met weinig voedingsmiddelen, lage pH en extreme temperaturen. Mycobacteriën hebben hiervoor een overlevingsmechanisme namelijk de synthese van een biofilm. Door deze biofilm kunnen mycobacteriën moeilijk uit het water gefiltreerd worden. En zo kunnen ze bijvoorbeeld in de leidingen blijven zitten. Er zijn in watersystemen met leidingen vele verschillende type mycobacteriën gevonden. Met het consumeren van dit leidingwater zouden ze mensen kunnen infecteren4.
Mycobacteriën kun je onderverdelen in snel groeiende en langzaam groeiende mycobacteriën. Snel groeiende mycobacteriën groeien binnen 7 dagen terwijl langzaam groeiende langer dan 7 dagen groeien3. In bijlage 1 staat een fylogenetische boom afgebeeld waarin duidelijk wordt weer gegeven welke mycobacterium soorten langzaam of snel groeien5.
Infecties met mycobacteriën.
Tegenwoordig worden er steeds meer atypische mycobacteriën geïsoleerd6-8. Ze kunnen verschillende soorten infecties veroorzaken (Tabel 1.1). De meest voorkomende infectie is een luchtweginfectie die  vooral veroorzaakt wordt door het M. avium complex en M. kansasii. M. xenopi, M. malmoense en M. abcessus kunnen ook luchtweginfecties veroorzaken. Minder vaak zijn: M. fortuitum, M. smegmatis, M. szulgai, M. simiae, M. celatum, M. asiaticum en M.  gordonae de oorzaak. 
Bij HIV en cystic fibrosis patiënten ontstaan sneller infecties met atypische mycobacteriën. Patiënten die geïnfecteerd zijn met M. tuberculosis kunnen sneller dubbel geïnfecteerd worden door atypische mycobacteriën3. 

Tabel 1.1. Overzicht van de verschillende infecties veroorzaakt door verschillende atypische mycobacteriën. 

	Infecties
	Veroorzakers

	Luchtweginfecties.
	M. avium complex, M. kansasii, M. abcessus

	Infectie van de lymfeklieren. 
	M. avium complex, M. scrofulaceum, M. malmoense, M. kansasii, M. haemophilum

	Infecties van huid en weke delen.
	M. marinum, M. abcessus, M. fortuitum, M. chelonae, M. xenopi, M, avium complex

	Infecties van de gewrichten en botten.
	M. chelonae, M. abcessus, M. fortuitum, M. haemophilum, M. avium complex, M. marinum,       M. kansasii, M. terrae

	Verspreide infecties.
	M. avium, M. kansasii, M. genavense, M. intracellulare, M. haemophilum, M. Simiae, M. celatum, M. malmoense, M. marinum, M. xenopi

	Katheter infecties.
	M. fortuitum, M. abcessus, M. chelonae


Pathogenese van Mycobacterium tuberculosis.

Wanneer de mycobacteriën ingeademd worden komen ze in de luchtwegen. Hier worden ze opgenomen in alveolaire macrofagen en waarschijnlijk ook in dendritische cellen. M. tuberculosis wordt goed beschermd door zijn celwand. Hierdoor worden de mycobacteriën wel gefagocyteerd door de macrofagen maar kunnen hierin overleven en repliceren. Deze geïnfecteerde macrofagen kunnen zich verspreiden naar de lokale lymfeklieren, maar ook naar de bloedbaan en via de bloedbaan naar andere weefsels (beenmerg, milt, nieren, centraal zenuwstelsel). Dendritische cellen presenteren In de lymfeklieren de mycobacteriële antigenen aan T cellen. De T helper cellen (CD4+) en de cytotoxische T cellen (CD8+) scheiden gamma-interferon en andere cytokinen uit die andere macrofagen activeren. Dit vormt samen granulomen die omringd worden met bindweefselcellen (fibrinen). Hierin vermenigvuldigen mycobacteriën zich niet, maar kunnen wel in leven blijven. In dit stadium spreekt men van latente tuberculose. Wanneer de gastheer een verminderde weerstand heeft kan er een reactivatie van tuberculose ontstaan. Als men een latente infectie heeft opgelopen is er levenslang 10% kans dat er reactieve tuberculose ontstaat2, 9, 10. (Figuur 1.110)
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Diagnostiek.
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Mycobacteriën worden traditioneel gedetecteerd door middel van een kweek en een Ziehl-Neelsen kleuring. Er zijn dan rode zuurvaste staafjes te zien tegen een blauwe achtergrond (figuur 1.2). Het grote nadeel van deze detectie is dat het vrij ongevoelig is. Er wordt ook een auramine-rhodamine kleuring uitgevoerd. Bij deze kleuring, kleuren de mycobacteriën geel-oranje tegen een donkere achtergrond. Deze kleuring is gevoeliger, maar minder specifiek2.
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Op het VUmc worden er twee Real Time PCR’s uitgevoerd wanneer beide kleuringen positief zijn. Er wordt een Real Time PCR uitgevoerd voor de detectie van het M. tuberculosis complex en voor de detectie van atypische mycobacteriën. In de Atypische Real Time PCR worden atypische mycobacteriën gedetecteerd doormiddel van het 16S rRNA. 
Inmiddels zijn er ook een aantal andere detectietesten beschreven met verschillenden targets. Zoals het Internal Transcribed Spacer region6, 7, 11, 12 (dit ligt tussen het 16S en 23S), het Heat Shock Protein 65kDa13 en het 16rRNA14. 

Ook zijn er commerciële testen verkrijgbaar zoals de INNO liPA8, 15, 16 en de AcuProbe.
ESX clusters.
Het is bekend dat alle mycobacteriën die tot nu toe zijn bestudeerd minimaal drie ESX clusters hebben. Het ESX cluster komt ook voor in de genomen van andere G+C rijke gram positieve Actinobacteriën zoals Corynebacterium diphtheriae en Streptomyces coelicolor, maar wel met een lage homologie. In het eerste ESX cluster dat ontdekt werd, ESX-1, liggen de genen ESAT 6 (early secreted antigenic target 6kDa) en CFP 10(culture filtrate protein 10kDa). ESAT 6 en CFP 10 vormen een hetrodimer die er voor zorgt dat er een stabiel en correct gevouwen structuur ontstaat. Naar het ESAT 6 eiwit wordt op dit moment veel onderzoek gedaan. Zo zijn ze aan het kijken of ESAT 6 voor een vaccin gebruikt kan worden en welke rol dit eiwit heeft in de pathogenese van mycobacteriën.
Het ESX cluster komt verder niet voor bij de G+C arme Gram positieve bacteriën (de Firmicutes). Dit cluster blijkt dus uniek te zijn voor Actinobacteriën17. 

In figuur 1.317 zie je de schematische representatie van de genomische organisatie van de verschillende ESX clusters in M. tuberculosis. 
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In ESX-1 en ESX-5 is het grote gen dat behoort tot de familie D opgedeeld in twee verschillende genen, waarschijnlijk door een insertie (zie figuur 1.3). Deze insertie heeft voor een in-frame stop codon gezorgd. Zo zijn er twee kleinere genen ontstaan (bevatten alle informatie van het grote gen) die direct tegen elkaar aangrenzen. In sommige M. tuberculose stammen heeft deze insertie niet plaatsgevonden. Ook niet in M. bovis, M. leprae, M. avium en M. paratuberculosis. Dit geeft aan dat deze insertie pas heeft plaatsgevonden na de splitsing van de M. tuberculosis.

M. smegmatis, een avirulente snel groeiende mycobacterie, bevat 3 van de 5 regio’s, ESX-2 en ESX-5 zijn afwezig. In C. diphtheriae en S. coelicolor zit maar één regio die lijkt op het ESX cluster en dit cluster lijkt het meest op ESX-4. En van dit cluster zijn er geen duplicaties gevonden in het genoom.

