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Voorwoord

Het onderwerp van mijn afstudeeropdracht is het opzetten van een volledig gevalideerde real-time PCR assay voor de meest voorkomende pathogene dermatophyten. Het onderzoek werd verricht in het Laboratorium Medische Microbiologie en Infectieziekten te Zwolle. Ik heb veel geleerd over het onderwerp, ervaring opgedaan in de techniek real-time PCR en in verschillende DNA extractie technieken. 

Mijn dank gaat uit naar L.E.S. Bruijnesteijn van Coppenraet voor de mogelijkheid voor een leerzame stage. Naast L.E.S. Bruijnesteijn van Coppenraet wil ik J.A. Wallinga bedanken.

Mijn theoretische en praktische kennis op moleculair gebied was minimaal, maar dankzij mijn begeleidsters heb ik veel kunnen leren.

Verder wil ik iedereen bedanken die mij geholpen hebben in mijn onderzoek en het ontwikkelen van mijn kennis. Met name wil ik de medewerkers van de schimmelidentificatie bedanken. Zij hebben mij enorm geholpen met de theoretische en praktische kennis over dermatophyten.
Zwolle, mei 2008
Georgette Huenestein

Samenvatting
Dermatophyten veroorzaken infecties in de haren, huid en nagels. Infecties veroorzaakt door dermatophyten worden dermatomycosen genoemd. Wanneer de huid geïnfecteerd is ontstaan er rode schrale plekken (ringworm). Dermatomycosen zijn één van meest gangbare, besmettelijkste ziekten wereldwijd. Transmissie van dermatomycosen verloopt via direct contact met een geïnfecteerde gastheer of via indirect contact met geïnfecteerde haren, huid, kleren of vloeren. 
Diagnostiek voor de detectie en identificatie van dermatophyten in klinisch materiaal bestaat uit directe microscopie en kweek. Deze diagnostiek wordt de conventionele diagnostiek genoemd. Conventionele diagnostiek kost veel tijd, bovendien is de sensitiviteit is laag.

In 2005 was een multiplex real-time polymerase chain reaction opgezet voor de detectie en identificatie van de meest voorkomende pathogene dermatophyten species in klinische monsters in minder dan 24 uur. Internal Transcribed Spacers 1 en 2 werden gebruikt als target. Amplificatie en detectie werden uitgevoerd op de iCycler IQ4™ real-time detection system (Biorad, Veenendaal, Nederland).

Het doel van dit project was het aanpassen en optimaliseren van de in 2005 opgezette multiplex real-time polymerase chain reaction. Hiervoor waren verschillende processen nodig. Amplificatie en detectie werden geoptimaliseerd op de Applied Biosystems 7500 real-time PCR (Applied Biosystems, USA). Een species-specifieke Epidermophyton floccosum probe werd ontwikkeld en toegevoegd aan één van de multiplex reactie mixen. Ook werden de primers en probe van de interne controle toegevoegd aan één de multiplex reactie mix. Desoxyribonucleïnezuur extractie methoden werden vergeleken voor optimale opbrengst van het desoxyribonucleïnezuur extract. 

Dit project werd gevalideerd met klinische materialen en gereed gemaakt voor implementatie in de routine diagnostiek. Totaal werden 53 klinische materialen (nagels, huid en haren), welke voor schimmeldiagnostiek werden ingestuurd verzameld. De materialen werden volgens de conventionele diagnostiek beoordeeld. De klinische materialen werden met verschillende voorbehandel - en desoxyribonucleïnezuur extractie methoden getest. Om te kunnen toezien op de kwaliteit van desoxyribonucleïnezuur extractie en polymerase chain reaction remming werd het niet humane virus Phocid herpesvirus 1 als interne controle gebruikt. Na desoxyribonucleïnezuur extractie volgde amplificatie en detectie welke werd uitgevoerd op de Applied Biosystems 7500 (ABI, USA).