Er is tussen de clusters gekeken naar fylogenetische gelijkenis en daaruit is gebleken dat de regio’s 2 en 5 en regio’s 1 en 3 fylogenetisch meer gelijk zijn aan elkaar. ESX-4 blijkt de meest uiteen liggende regio van de mycobacteriële ESX clusters. Aan de hand van deze vergelijkingen is voorspeld dat de volgorde van de duplicatie als volgt is verlopen: van ESX-4 naar ESX-1 en ESX-3 en naar ESX-2 en ESX-5. Deze ESX clusters zijn in verschillende mycobacteriën teruggevonden in precies dezelfde genomische organisatie. Dit toont aan dat de duplicatie heeft plaats gevonden voor het splitsen van de verschillende mycobacterium soorten17. 
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Naast ESAT 6 en CFP 10 liggen 12 andere genen die coderen voor geassocieerde membraan eiwitten. Het zou mogelijk zijn dat die genen in het ESX-1 cluster samenwerken voor de secretie van ESAT 6 en CFP 10 (zie figuur 1.418). Deze gedachte wordt ondersteund doordat in M. leprae in ESX-2 verschillende deleties er voor hebben gezorgd dat de rest van de genen in ESX-2 pseudo-genen zijn geworden18. 
Probleemstelling

In het VU medisch centrum hebben ze twee verschillende Real Time PCR’s. Eén daarvan detecteert het tuberculose complex en de andere detecteert atypische mycobacteriën. Infecties met mycobacteriën kunnen overal in het lichaam voorkomen. Er zijn dus ook verschillende soorten patiëntenmonsters mogelijk, bijvoorbeeld: sputum, punctaten enz. Sputum is opgehoest slijm vanuit de longen en bevat dus commensalen bacteriën van de luchtwegen zoals Corynebacterium, Nocardia en Streptomyces. Deze commensalen bacteriën worden ook gedetecteerd door de Real Time PCR voor atypische mycobacteriën. Ook Rhodococcus vertoont bij deze Real Time PCR kruisreactie. Rhodococcus equi kan ook een infectie veroorzaken maar heeft meestal een iets ernstiger ziektebeeld dan mycobacteriën. Als er een positief resultaat wordt verkregen met als patiëntenmonster sputum kan er niet met zekerheid gezegd worden of dit een luchtwegcommensaal is of een mycobacterium. Dit probleem is er niet wanneer er patiëntenmonster verkregen zijn uit biopten. Hierin zitten namelijk geen luchtwegcommensalen. 
Doel.
Met het ESX-3 en/of ESX-5 cluster wordt een Real Time PCR opgezet die alleen positief moet zijn voor mycobacteriën. 
Men denkt dat het ESX-5 cluster alleen in langzaam groeiende mycobacteriën voorkomt. Dit is onderzocht door een stuk van het gen Rv1796, dat in het ESX-5 cluster ligt, te amplificeren en vervolgens te hybridiseren met een specifieke probe.  De snel groeiende mycobacteriën vertoonde geen hybridisatie (behalve Mycobacterium chitae), de langzaam groeiende mycobacteriën vertoonde wel hybridisatie (behalve Mycobacterium nonchromogenicum). Het zou kunnen zijn dat mycobacteriën die het ESX-5 cluster hebben juist hierdoor langzaam groeien5. Een Real Time PCR die gebaseerd is op het ESX-5 cluster zou hier ook iets over kunnen zeggen.
In M. tuberculosis bleek het ESX-3 essentieel te zijn voor de groei. De groep van Sassetti et al. heeft met behulp van transposon mutagenese mutaties in de ESX clusters van M. tuberculosis  gemaakt. Wanneer er bepaalde genen uitgeschakeld werden in het ESX-3 cluster kon de mycobacterium niet overleven19. Het ESX-3 cluster is waarschijnlijk in alle mycobacteriën aanwezig. 

De opgezette Real Time PCR moet specifiek genoeg zijn zodat het alle mycobacteriën kan detecteren in klinische materialen en niet vals positief zijn voor Corynebacterium, Streptomyces, Nocardia of Rhodococcus.

Materiaal en methode
Primers
Met het programma Vector NTI worden in sillico sequenties met elkaar vergeleken. In deze alignment wordt er naar regio’s met identieke sequenties gezocht. Deze sequenties kunnen dan als primer fungeren. In tabel 2.1 staan de in sillico sequenties die hiervoor gebruikt zijn. Deze zijn verkregen via de NCBI site of de site van het Sanger instituut.

Tabel 2.1. Acsession numbers van de gebruikte in sillico sequenties.

	Acsession numbers
	Mycobacterium

	NC 000962
	M. tuberculose H37RV

	NC 002677
	M. leprae TN

	NC 002944
	M. avium subspecies paratuberculosis K10

	Nog niet gepubliceerd
	M. marinum

	NC 008611
	M. ulcerans Agy 99

	NC 008769
	M. bovis BCG str. Pasteur 1173P2


De genen van het ESX-3 en ESX-5 cluster worden vergeleken om te kijken welke genen de meeste homologie vertoont tussen de in sillico sequenties. 
Bacterie cultuur op plaat
Mycobacteriën werden gekweekt op vaste Ogawa agar of op vaste middlebrook medium bij 37°C. Behalve M. marinum deze is gegroeid bij 30°C.
De mycobacteriën die gekweekt zijn: M. abcessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. phlei, M. holsaticum, M. triviale,  M. malmoense, M. szulgai, M. kansasii en Mycobacterium species. 
Corynebacterium , Nocardia en Rhodococcus sp. zijn op vaste bloedagar bij 37°C gekweekt.
DNA isolatie
De mycobacteriën zijn eerst opgelost in 1ml PBS. Het DNA hiervan is geïsoleerd met de QIAGEN DNeasy Tissue Kit (gebruikte protocol: purification of genomic DNA from Gram positive bacteria). 

De bacteriën waarvan DNA is geïsoleerd: M. abcessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. phlei, M. holsaticum, M. triviale, M. malmoense, M. kansasii, M. szulgai, Mycobacterium species, Corynebacterium, Nocardia en Rhodococcus.
Polymerase Chain Reaction (PCR)

De polymerase chain reaction (PCR) is een methode om DNA te amplificeren. Het dubbelstrengs DNA (ds DNA) wordt van elkaar gescheiden door een hoge temperatuur (denaturatie), primers binden (annealen) aan het ontstane enkelstrengs DNA (ss DNA). Vervolgens zal het enzym Taq polymerase deze primers verlengen zodat er weer ds DNA wordt gevormd (elongatie). De vorming van nieuw ds DNA gebeurd exponentieel20. (Figuur 2.121)

Alle gebruikte stammen staan in bijlage 2.

De primers voor ESX-3 en ESX-5 staan in tabel 2.2 en 2.3.

De reactiecondities die gebruikt zijn voor de ESX-3 en de ESX-5 PCR staan in tabel 2.4. In tabel 2.5 en 2.6 staan de PCR programma’s die gebruikt zijn voor de ESX-3 en de ESX-5 PCR.
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Tabel 2.2. Primers ESX-3

	Primer naam
	Sequentie

	RV0283 forward
	5’- CCG GTG CTC AAC CTG ACC TC -3’

	RV0283 reverse
	5’- CTG CGC TTG CCG TCC CAC  A -3’


Tabel 2.3. Primers ESX-5

	Primer naam
	Sequentie

	Rv1783A forward
	5’- TTC TTC GAC CTG ACC GG -3’

	Rv1783A reverse
	5’- CGT CGA TCA CCA TCC AGG -3’

	RV178 B forward
	5’- GTG GTC ATC GAC GAG TTC -3’

	RV1783B reverse
	5’- CCC ATG TTC TCC ATG AGC -3’


Tabel 2.4. Reactiecondities.

	14 μl
	MiliQ

	2,5 μl
	10 pmol/μl Primerset

	1,5 μl
	DMSO

	1,5 μl
	25 mM Mg2+

	2,5 μl
	10x Taq buffer met KCl

	0,5 μl
	1u/μl Taq DNA polymerase

	0,5 μl
	10 mM DNTP’s

	2 μl
	DNA 

	25 μl
	Totaal volume


Tabel 2.5. PCR programma van de ESX 3 PCR.


De PCR producten worden geanalyseerd met een 1% agarosegel. Het PCR product wordt geladen met 6x loading buffer (dus 5μl PCR product + 1μl loading buffer). Om te kijken op welke hoogte het PCR product zich bevindt in de gel, word er een DNA marker gebruikt van 100 bp van fermentas (figuur 2.222). Met de hoogte van het PCR product wordt er vastgesteld of er een specifiek of een aspecifiek PCR product is gevormd.  

 


Kloneren
Kloneren is een techniek om een gen of een DNA fragment (of een PCR product) te kunnen vermeerderen. Voor het kloneren wordt de vector PCR II TOPO gebruikt (bijlage 3). Deze vector is 3973 nucleotiden lang en heeft twee resistentie genen namelijk: ampiciline en karamicine. Ook heeft deze vector het lacZa gen. Hierin wordt het DNA fragment geligeerd23. De ligatie gaat als volgt in zijn werk. Tijdens de PCR bouwt het Taq polymerase aan de 3’ kant van het PCR product een A nucleotide aan. De TOPO vector is al open geknipt en op de plaats waar het PCR product in de vector geligeerd wordt is er aan de 5’ kant een T nucleotide gekoppeld24. Dit zorgt er dus voor dat het PCR product goed en stabiel in de vector ligeert. Deze vector kan alleen gebruikt worden om PCR producten te ligeren. Het lacZa gen codeert voor een gedeelte van het β galactosidase enzym. Dit enzym splits lactose in glucose en galactose. Het gen of DNA fragment wordt in het lacZa gen gebouwd. Dit betekend dat bacteriën die vectoren bevatten met het gekloneerde DNA fragment geen intact β galactosidase kunnen synthetiseren maar wel ampicilline en karamicine resistent zijn. De geligeerde DNA moleculen worden getransformeerd naar competente DH5α Escherichia coli cellen (bijlage 4). Deze E. coli cellen zijn van zich zelf niet resistent voor ampiciline en karamicine. Deze getransformeerde cellen worden uitgeplaat op LB agar met ampiciline. De E. coli cellen zonder vector zullen niet groeien en de E. coli cellen met een vector zullen wel groeien. Om het verschil tussen E. coli cellen met een vector waar het DNA fragment inzit en E. coli cellen met een vector waar het DNA fragment niet inzit zichtbaar te maken wordt er gebruik gemaakt van X gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside). X gal is een substraat voor β galactosidase en wordt afgebroken door dit enzym in een kleurloos galactose en in 4-chloro-3brom-indo dat een blauw product vormt22 (figuur 2.322). Kolonies op de plaat die blauw gekleurd zijn zullen niet het DNA fragment hebben en kolonies die wit gekleurd zijn zullen het DNA fragment wel hebben23. Om er zeker van te zijn dat het PCR product in de vector is geligeerd, wordt dit gecontroleerd. Dit kan op twee manieren gedaan worden. Er kan een PCR uitgevoerd worden met de primers voor het PCR product, maar het plasmide kan ook behandeld worden met een restrictieenzym.  Het protocol voor het kloneren staat in bijlage 5.
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Sequencen
Sequencen is een methode om er achter te komen wat  de basenvolgorde van het DNA is. (Figuur 2.4) De sequentieanalyse wordt gedaan met de ABI Big Dye Terminator Sequencing cycle kit. Met een PCR reactie wordt het ds DNA uitgesmolten tot ss DNA. De primers (tabel 2.7) binden aan het ss DNA. Het DNA polymerase verlengt de primers met nucleotiden. In de reactiemix zitten gewone nucleotiden en Big Dye’s. Deze Big Dye’s zijn gelabelde nucleotiden. In tabel 2.8 staat welke Big Dye welk label heeft en welk kleur dit geeft op de computer. Als er een Big Dye bindt aan het target dan stopt automatisch ook de elongatie van dit product. Op deze manier worden er stukjes met verschillende lengtes verkregen.
In de ABI Prism®3130 wordt het DNA vanuit de well plaat opgezogen in een capillair. In deze met polymeer gevulde capillair worden de DNA fragmenten door middel van electroforese gescheiden op grootte. Het kleinste fragment wordt als eerst aangestraald door een laser gevolgd door een fragment dat één nucleotide meer heeft enz., daarvan wordt de fluorescentie gemeten door een CCD camera25.
Tabel 2.7. M13 primerset.

	Primer naam
	Sequenties

	M13 forward
	5’-CTG GCC GTC GTT TTA C -3’

	M13 reverse
	5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’


Tabel 2.8. Big Dye’s.

	Terminator
	Dye
	Kleur op de computer

	A
	dR6G
	Groen

	C
	dROX
	Rood

	G
	dR110
	Blauw

	T
	dTAMRA
	Zwart


Het protocol voor de ABI BIG Dye Terminator Sequencing staat in bijlage 6. 

Probe
De sequenties van de PCR producten worden in een alignment gezet en zo met elkaar vergeleken. Er wordt dan naar homologe sequenties tussen de verschillende PCR producten gezocht. Van deze sequentie wordt een fictieve probe gemaakt en met het programma Primer Express 3.0   wordt er gekeken of deze samen met de primers geschikt zijn om te gebruiken in de Real Time PCR.


Real Time PCR
De Real Time PCR lijkt heel veel op de gewone PCR. Het grote verschil is dat bij de Real Time PCR gevolgd kan worden hoeveel PCR product er aanwezig is. Dat wordt gedaan door fluorescentie te meten. In een amplificatie curve wordt de fluorescentie uitgezet tegen de hoeveelheid PCR product. Dit geeft een bepaalde Ct waarde (Cycle Threshold). Dit geeft het aantal cycli weer waarbij een bepaalde drempelwaarde wordt overschreden door de hoeveelheid fluorescentie20, 26.

Er zijn verschillende toepassingen van de Real Time PCR met behulp van:

· SYBR Green

· TaqMan probe

· MGB probe 

SYBR Green
SYBR Green bindt sequentie onafhankelijk aan dubbelstrengs DNA, en fluoresceert alleen als het gebonden is. Tijdens de elongatie tijd van het PCR product begint SYBR Green te binden. Tijdens de exponentiële toename van het PCR product wordt er ook een exponentiële toename van de fluorescentie gemeten. (Figuur 2.527)
Na de amplificatie van het PCR product wordt de smelttemperatuur bepaald. De temperatuur wordt langzaam verhoogd en bij een bepaalde temperatuur zal het PCR product uitsmelten. Op dat moment valt de fluorescentie weg en dit wordt gemeten (-dF/dT). In het reactiemengsel zullen er ook primerdimeren voor komen, deze smelten als eerst uit en ook dit wordt gemeten zodat je weet welke smelttemperatuur je primers hebben.26
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TaqMan probe.

Een TaqMan probe bindt specifiek aan het tussenliggende gedeelte van de forward en reverse primer. De TaqMan probe heeft aan zijn 5’ kant een reporter en aan zijn 3’ kant een quencher. De reporter straalt fluorescentie uit maar wanneer de reporter en quencher gebonden zijn wordt dit opgenomen door de quencher. Het Taq Polymerase haalt de probe met zijn 5’-3’ nucleaseactiviteit van het target af en dan kan de quencher de fluorescentie niet meer opnemen van de reporter. Nu wordt er dus fluorescentie gemeten26. (Figuur 2.627)
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MGB probe.

De MGB probe is korter dan een TaqMan probe maar werkt volgens het zelfde principe. Een MGB probe kan korter zijn omdat hij aan zijn 3’ kant een MGB (Minor Groove Binding) molecuul heeft zitten. Dit MGB deel bindt in de minor groove van het dubbelstrengs DNA helix. (Figuur 2.726) Dit zorgt voor een hele stevige binding en zo ook voor een hogere smeltemperatuur26. Een MGB probe is alleen wel veel duurder en moeilijker te synthetiseren dan een TaqMan probe26. 

 [image: image8.emf]

Tabel 2.9. Primers en Probe voor de ESX-5 Real Time PCR.

	Primer/ Probe naam
	Sequentie

	ESX-5 forward primer
	5’- TGG TCA TCG ACG AGT TCT ACG A -3’

	ESX-5 reverse primer
	5’- CCC ATG TTC TCC ATG AGC TTT T -3’

	ESX-5 MGB probe
	5’- FAMACG TCG ACC GCC GTC GGMGB -3’


Tabel 2.10. Primers voor de ESX 3.1 Real Time PCR.

	Primer naam
	Sequentie

	ESX-3.1 forward primer
	5’- CCG GTG CGC AAC CTG ACC -3’

	ESX-3.1 reverse primer
	5’- CGT CRC ACA CCG TCC A -3’

 R = G/A wobble


Tabel 2.11. Primers voor de ESX 3.2 Real Time PCR.

	Primer naam
	Sequentie

	ESX-3.2 forward primer
	5’- GAR TAC ACC GCC AAC ATC GA -3

R = G/A wobble

	ESX-3.2 reverse primer
	5’- CGA TGA TCA GGT AGT GGG TGT G -3’ 

R = G/A wobble


Tijdens de Real Time PCR is er continue licht van een halogeen lamp op elke well van de microplaat gericht. Het licht passeert door de opening van de well waardoor de aanwezige fluorochromen aangestraald worden en er fluorescentie optreed tussen de 500 nM en 700 nM tijdens de elongatie van de Real Time PCR. Een systeem van lenzen, filters en een spiegel die fluorescentie met een bepaalde golflengte door laat, brengt de fluorescentie naar de CCD camera. De 7000 software verzamelt de fluorescentie signalen van de CCD camera en verwerkt dit tot Ct waardes28. 