In real-time polymerase chain reaction waren 36 monsters positief (67,9%). Met kweek waren 29 monsters positief (54,7) en met microscopie waren 31 monsters positief (58,5%). In de conventionele diagnostiek waren 7 monsters positief met microscopie, maar bleven negatief in de kweek. Met real-time PCR werden deze monsters eveneens positief bevonden.
De oorspronkelijke multiplex real-time polymerase chain reaction was aangepast en geoptimaliseerd op de ABI 7500. Dermatophyten desoxyribonucleïnezuur werd geëxtraheerd uit klinisch materiaal met een handmatige- en automatische extractie methoden. 
Uit de validatie is gebleken dat de specificiteit en sensitiviteit van de real-time PCR hoger is vergeleken met de conventionele diagnostiek. Er was minder hands-on time en het was mogelijk onderscheid te maken tussen de dermatophyten (sub)species met real-time polymerase chain reaction.
Summary

Dermatophytes cause infections in hair, skin and nails. Infections caused by dermatophytes are called dermatomycoses. When skin is infected, red parched spots (ringworm) developed. Dermatomycosis remains one of the most common communicable diseases worldwide. Transmission of dermatomycosis passes trough direct contact with an infected host or trough indirect contact with infected hairs, skin, close or floors.

Diagnostics for detection and identification of dermatophytes in clinical specimens consist of direct microscopy and culturing. These diagnostics is called the conventional diagnostics. Conventional diagnostics requires a lot of time and the sensitivity is very low.

In 2005 a multiplex real-time polymerase chain reaction was developed for the detection and identification of the most common pathogenic dermatophytes in clinical specimens in less than twenty-four hour. Internal Transcribed Spacers 1 and 2 were used as target. Amplification and detection were performed using the iCycler IQ4™ real-time detection system (Biorad, Veenendaal, the Netherlands).

They aim of this assay was to modify and optimize the in 2005 developed multiplex real-time polymerase chain reaction. For this purpose different processes where necessary. Amplification and detection was optimized on the  Applied Biosystems 7500 real-time polymerase chain reaction (Applied Biosystems, USA). A species-specific Epidermophyton floccosum probe was developed and inserted in one of the multiplex reaction mixes. Also the primers and probe of the internal control was inserted in one of the multiplex reaction mixes. Desoxyribonucleicacid extraction methods where compared for optimal results of desoxyribonucleicacid extract.
This assay was validated with the help of clinical specimens and was prepared for implementation in routine diagnostics. A total of 53 clinical specimens (nails, skin and hair) which were send in for fungaldiagnostics were collected. The specimens had been evaluated according the conventional diagnostics. The clinical specimens were tested with different pre-treated- and extraction methods. To monitor extraction quality and polymerase chain reaction inhibition the nonhuman virus Phocid herpesvirus 1 was used as internal control. After desoxyribonucleicacid extraction amplification and detection occurred on de Applied Biosystems 7500 real-time polymerase chain reaction (Applied Biosystems, USA). 
In real-time polymerase chain reaction 36 specimens (67,9%) were found positive. With culturing 29 specimens (54,7) were found positive and with microscopy 31 specimens (58.5%) were found positive. In conventional diagnostics 7 specimens were found positive with microscopy but were found negative with culturing. In real-time polymerase chain reaction these specimens were also found positive. 
The original multiplex real-time polymerase chain reaction was modified and optimised on the ABI 7500. Dermatophytes desoxyrinonucleicacid was extracted out of clinical specimens with manual extraction method and with an automatic extraction method.

The validation showed that the specificity and sensitivity of real-time polymerase chain reaction was higher compared with the conventional diagnostics. There was less hands-on time and it was possible to distinguish different dermatphytes (sub)species with real-time polymerase. 
Afkortingen en begrippen.
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	Applied Biosystems
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	Charge-Coupled Device
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	DMSO
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	DNA
	
	Deoxy ribonucleic acid (Deoxyribonucleïnezuur)

	DTM 
	
	Dermatophyten test medium (Taplin)
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	KOH-DMSO 
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	McF
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	Polymerase Chain Reaction

	PCR-RLB
	Polymerase Chain Reaction- Reverse Line Blot

	PhHV

	
	Phocide Herpes Virus 1

	Rn
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	Rpm
	
	Rotatie per minuut
	

	SAB MAL + AG 
	Sabouraud maltose agar + amoxycilline/gentamycine
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	Sequence Detection System
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1. Inleiding.
In 2005 is een moleculaire assay opgezet voor de detectie en identificatie van de meest voorkomende pathogene dermatophyten species. Deze real-time polymerase chain reaction (PCR) is opgezet door en ander instituut. Het doel van deze assay was het ontwerpen en ontwikkelen van een multiplex real-time PCR assay, gebaseerd op specifieke fluorfoor gelabelde probes, voor snelle detectie en identificatie van de meest voorkomende pathogene dermatophyten in klinische materialen.