Specificiteit.
De primers worden eerst globaal getest met SYBR Green voor hun specificiteit. Er wordt meteen gekeken naar de smeltcurve van het gevormde PCR product. Er zullen verschillende smelttemperaturen gevonden worden wanneer er geen specifieke PCR producten gevormd worden. De PCR producten zullen niet allemaal precies dezelfde smelttemperaturen hebben. Dit komt doordat het GC gehalte in het PCR product kan variëren. Met een hoger GC gehalte zal het PCR product een hogere smelttemperatuur hebben.

De probe wordt getest als de PCR producten ongeveer dezelfde smelttemperatuur hebben.

De gebruikte mixen en PCR programma voor de verschillende Real Time PCR’s staan in bijlage 7. 

Technische validatie

Bij een technische validatie wordt er gekeken welke primer en probe concentraties de beste resultaten geven. De primers en de probe worden in verschillende concentraties aan de reactie toegevoegd. Voor de primers is dit 50nM, 300nM en 900nM. Voor de probe is dit 50nM, 100nM, 150nM en 200nM.

Bij de verschillende primer concentraties wordt er een probe concentratie gebruikt van 200nM. Bij de verschillende probe concentraties wordt er een primer concentratie gebruikt van 900nM (figuur 2.8).



Sensitiviteit

De gevoeligheid wordt bepaald door een verdunningsreeks van een bekende hoeveelheid DNA te testen. Er is gebruik gemaakt van een 1​​07 CFU/ml M. marinum stam. Deze wordt elke keer 10x door verdund tot een concentratie van 103 CFU/ml.

ITS Real Time PCR

De ESX-5 Real Time PCR wordt vergeleken met een Real Time PCR uit de literatuur. Deze Real Time PCR heeft het ITS11 (Internal Transcribed Spacer region) als target. Van deze Real Time PCR wordt er een technische validatie gedaan en de gevoeligheid wordt bepaald. In tabel 2.12 staan de primers en probe sequenties weergegeven.

Tabel 2.12. Primers en Probe van de ITS Real Time PCR.

	Primer/probe
	Sequentie

	ITS forward
	5’- GGG GTG TGG TGT TTG AG -3’

	ITS reverse
	5’- CTC CCA CGT CCT TCA TC -3’

	ITS probe
	5’- FAMTGG ATA GTG GTT GCG AGC ATCTAMRA -3’


Patiëntenmonsters
Nadat de Real Time PCR technisch goed verloopt, kunnen er patiëntenmonsters getest worden. Deze patiëntenmonsters komen van het VUmc, van de afdeling MDI. Deze patiëntenmonsters zijn geïsoleerd uit: sputum, pus, punctaten, Broncho Alveolaire Lavage (BAL) en beenmerpunctie. De ITS Real Time PCR en de Atypische mycobacteriën Real Time PCR van het VUmc worden ook getest met patiëntenmonsters. Zou kan er een goede vergelijking gemaakt worden tussen de verschillende Real Time PCR’s.

In Tabel 2.13 staan de primers en probe sequenties weergegeven van de Atypische Real Time PCR van het VUmc.

Tabel 2.13. Primers en Probe van de Atypische mycobacteriën Real Time PCR.

	Primer/ probe
	Sequentie

	M.gen forward
	5’- CTC GAG TGG CGA ACG GG -3’

	M.gen reverse
	5’-  GCT CAT CCC ACA CCG C -3’

	M.gen probe
	5’- FAMTAT TAG ACC CAG TTT CCC AMGBNFQ -3’


Resultaten
Primers
De ESX-3 en ESX-5 clusters zijn gebruikt om geschikte primers te vinden. In het ESX-5 cluster ligt het gen Rv 1783. Dit gen bleek het meest geconserveerd te zijn tussen de verschillende mycobacterium soorten waarvan de genoom sequenties bepaald zijn. Hieruit zijn twee verschillende primersets ontwikkeld: Rv1783A en Rv1783B. De alignment van de verschillende sequenties voor dit gen staat in figuur 3.1.
In het ESX 3 cluster was het gen Rv0283 het meest geconserveerde gen tussen de verschillende mycobacterium soorten waarvan de genoom sequenties bepaald zijn. Hieruit is ook een primerset ontwikkeld: Rv0283. De alignment van de verschillende sequenties voor dit gen staat in figuur 3.2. De verschillende primersets staan in tabel 2.2 en 2.3.
PCR
De primersets Rv1783A en Rv1783B zijn getest door middel van een PCR. Bij de primerset van Rv1783A werden er aspecifieke bandjes bij M. intracellulare gezien. Dit was niet het geval bij de primerset van Rv1783B (Figuur 3.3) De Marinum primer die als positieve controle diende was alleen positief voor M. kansasii en M. marinum.

[image: image9.jpg]



Ook de primerset Rv1783B (ESX-5 PCR) is getest door middel van een PCR. M. abcessus, M. chelonae, M. fortuitum, M. smegmatis en M. phlei worden niet opgepikt door de ESX-5 PCR (figuur 3.4). Dit zijn allemaal snel groeiende mycobacteriën. De langzaam groeiende mycobacteriën worden wel gedetecteerd. M. abcessus, M. fortuitum, M. smegmatis en M. phlei vertonen waarschijnlijk aspecifieke bandjes op verschillende hoogtes. 
Met de primerset Rv0283 (ESX-3 PCR) worden M. abcessus, M. chelonae en M. fortuitum wel gedetecteerd (figuur 3.5). M. triviale en M. avium vertonen allebei waarschijnlijk aspecifieke bandjes.
De primersets van ESX-3 en ESX-5 (Rv1783B) zijn voor Corynebacterium, Rhodococcus en Nocardia negatief. De beide PCR’s detecteren alleen mycobacteriën. 
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Kloneren
Om een probe te kunnen ontwikkelen moeten de sequenties van de PCR producten bekend zijn. Om de PCR producten te sequencen worden ze eerst in de TOPO vector geligeerd. 

Nadat de ESX-5 PCR producten waren geligeerd in de vector waren er na één dag  witte en blauwe kolonies zichtbaar op de platen. Er zijn twee manieren om te controleren of het PCR product in het plasmide zit, namelijk met een PCR of met een restrictieenzym. In dit geval zijn beide manieren gebruikt. Wanneer dit werd gecontroleerd door middel van een PCR met de ESX-5 primerset, waren de bandjes op de juiste hoogte (150bp) goed zichtbaar. Met behulp van het restrictieenzym EcoR1 werd er ook bepaald of de vectoren een insert hadden van de verwachte grootte. 

Sequencen
De plasmides met het PCR product erin zijn gebruikt voor de sequentie analyse. Van M. haemophilum en M. ulcerans zijn de sequenties van hun PCR product verkregen door zelf te sequencen (figuur 3.6). Voor de andere gekloneerde PCR producten is dit helaas niet gelukt. 
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Om een goede probe te kunnen ontwikkelen moeten er meer PCR producten gesequenced worden. Daarom zijn er een aantal plasmides met het PCR product van M. kansasii, M. gordonae, M. scrofulaceum en M. interjectum opgestuurd naar het bedrijf BaseClear. Daarvan is er één sequentie analyse gelukt namelijk het PCR product van M. kansasii. 

De sequenties van het PCR product van M. haemophilum, M. ulcerans en M. kansasii staan in bijlage 8. 

Probe
Er zijn maar een beperkt aantal sequenties gebruikt voor de ontwikkeling van de probe. Dit omdat de sequentie analyse van de PCR producten niet wilde lukken. Met uitzondering van de sequenties van het PCR product van M. haemophilum, en M. ulcerans, deze zijn wel gebruikt. (Figuur 3.7) Hiervoor is het programma Primer Express 3.0 gebruikt. Dit programma kijkt meteen of de primers die al eerder gevonden zijn, ook geschikt zijn voor de Real Time PCR. De Primers en probe zijn te vinden in de tabelen: 2.9, 2.10 en 2.11.


Real Time PCR

Real Time PCR met SYBR Green.

De primersets voor ESX- 3.1 en ESX-3.2 worden eerst getest met de Real Time PCR met SYBR Green. De primerset van ESX 3.1 is voor M. abcessus, M. chelonae en M. fortuitum negatief. Corynebacterium is ook positief. 
De primerset van ESX-3.2 is voor M. chelonae en M. fortuitum positief en voor M. abcessus negatief. Corynebacterium is hier ook positief. In de smeltcurve (figuur 3.8) is te zien dat de PCR producten niet allemaal dezelfde smelttemperatuur hebben. 
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Ook de ESX 5 primerset is eerst getest met SYBR Green. In tabel 3.1 staan alle Ct waardes die hiervoor gevonden zijn. De dikgedrukte monsters hebben een hoge Ct waarde of kunnen niet gedetecteerd worden. Corynebacterium ligt qua Ct waarde dicht bij de andere mycobacteriën, maar verwacht wordt dat met de specifieke probe Corynebacterium negatief wordt.