De reden van de assay kwam voort uit de behoefte aan een snellere identificatie van de species en de moeilijk te differentiëren species op moleculair niveau te kunnen onderscheiden. De originele test wordt uitgevoerd op de iCycler IQ4™ real-time detection system (Biorad, Nederland) en bestaat uit twee multiplex reacties en een losse phocid herpesvirus (PhHV) reactie. De assay heeft als target de Internal Transcribed Spacer (ITS) 1 en 2. De ITS regio werd geselecteerd als PCR target om verschillende redenen. ITS is een multicopy regio. Ook is het de enige regio dat gesequenced is voor alle dermatophyten species en de meeste andere fungi. Een andere belangrijke reden is dat ITS meestal voldoende inter-specifieke variaties bevat om het ontwerpen van specifieke probes targets toe te staan, niet alleen bij species maar ook in de morfologie gedefinieerde subspecies complexen en andere specifieke groepen bestaande uit nauw verwante species1.

Diagnostiek naar dermatophyten wordt bij het Laboratorium Medische Microbiologie en Infectieziekten (LMMI) volgens de conventionele methode uitgevoerd. De kweekmethoden duren 2-4 weken. De materialen bestaan uit hetzelfde materiaal als bij de klinische evaluatie van de oorspronkelijke assay getest zijn. De conventionele methoden zijn juist voor nagels minder sensitief, omdat het lastig kan zijn de dermatophyten in het harde materiaal te bereiken. 

De originele detectie wordt uitgevoerd op de iCycler IQ4™ real-time detection system (BioRad, Nederland), binnen het LMMI wordt gebruik gemaakt van de ABI 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems, USA). De iCycler IQ4™ heeft vier filters, waarvan één bedoeld is voor de passieve reference, er kunnen dus drie labels per reactie gebruikt worden. De ABI 7500 heeft vijf labels, waarvan één bedoeld is voor de passieve reference, er kunnen dus vier labels per reactie gebruikt worden. Dit houdt in dat een vierde probe toegevoegd kan worden aan één van de reacties voor PhHV. Daarbij is in de andere multiplex reactie mix een plaats over voor eventuele extra species1. 

Het doel van dit project is het aanpassen en optimaliseren van de in 2005 opgezette multiplex real-time polymerase chain reaction. Hiervoor zijn verschillende processen nodig. De oorspronkelijke assay zal aangevuld worden met detectie van een extra species-specifieke target. Er is een reproduceerbaar desoxyribonucleïnezuur (DNA) extractie methode nodig om het DNA uit klinische materialen te isoleren en de interne controle zal in de multiplex reactie worden toegevoegd.
De amplificatie en detectie zullen geoptimaliseerd worden op de ABI 7500 real-time PCR system. De assay wordt gevalideerd met behulp van klinische materialen en gereed gemaakt voor implementatie in de routine diagnostiek.
1.1 Dermatophyten.










Dermatophyten zijn pathogene fungi. Bij een verlaagde weerstand kunnen zij dermatomycosen zoals ringworm, favus en onychomycose veroorzaken. Dermatophyten zijn heterotroof en afhankelijk van organisch keratine als voeding welke zich in haren, huid en nagels bevindt. Er zijn drie belangrijke genera dermatophyten, Trichophyton, Microsporum en Epidermophyton. Dermatophyten worden naar hun herkomst onderverdeeld. Als de gastheer van dermatophyten mensen zijn worden het antropofiele soorten genoemd. Zijn de gastheren zoogdieren of vogels worden het zoöfiele soorten genoemd, of komen ze als saprofyt voor in de grond worden het geöfiele soorten genoemd.

De transmissie van dermatophyten ontstaat door direct contact met een geïnfecteerde gastheer of door indirect contact met geïnfecteerde haren of huid, kleren, handdoeken of vloeren2. Tabel 1 geeft herkomst van de dermatophyten species weer.
Tabel 1 Indeling van herkomst 2. 

	Herkomst
	Species

	Geofiele soorten
	Microsporum gypseum.

	Zoöfiele soorten 
	Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton equinum, Trichophyton verrucosum.

	Anthropofiele soorten
	Microsporum audouinii, T. rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton schoenleinii, 

Trichophyton violaceum, Epidermophyton floccosum.


1.1.1 Taxonomie en nomenclatuur.

Een familie bestaat uit genera, elke genus bestaat uit species. Drie genera dermatophyten zijn belangrijk Trichophyton, Microsporum en Epidermophyton. De species naam is binomiaal (tweetermig), bestaande uit de anamorf naam met een specifiek toevoegsel. Elke species is gestandaardiseerd door zijn eerste beschrijving. Vele dermatophyten gaan door een karakteristieke levencyclus en kunnen onderscheiden worden als unieke, onafhankelijke sporulerend organisme met verschillende morfologie. De morfologie is pleomorfisch (veelvormig). Een belangrijk type van pleomorfisme is de verandering van seksuele en aseksuele generaties. Elk van deze generaties kan zich onafhankelijk voortplanten. Er worden seksuele of aseksuele mycelium (bundel hyfen) gevormd. De seksuele voortplanting is bekend als de teleomorf en de aseksuele voortplanting als anamorf. Het totale organisme, zowel anamorf als teleomorf, wordt holomorf genoemd. Dermatophyten komen uit het koninkrijk van Ascomycota de klasse Euascomycetes. Doordat de aseksuele voortplanting van dermatophyten verschillend is van de seksuele voortplanting kan één dermatophyt meerdere namen hebben een anamorf naam en een teleomorf naam. Zo is de anamorf naam Epidermophyton floccosum en de teleomorf naam Arthrodermateae2.

1.1.2 Voortplanting.

De levenscyclus van het prototype ascomyceten (Ascomycota) is als volgt. Het mycelium bevat afscheidingen, deze afscheidingen bevatten poriën met Woronin-lichamen of ze hebben microporiën. Aseksuele voortplanting met conidia, ongeslachtelijke sporen, zijn morfologisch verschillend. De meeste species planten zich voort door middel van aseksuele mycelium. 

De teleomorf cyclus verloopt als volgt: haploïde geslachtscellen worden meestal gevormd in de fruitlichamen. Het mannelijke geslachtsorgaan, de antheridium, en het vrouwelijke geslachtsorgaan, het ascogonium, bevatten meerdere nuclei. Van elk geslacht zullen twee nuclei fuseren, de ascogonium bevatten verschillende nuclei van tegenovergestelde sekse. Uit deze cel ontstaan kleine, dikaryote hyfen. Het puntje van de hyfen krult en vormt een krulstaaf waarin mitose plaats vindt. Later zal een van de nuclei paren fuseren. Na karyogram en meïose zullen haploïde sporen endogeneus in de ascus worden geproduceerd. De resulterende ascospores ontkiemen en vormen haploïde mycelium2. Figuur 1 geeft de levencyclus weer.
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Figuur 1 De levenscyclus van het prototype ascomyceten (Ascomycota). Het onderste gedeelte geeft teleomorf voortplanting weer en het bovenste helft geeft de anamorf voortplanting weer. Het diploïde deel van de levenscyclus bevindt zich in het grijze gedeelte2.

· Ontwikkeling.
De meeste dermatophyten groeien als mycelium. Gunstige omstandigheden zoals hoge vochtigheidsgraad, voedsel en temperatuur zullen de groei bevorderen. Aan de hyfen kan spoorvorming plaatsvinden. De sporen hebben een dikke wand, zijn ongevoelig voor temperatuur verschillen en vochtverlies en kunnen onder slechte omstandigheden jarenlang overleven. Worden de omstandigheden gunstig dan zullen er hyfen gevormd worden. Als de groeiomstandigheden ongunstig worden, bijvoorbeeld door droogte en grote hitte, worden er abnormaal veel sporen gevormd15.

1.1.3 Mycosen.
Dermatomycosen zijn infecties van de huid veroorzaakt door dermatophyten. Dermatophyten infecteren alleen keratine-houdend weefsel. Hierdoor blijft de huidaantasting beperkt tot de stratum corneum, haren en nagels. Dermatophyten verspreiden zich door hyfen en spoorvorming. Hyfen groeien vanuit het centrum naar buiten toe, waardoor de aangetaste plek op de huid groter wordt. De ernst van de ontstekingsreactie is afhankelijk van de dermatophyt en het individu dat besmet is2,3,4. In tabel 2 worden de meest voorkomende dermatomycosen met bijbehorende verwekkers weergegeven.
· Oppervlakkige mycosen van het haar.
Er zijn verschillende oppervlakkige dermatomycosen van het haar. De groei wijze van dermatophyten in haar wordt op 2 manieren beschreven.