De PCR producten hebben smelttemperaturen die dicht bij elkaar liggen (figuur 3.9). De smeltcurve bij 80-82°C is van Rhodococcus equi. Corynebacterium heeft bij 86-88°C een lage piek. Het lage piekje bij 74°C is van M. fortium en het lage piekje bij 76°C is van Rhodococcus equi. Dit zijn waarschijnlijk primerdimeren. M. fortium en Rhodococcus equi hebben net zoals Coryenbacterium een lage piek bij 86-88°C. 
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Tabel 3.1. Ct waarde met Sybr Green.

	Monster
	Ct waarde

	M. abcessus
	26.42

	M. fortuitum
	30.56

	M. fortium
	31.18

	M. smegmatis
	31.35

	M. triviale
	14.01

	M. interjectum
	16.75

	M. scrofulaceum
	18.97

	M. xenopi
	16.12

	M. bovis BCG
	20.14

	M. marinum
	19.79

	M. ulcerans
	17.70

	M. gordonae (193)
	Undet.

	M. gordonae (194)
	21.19

	M. szulgai
	25.36

	M. szulgai
	20.28

	M. leprae
	17.45

	Mycobacterium sp.
	19.56

	M. inracellulare (96 927) 
	18.96

	M. inracellulare (96 1510) 
	20.86

	Corynebacterium
	25.95

	Rhodococcus equi
	34.23

	Rhotia dentacaria
	34.55


Real Time PCR voor atypische mycobacteriën van het VUmc.

Als patiëntenmonsters die getest worden met deze Real Time PCR positief zijn, hebben ze een Ct waarde van ongeveer 35. De DNA monsters die in dit onderzoek gebruikt worden, worden zo verdund dat ze met deze Real Time PCR ook een Ct waarde van 35 hebben. De verdunde DNA monsters hebben dan ongeveer dezelfde hoeveelheid aan mycobacterieel DNA als de patiëntenmonsters.
Real Time PCR met ESX 5 MGB probe.

Wanneer er een Real Time PCR is opgezet voor atypische mycobacteriën wordt deze vergeleken met een Real Time PCR uit de literatuur. Er is gekozen voor een Real Time PCR die als target het ITS heeft. Voor beide Real Time PCR’s wordt er gekeken naar de specificiteit, de beste primer en probe concentratie, sensitiviteit en patiëntenmonsters.

De ITS Real Time PCR is voor M. holsaticum, M. interjectum, M. xenopi, M. gordonae en M. szulgai positief terwijl de ESX 5 Real Time voor deze mycobacteriën negatief is (tabel 3.2). Voor de andere mycobacteriën liggen de Ct waardes dicht bij elkaar van beide Real Time PCR’s. 

Specificiteit

Tabel 3.2. Specificiteit van beide Real Time PCR’s

	Monster
	Ct waarde Real Time PCR ESX 5
	Ct waarde Real Time PCR  ITS

	M. abcessus
	40,30
	40,57

	M. chelonae
	38,91
	39,39

	M. fortuitum
	38.73
	37,94

	M. phlei
	33,93
	33,22

	M. triviale
	34,31
	28,09

	M. holsaticum
	Undet 
	27,77

	M. malmoense
	22,56
	22,56

	M. interjectum
	Undet
	32,84

	M. scrofulaceum
	32,75
	34,33

	M. xenopi
	Undet
	29,62

	M. bovis BCG
	32,14
	33,31

	M. tuberculosis
	29,78
	31,11

	M. marinum
	33,95
	33.88

	M. ulcerans
	31,36
	32,32

	M. gordonae (193)
	Undet
	36,82

	M. gordonae (194)
	Undet
	34,05

	M. szulgai
	Undet
	36,30

	M. szulgai
	Undet
	34,07

	M. leprae
	30,92
	33,06

	M. avium
	15,62
	15,7

	M. kansasii
	24.91
	20,44

	Mycobacterium sp.
	32,19
	34,07

	M. inracellulare (96 927) 
	32,82
	34,23

	M. inracellulare (96 1510) 
	35,38
	34,88

	Corynebacterium
	Undet
	Undet

	Rhodococcus equi
	Undet
	Undet

	Rothia dentacaria
	Undet
	Undet


Technische validatie

Er is ook gekeken naar de optimale primer en probe concentratie voor beide Real Time PCR’s. De Ct waardes staan in tabel 3.3 en 3.4. 
Tabel 3.3. Technische validatie van de primers.

	Primer concentratie (nM)
	Ct waarde Real time PCR ESX 5
	Ct waarde Real time PCR  ITS

	50 forward + 50 reverse
	33.93
	39.13

	50 forward + 300 reverse
	33.20
	41.96

	50 forward + 900 reverse
	32.84
	38.16

	300 forward + 50 reverse
	33.30
	29.28

	300 forward + 300 reverse
	32.80
	33.37

	300 forward + 900 reverse
	32.32
	30.23

	900 forward + 50 reverse
	32.73
	29.98

	900 forward + 300 reverse
	32.22
	29.82

	900 forward + 900 reverse
	32.34
	31.15


Tabel 3.4. Technische validatie van de probe.

	Probe concentratie
	Ct waarde Real time PCR ESX 5
	Ct waarde Real time PCR  ITS

	50 nM
	36.66
	31.33

	100 nM
	33.34
	30.63

	150 nM
	31.94
	30.03

	200 nM
	32.51
	29.73


Voor de ESX 5 Real Time PCR wordt er gekozen voor een primerconcentratie van 300 nM voor de forward en de reverse primer. 

Als probe concentratie is gekozen voor de 150 nM. Hierbij kwam het signaal het eerste op. 

Voor de ITS Real Time PCR wordt er gekozen voor een primerconcentratie van 900 nM voor de forward en de reverse primers.

Als probe concentratie is gekozen voor de 200 nM. 

Sensitiviteit

De gevoeligheid van beide Real Time PCR’s wordt bepaald door een verdunningsreeks van een bekende hoeveelheid DNA te testen. In tabel 3.5 is te zien dat de ITS Real Time PCR nog een signaal geeft als er een halve CFU aan de reactie is toegevoegd. De ESX 5 Real Time PCR heeft een detectiegrens van 50 CFU per reactie. 

De ITS Real Time PCR is dus 100x gevoeliger dan de ESX 5 Real Time PCR.
Tabel 3.5. De gevoeligheid van beide Real Time PCR’s.

	DNA geïsoleerd van aantal CFU per  PCR reactie
	Ct waarde Real Time PCR ITS
	Ct waarde Real Time PCR ESX 5

	50.000
	29.08
	28.62

	5.000
	29.51
	30.58

	500
	33.20
	34.18

	50
	36.11
	37.85

	5
	40.76
	Undet

	0,5
	42.91
	Undet


Patientenmonsters

Uit de patiëntenmonsters is het DNA geïsoleerd. Deze DNA monsters zijn getest met de ESX 5 Real Time PCR en de ITS. Dezelfde DNA monsters zijn ook getest met de Atypische mycobacteriën Real Time PCR van het VUmc. Zo kan je zien welke Real Time PCR het beste resultaat geeft. 

Wat meteen opvalt is dat beide Corynebacteria en Rhotia bij de Atypische Real Time PCR positief zijn. Bij de ESX-5 en de ITS Real Time PCR zijn deze patiëntenmonsters negatief. 

De ESX-5 Real Time PCR is voor alles behalve M. haemophilum negatief. De ITS detecteert in deze DNA monsters M. gordonae, M. kansasii/gastri, M. szulgai en M. simiae. (Tabel 3.6)
Tabel 3.6. Vergelijking van de ITS Real Time PCR, de ESX 5 Real Time PCR en de Atypische mycobacteriën Real Time PCR met patiëntenmonsters. 

	Patiëntnummer
	Materiaal
	Mycobacterium
	ITS Ct waarde
	ESX 5 Ct waarde
	Atypische Ct waarde

	1
	Lymfeklier
	M. avium complex
	Undet
	Undet
	Undet

	2
	Sputum
	M. gordonae
	22.81
	Undet
	26.27

	3
	Bactec
	M. chelonae/abcessus groep
	Undet
	Undet
	Undet

	4
	Sputum
	Corynebacterium durum
	Undet
	Undet
	24.23

	5
	Sputum
	M. chelonae/ abcessus groep
	Undet
	Undet
	28.63

	6
	Bal
	M. kansasii/gastri
	39.41
	Undet
	34.36

	7
	Pus
	M. szulgai
	36.04
	Undet
	35.25

	8
	Plura punctaat
	Corynebacterium
	Undet
	Undet
	38.07

	9
	Sputum
	M. kansasii
	Undet
	Undet
	38.70

	10
	Beenmerg
	M. simiae
	38.80
	Undet
	36.32

	11
	Sputum
	M. avium complex ws M. intracellulare
	Undet
	Undet
	Undet

	12
	Pus hals
	M. haemophilum
	Undet
	38.77
	Undet

	13
	Bactec
	M. haemophilum
	Undet
	Undet
	Undet

	14
	Pit hals
	M. haemophilum
	Undet
	38.69
	Undet

	15
	Sputum
	Rhotia
	Undet
	Undet
	28.14

	16
	sputum
	M. malmoense
	Undet
	Undet
	39.46

	17
	Bactec
	M. intracellulare
	Undet
	Undet
	Undet

	18
	Bal
	M. tuberculosis
	Undet
	undet
	Undet


Discussie

In dit onderzoek is geprobeerd om een Real Time PCR op te zetten voor klinisch relevante mycobacteriën. Hiervoor is gebruik gemaakt van de gen clusters ESX- 3 en ESX-5. 

De primers zijn ontworpen door in silico een alignment te maken van ESX-3 en ESX-5 sequenties van verschillende mycobacteriën. Voor de ESX-5 zijn de primers gelokaliseerd op het gen Rv1783 en voor de ESX-3 zijn de primers gelokaliseerd op het gen Rv0283. Deze waren in de desbetreffende ESX clusters de meest geconserveerde genen. Deze genen hebben wellicht een belangrijke functie.  
De primersets zijn met een PCR getest op hun specificiteit. Bij de primerset Rv1783A zagen we dat M. intracellulare waarschijnlijk aspecifieke bandjes vertoonde. De primerset Rv1783B deed dit niet en daarom is hier verder mee gegaan. De primerset Rv1783B (ESX-5 PCR) detecteerde naar verwachting de verschillende mycobacterium soorten. Hier was goed te zien dat de langzaam groeiende mycobacteriën gedetecteerd worden door de ESX-5 PCR en de snel groeiende niet. Dit bevestigd de theorie dat in snel groeiende mycobacteriën het ESX-5 cluster niet voorkomt. In deze PCR zijn Mycobacterium chitae en Mycobacterium nonchromogenicum niet meegenomen. Hierover kan er nog niet gezegd worden of ze het ESX-5 cluster wel of niet hebben.
De primerset Rv0282 detecteerde alle mycobacterium soorten. Alleen M. triviale en M. avium vertoonde waarschijnlijk aspecifieke bandjes. 

Uiteindelijk moet er een Real Time PCR ontwikkeld worden voor de latere toepassing in de diagnostiek. De ESX-5 primers waren met een kleine aanpassing geschikt voor de Real Time PCR en konden getest worden. Hierbij was Corynebacterium  positief. Dit zou kunnen komen door aspecifieke amplificatie van fragmenten met een andere lengte, Real time PCR is gevoeliger voor fouten. De verwachting was dat met een specifieke probe Corynebacterium negatief zal zijn. 

Het PCR product voor de Real Time PCR mag niet langer zijn dan 200 nucleotiden. Het PCR product van het ESX-3 is langer dan 200 nucleotiden, hiervoor zijn twee nieuwe primersets ontwikkeld op dezelfde manier als eerder is beschreven. De eerste primerset was negatief voor M. abcessus, M. chelonae en M. fortuitum die wel gedetecteerd zouden moeten worden. Dat dit is gebeurd kan komen doordat de primerset ontwikkeld is met een in silico alignment met sequenties van langzaam groeiende mycobacteriën. Op dat moment waren er nog geen sequenties bekend van snel groeiende mycobacteriën. De tweede primerset detecteerde wel de verwachte mycobacteriën, maar ook Corynebacterium. De smelttemperaturen van de PCR producten waren ook niet allemaal gelijk. Dit kan duiden op aspecifieke PCR producten. Om deze redenen is  er met beide primersets niet verder gegaan. 

Voor de ESX-5 Real Time PCR kan een probe ontwikkeld worden. Met een probe maak je de test specifieker. Om een goede probe te kunnen ontwikkelen moeten de sequenties van de PCR producten bekend zijn. De PCR producten zijn in een vector gezet om hier vanuit te kunnen sequencen.  Het sequencen is helaas voor de meeste PCR producten niet gelukt. Er zijn naar verschillende factoren gekeken om de sequentie analyse te kunnen laten slagen, maar dat maakte geen verschil. De PCR producten bevatten veel G’s en C’s, het kan zo zijn dat daardoor secundaire structuren ontstaan. Het Taq polymerase kan dan niet verder lezen en de sequentie analyse stopt. Opvallend was dat ook het bedrijf Baseclear de sequentie niet kon bepalen van de meeste van deze gekloneerde fragmenten. Wellicht zou het gebruik van andere nucleotide, die verminderde waterstofbrug-vorming vertonen, zoals deazaGTP of ITP een oplossing voor dit probleem kunnen geven. Door het gebrek aan sequenties is er toen voor gekozen om de probe te ontwikkelen met de sequenties die bekend zijn. Daarnaast zijn de twee sequenties die wel gelukt zijn (M. haemophilum en M. ulcerans) aan de alignment toegevoegd. 

Met de specifieke MGB probe is gekeken welke mycobacteriën er worden gedetecteerd door de Real Time PCR. Er waren een aantal mycobacteriën die met de SYBR Green Real Time PCR positief waren en die nu opeens negatief waren. Dit komt zeer waarschijnlijk doordat de specifieke probe ontwikkeld is met de beperkt beschikbare sequenties voor dit gedeelte van ESX-5. De probe is dus niet specifiek voor alle mycobacteriën. 

In deze Real Time PCR is Corynebacterium negatief zoals al verwacht werd wanneer er een specifieke probe gebruikt  zou worden. Dat M. abcessus, M. chelonae en M. fortuitum positief zijn voor de Real Time PCR was niet verwacht. Deze Real Time PCR is namelijk gebaseerd op het ESX-5 cluster en waarschijnlijk komt dit niet voor in deze 3 mycobacteriën. Het zou kunnen zijn dat tijdens het isoleren van het DNA contaminatie heeft plaatsgevonden met M. kansasii (waar het ESX-5 cluster wel in voorkomt) waarvan op hetzelfde moment ook DNA van is geïsoleerd. Om dit te kunnen bevestigen zou de sequentie van het PCR product van M. abcessus, M. chelonae en M. fortuitum bepaald moeten worden. 

De ESX-5 Real Time PCR is vergeleken met een Real Time PCR voor mycobacteriën die als target het ITS heeft. De ITS detecteert meer mycobacterium species dan de ESX-5 Real Time PCR. De ITS regio (tussen het 16S en 23S)  komt voor bij elke mycobacterium. Dit zou een reden kunnen zijn dat de ITS Real Time PCR meer species detecteert. 

De gevoeligheid van de ITS Real Time PCR is ook hoger dan de ESX-5 Real Time PCR, de ITS Real Time PCR is 100x gevoeliger dan de ESX-5 Real Time PCR. Waarschijnlijk komt dit met name doordat de ITS meerdere keren op het genoom voorkomt. In de literatuur is een gevoeligheid beschreven van 2.7 CFU. Dit betekend dat de ITS Real Time PCR die wij zelf uitgevoerd hebben 5.4x gevoeliger is. De ITS Real Time PCR is hier uitgevoerd met 900 nM forward en reverse primer en met 200 nM probe. In de literatuur gebruiken ze  400 nM forward en reverse primer en met 200 nM probe. Dit kan samen met het verschil in gebruikte mastermix een verklaring  zijn voor het feit dat de ITS Real Time PCR die hier is uitgevoerd gevoeliger is. 

De ESX-5 Real Time PCR, de ITS Real Time PCR en de Atypische Real Time PCR van het VUmc zijn getest met patiëntenmonsters. Met de ESX-5 Real Time PCR en de ITS Real Time PCR werden maar weinig patiëntenmonsters gedetecteerd. De Atypische Real Time PCR detecteert Corynebacterium en Rhotia in patiëntenmonsters en daarmee laat deze Real Time PCR zijn onbruikbaarheid zien. Dat de ESX-5 en de ITS Real Time PCR zo weinig patiëntenmonsters detecteert komt waarschijnlijk doordat het DNA niet meer goed is. Een aantal van de patiëntenmonsters die gebruikt zijn komen namelijk uit 2003. Vanwege tijdsgebrek is dit maar één keer uitgevoerd. Dit zou nog een keer uitgevoerd moeten worden.
Het doel van dit ondezoek was om een Real Time PCR op te zetten met behulp van het ESX-3 cluster en het ESX-5 cluster die alleen mycobacteriën detecteert. Al snel bleek het ESX-3 cluster hiervoor niet geschikt te zijn. Met het ESX-5 cluster kon er wel een Real Time PCR worden opgezet. Deze ESX-5 Real Time PCR detecteert niet voldoende mycobacterium soorten. M. holsaticum, M. interjectum, M. xenopi, M. gordonae en M. szulgai werden niet gedetecteerd. M. interjectum, M. xenopi en M. szulgai zijn wel mycobacteriën die gedetecteerd moeten worden omdat ze infectie kunnen veroorzaken. De ITS Real Time PCR daarentegen detecteert wel alle geteste mycobacteriën. De ITS Real Time PCR wordt verder geoptimaliseerd zodat hiermee in patiëntenmonsters mycobacteriën gedetecteerd kunnen worden.  
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Bijlage 1 Fylogenetische boom van mycobacteriën.



Bijlage 2 Gebruikte stammen.
Gebruikte monsters.

1. M. abcessus (RIVM)
2. M. chelonae (RIVM)
3. M. fortuitum (RIVM)
4. M. fortium (RIVM)
5. M. smegmatis (RIVM)
6. M. phlei (RIVM)
7. M. trivial (RIVM)
8. M. holsaticum (RIVM)
9. M. interjectum (RIVM)
10. M. malmoense (RIVM)
11. M. scrofulaceum (RIVM)
12. M. xenopi (RIVM)
13. M. bovis BCG (VUmc)
14. M. tuberculosis (VUmc)
15. M. marinum (VUmc)
16. M. ulcerans (VUmc)
17. M. gordonae (193) (VUmc)
18. M. gordonae (194) (VUmc)
19. M. szulgai (VUmc)
20. M. szulgai (VUmc)
21. M. leprae (VUmc)
22. M. avium (RIVM)
23. M. kansasii (VUmc)
24. M. intracellulare (96 927) (VUmc)
25. M. intracellulare (96 (1510) (VUmc)
26. Mycobacterium sp.(VUmc)
27. Corynebacterium (VUmc)
28. Rhodococcus equi (VUmc)
29. Rhotia dentacaria (VUmc)
Bijlage 3 PCR II TOPO vector.
PCR II Topo vector

Bijlage 4 Protocol Competente E. coli cellen.
PREPARATION OF E. coli COMPETENT CELLS AND TRANSFORMATION

Ref: Inoue et al., 1990. Gene 96:23-28

Frequency: 1-3x109 cfu/(g of pBR322 DNA to E. coli HB101, DH5( and JM109

Materials: 

-Shaker 18ºC, 200 rpm

-Liquid N2 

-DMSO (use small stock supply in 12 ml tube)

-Ice

-Centrifuge at 4ºC

-Media:





  1L

-SOB:
Bacto-Tryptone 2% 

  20g



Yeast extract 0.5%

   5g



NaCl 10mM


584 mg



H2Od



~800 ml



+5 ml of a sterile 2M MgCl2 , just before use (19g MgCl2 in 100 ml H2Od, autoclave)


-SOC: SOB + glucose 20mM 







 1L


-TB:
Pipes 10mM


3,02g



CaCl2 15mM


1,67g



KCl 250mM


18,6g

Method:

A. Preparation of competent cells

1. Grow an overnight (o/n) culture of the strain in 3 ml of LB (+antibiotic, if necessary)

2. Inoculate 100 ml of SOB (in 1L flask) with 250 µl of the o/n culture

3. Grow to an OD600 ~0,5-0,6 (never more than 0,6!) at 18ºC, 200 rpm (DH5( needs 24-30h to grow until this OD600 and JM109 between 15 and 20h) 

4. Remove the flask for the incubator and place on ice bath for 10 min

VERY IMPORTANT: KEEP THE CELLS ALWAYS COLD FROM THIS POINT ONWARDS (AND DON’T VORTEX TO RESUSPEND)!

5. Centrifuge at 2500g for 10 min at 4ºC in bottles pre-cooled at –20ºC

6. Remove the supernatant and gently resuspend (using pipet) the pellet in 32 ml of cold TB (on ice!)

7. Incubate 10 min on ice bath

8. Centrifuge idem step 5

9. Remove supernatant and gently resuspend the pellet in 8 ml of cold TB (keep cells on ice!)

10. Add 0,6 ml of DMSO, drop by drop, with gentle swirling [final concentration 7%(v/v)]

11. Incubate 10 min on ice bath

12. Aliquot 200 µl of cells in 1,5 ml eppendorf pre-cooled in liquid N2. Freeze cells by immersion in liquid N2
13. Store at –80ºC
B. Transformation

1. Thaw the cells at room temperature (or on ice)

2. Transfer to ice

3. Add 1-5 µl of the plasmid solution (up till 20 µl is possible)

4. Incubate 30 min on ice

5. Heat-shock (without agitation) at 42ºC for 30 s and transfer to ice (1-2 min)

6. Add 800 µl of SOC (or LB) and incubate 1h at 37ºC with agitation

7. Put 100 (l on LB plate with the appropriate antibiotic(s)

8. Centrifuge the rest of the cells (900 (l) at maximum speed (14.000 rpm) for 1 min. Remove supernatant, resuspend and put on LB plate (+ antibiotic(s))

Bijlage 5 Protocol voor het kloneren.
Protocol Invitrogen Topo TA cloning kit.

Doel: Kloneren van het PCR product in een PCR-II Topo 4.0 kb vector. 

1. Cloning mix: 

· 1 µl salt solution

· 4,5 µl PCR product

· 0,5 µl cloningvector

2. 30 min incuberen bij kamertemperatuur.

3. 6 µl cloning mix toevoegen aan DH5α competente cellen. (DH5α competente cellen op ijs bewaren.)

4. 30 min incuberen op ijs.

5. 30 sec hitte schok bij 42°C.

6.  Direct op ijs zetten.

7. 250 µl LB medium toevoegen.

8. Gedurende 1hr bij 37°C.

9. 80 µl aqua-dest + 20 µl van een 50mg/ml oplossing X- gal in DMF (N-N-formadide) uitspatelen over een LB plaat met 100 µg/ml ampicilline.

10. 100 µl getransformeerde cellen uitspatelen over de LB plaat (Amp + X-gal).

11. Overnacht incuberen.

12. Witte kolonies bevatten het recombinante vector. De insertie van het PCR product is in het LacZ gen wat normaal β-galactosidase produceert. X-gal wordt afgebroken door β-galactosidase wat een blauw product geeft. Wanneer je dus blauwe kolonies hebt weet je dat dit niet het recombinante vector is.

13. Witte kolonies in vloeibaar LB medium met ampiciline. 5 ml LB medium +............................ ampiciline. Overnacht laten staan.

14. Plasmide isolatie met behulp van het Qiagen protocol.

15. Plasmide knippen met het restrictieenzym EcoR1. Je verwacht dan 2 bandjes: 1 van ongeveer 700bp (het PCR product) groot en 1 van 4000bp groot (de vector zonder PCR product)

16. Analyse door middel van gelelectroforese van 1% agarosegel. 

Bijlage 6 Protocol voor sequence analyse.
Sequence Protocol Big Dye Terminator

Doel: sequentieanalyse

	DNA concentratie: 
	100-200 bp 
	0,5-1,5 ng

	(PCR product)

	200-500 bp 
	1,5-5,0 ng

	


	500-1000 bp 
	2,5-10 ng

	


	1000-2000 bp 
	20-50 ng

	Dubbel strengs
	
	150-300 ng


Reactie mix:

	· Big Dye Ready reaction mix 
	4,0 µl

	· Primer (1,6 pmol/µl)
	1,0 µl

	· Template
	x µl

	· aqua dest
	x µl

	· DMSO 5% v/v
	0,5 µl

	Total volume
	10 µl


Primers:

	M 13 forward
	5’- CTG GCC GTC GTT TTA C -3’

	M13 reverse
	5’- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’


Amplificatie reactie:

	10 min
	96°C

	10 sec
	96°C

	5 sec
	50-55°C (hangt af van de annealings temperatuur van de primer)               25 cycli

	4 min 
	60°C

	∞
	4°C


· Voeg 12 µl Miliq toe aan de amplificatie reactie.

· Pipeteer de amplificatie reactie in een 1,5ml ependorfje.

Monster voorbereiding:

· Voeg 2 µl 3M NaAc pH 5,2 toe en 50 µl 100% EtOH.

· Incubeer 15min bij kamer temperatuur.

· Centrifugeer 20 min op maximale snelheid.

· Verwijder het supernatant.

· Voeg 250 µl 70% EtOH toe en centrifugeer 5 min op maximale snelheid.

· Verwijder het supernatant.

· Voeg 250 µl 70% EtOH toe en centrifugeer 5 min op maximale snelheid.

· Verwijder al het supernatant.

· Laat het DNA in de zuurkast op kamertemperatuur of 37°C drogen.

Bijlage 7 Verschillende reactiemixen van de Real Time PCR.
SYBR Green Real Time PCR mix:
	Materiaal
	Aantal μl

	Forward primer 900nM
	0.25

	Reverse primer 900nM 
	0.25

	TaqMan SYBR Green Mastermix
	12.5

	MiliQ
	10

	DNA
	2


ESX-5 Real Time PCR mix:
	Materiaal
	Aantal μl

	Forward primer 10pmol/μl (300nM)
	0.9

	Reverse primer 10pmol/μl (300nM) 
	0.9

	Probe 15pmol/μl (150nM)
	0.3

	TaqMan Mastermix
	15

	MiliQ
	10.9

	DNA
	2


ITS Real Time PCR mix:

	Materiaal
	Aantal μl

	Forward primer 50pmol/μl (900nM)
	0.5

	Reverse primer 50pmol/μl (900nM) 
	0.5

	Probe 15pmol/μl (200nM)
	0.4

	TaqMan Mastermix
	15

	MiliQ
	11.6

	DNA
	2


Atypische Real Time PCR mix:

	Materiaal
	Aantal μl

	Forward primer (330nM)
	0.3

	Reverse primer (330nM)
	0.3

	Probe (150nM)
	0.3

	TaqMan Mastermix
	15

	MiliQ
	12.1

	DNA
	2


Real Time PCR programma:

	Temperatuur
	Tijd

	50°C 
	2 min

	95°C 
	10 min

	95°C
	15 sec         45x

	60°C
	1 min



Bijlage 8 Sequenties.
PCR product M. ulcerans

5’gtggtcatcgacgagttctacgagtggttccgcatcatgccgacggcggtcgacgtgctcgactcgatcggccggcagggtcgtgcctattggatccacttgatgatggcctcgcagaccattgagagccgtgccgaaaagctcatggagaacatggg3’
PCR product M. heamophillum

5’gtggtcatcgacgagttctacgaatggtttcgtatcatgccgacggcggtcgacgtgctcgactcgatcggccggcaaggccgcgcctactggattcacttgatcatggcgtcgcagaccattgagagccgagctgaaaagctcatggagaacatggg3’
PCR product M. kansasii
5’gtggtcatcgacgagttctacgagtggttccggatcatgccgaccgccgtcgacgtgctcgactcgatcggccgccagggtcgcgcctactggattcacctgatgatggcctcgcagaccattgagagccgggccgagaagctcatggagaacatggg3’
Granuloom
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Latente infectie





Figuur 1.1. Pathogenese van M. tuberculosis.





Figuur 1.2. Ziehl-Neelsen kleuring van M. tuberculose.





Figuur 1.3. De genomische organisatie van de genen die aanwezig zijn in de ESX clusters in M. tuberculosis.








Figuur 1.4. Een mogelijk functioneel model voor de samenwerking van de cluster regio’s. 
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Figuur 2.1. Principe van de Polymerase Chain Reaction.


Denaturatie


Annealing


Elongatie


Exponentiële groei van PCR producten








Tabel 2.6. PCR programma van de ESX 5 PCR.





94°C	10 min


94°C	30 sec


60°C	30 sec	    30 cycli


72°C	30 sec


72°C	3 min


4°C	∞





94°C	10 min


94°C	30 sec


55°C	30 sec	    30 cycli


72°C	20 sec


72°C	7 min


4°C	∞





Figuur 2.2. 100 bp ladder.





Figuur 2.3. Afbraak van X gal door β galactosidase.





Figuur 2.4. Principe van Sequencen.





Figuur 2.5. Principe van Sybr Green.





Figuur 2.6. Principe van de TaqMan probe





Figuur 2.7. Principe van een MGB probe





Probe:	50nM


	100nM


	150nM


	200nM





Primer:	50nM F/ 50nM R


	50nM F/ 300nM R


	50nM F/ 900nM R


	300nM F/ 50nM R


	300nM F/ 300nM R


	300nM F/ 900nM R


	900nM F/ 50nM R


	900nM F/ 300nM R


	900nM F/ 900nM R





+ 900nM van elke primer





+ 200nM probe





Figuur 2.8. Technische validatie van de primers en probe.
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M. marinum


M. smegmatis





Primer Marinum


M. kansasii


M. kansasii


M. kansasii


100bp ladder


M. intracellulare


M. avium


M. intracellulare


M. avium


M. avium


M. avium


M. kansasii


M. marinum


M. smegmatis








Primer Rv1783A


M. kansasii


M. kansasii


M. kansasii


M. intracellulare


M. avium


M. intracellulare


M. avium


M. avium


M. avium


100 bp ladder


M. kansasii


M. marinum


M. smegmatis





Primer Rv1783B


M. kansasii


M. kansasii


M. kansasii


M. intracellulare


M. avium


M. intracellulare


M. avium


M. avium


M. avium


M. kansasii





100bp ladder


M. abcessus


M. chelonae


M. fortuitum


M. smegmatis


M. phlei


M. triviale


M. scrofulaceum


M. bovis BCG


M. marinum


M. ulcerans


M. kansasii


M. haemophilum


M. leprae


M. avium


Corynebacterium


Rhodococcus


Nocardia


100 bp ladder
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Figuur 3.4. Gel van de ESX 5 PCR





Figuur 3.5. Gel van de ESX 3 PCR
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100bp ladder


M. abcessus
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M. fortuitum


M. smegmatis


M. phlei
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M. leprae


M. avium


Corynebacterium


100 bp ladder
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Figuur 3.1 Alignment van het gen Rv1783





Figuur 3.2 Alignment van het gen Rv0283





Figuur 3.6. Een gedeelte van de sequentie van  het PCR product van M. ulcerans





Figuur 3.7. Deel van de allignment van Rv 1783.





Figuur 3.8. Smeltcurven van het ESX 3.2 PCR product. 





Figuur 3.9. Smeltcurve van het ESX-5 PCR product.





M. lentiflavum





M. simiae





M. paratuberculosis





M. shottsii





M. leprae





M. avium





M. marinum





M. palustre





M. austroafricanum





M. acapulcensis
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M. sp. KMS
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M. haemophilum





M. tuberculosis





M. africanum
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M. avium complex





M. tuberculosis complex

















SLOW GROWERS





RAPID GROWERS





M. bovis





M. microti





M. chelonae





M. hodleri





M. neoaurum





M. diernhoferi





M. frederiksbergense





M. farcinogenes





M. senegalense





M. alvei





M. septicum





M. chubuense





M. chlorophenolicum





M. peregrinum





M. wolinskyi





M. obuense





M. aichiense





M. gilvum





M. parafortuitum





M. sphagni





M. fortuitum





M. komossense





M. intracellulare





M. kansasii





M. gastri





M. malmoense





M. szulgai





M. asiaticum





M. gordonae





M. ulcerans





M. xenopi





M. botniense





M. heckeshornense





M. shimoidei





M. hiberniae





M. nonchromogenicum





M. terrae





M. celatum





M. lacus





M. scrofulaceum





M. intermedium





M. interjectum





M. kubicae





M. genavense





M. heidelbergense





M. triviale
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M. brumae





M. phlei





M. confluentis





M. elephantis





M. pulveris





M. thermoresistibile
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M. goodii
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M. vaccae
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M. flavescens





M. manitobense
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M. fallax





M. cookii





M. gadium





Gordonia aichiensis





Mix until dissolve


+10 ml per liter of KCl 250 mM


Adjust to pH 7 with NaOH 5N


Adjust to 1L with H2Od


Autoclave to sterilize














Mix until dissolve in H2Od


Adjust to pH 6,7 with KOH (~2 pieces)


+MnCl2 55mM (10,88 g per liter of MnCl2.4H2O)


Sterilized by filtration


Store at 4ºC
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