Bij ectothrix worden conidia gevormd aan de buitenkant van de haarschacht. De hoofdhuid van de haarzakjes is hierbij beschadigd. Bij endothrix worden conidia gevormd binnen in de haar. De hoofdhuid van de haarzakjes blijft intact. Het haar kan barsten, breken, krullen en vergaan2,3,4,15. 
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Figuur 2 a. Ectothrix invasie van het haar. b. Endothrix invasie van het haar.
· Dermatomycosen van de huid.

Ringworm: De klassieke “ringworm” laesie door dermatophyten bestaat uit een jeukende, rondovale laesie, scherp begrensd met regelmatige uitbereiding aan de rand, roodheid, schilfering en centrale verbleking. De infectie blijft beperkt tot de stratum corneum. Als resultaat van keratinolytische activiteiten worden metabolieten gestimuleerd welke infecties stimuleren. De hoornachtige laag is verarmd en wordt schilferig. De aangedane delen bereiden zich geleidelijk uit en weefsel kan genezen in het centrum. De classificatie van ringworm laesie is volgens locatie van het aangedane lichaamsdeel.

a. Tinea capitis is een van de meest voorkomende infecties veroorzaakt door dermatophyten. Het is een infectie van de hoofdharen, wenkbrauwen en wimpers. 

b. Tinea corporis is een huidinfectie op de armen, benen en torso, veroorzaakt door dermatophyten. Daarbij worden de handen en voeten uitgezonderd. Tinea corporis wordt ook vaak gezien bij mensen met een tinea capitis infectie. Deze infecties komen regelmatig voor bij mensen die in contact zijn geweest met geïnfecteerde huisdieren en boerderij dieren. 
c. Tinea cruris is een acute of chronische huidinfectie van de lies, bilnaad en perianaal gebied. Deze dermatomycosen worden vaak bij mannen gezien. De reden hiervoor is de hoge temperaturen vochtigheid van het lies gebied. 
d. Tinea barbae is een huidinfectie van de baard gebieden van het gezicht en hals.
Voornamelijk zoöfiele organisme worden geïsoleerd uit klinisch materiaal. Vaak komt deze infectie bij vee boeren en melkveehouders voor. 

e. Tinea mannuum is een huidinfectie tussen de vingers, welke later de hele hand kan infecteren. Dermatophyten infecteren de stratum corneum en veroorzaakt roodheid van de huid, wat voornamelijk te zien is in de plooien van de handpalm. De huid wordt schilferig.

f. Tinea pedis is een huidinfectie van de voeten veroorzaakt door dermatophyten. Tinea pedis staat ook wel bekend als voetschimmel of zwemmerseczeem. Deze huidaandoening gaat gepaard met schilferende plekken, jeuk, irritaties en kloofjes. Transpirerende voeten en slecht ventilerende schoenen en sokken bevorderen de groei2,3,4,15,17. 

Favus is een infectie van de behaarde hoofdhuid. De hyfen creëren luchtruimtes in het haar tijdens de afbraak. Het haar breekt niet af, maar is volledig en permanent verloren als gevolg van de afbraak van de follikel. Hierdoor zal er haar uitval optreden. Dit veroorzaakt een scherp begrensde kale plek op de behaarde huid. De geïnfecteerde huid is opgeschilferd en korstig. De voornaamste ziekteverwekker van favus is T. schoenleinii 2,4,5.

Onychomycosen zijn infecties van de nagels. Onychomycose begint meestal aan de vrije nagelrand of aan de laterale zijde. Dit zijn van de voetnagels vooral de plaatsen waar de schoenen druk uitoefenen of waar makkelijk beschadigingen kunnen optreden. Van daaruit groeit de dermatophyt in of onder de nagelplaat waarbij verdikking, verbrokkeling en totale destructie van de nagelplaat op kan treden. Laterale hyperkeratose zal de nagel buigen en optillen. De gebogen delen zullen geleidelijk breken en brokkelen. Voornamelijk op oudere leeftijd wordt de toename van infecties gezien. Door trauma of slechte hygiëne van de nagels is de kans op infecties groter2,4, 5. 
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Figuur 3 a Ringworm (tinea corporis), b Favus, c Onychomycosen

Subcutane mycosen: Lokale wonden en primaire infecties van de opperhuid kunnen leiden tot subcutane mycosen veroorzaakt door dermatophyten. Het immuunsysteem zal instaat zijn de infectie af te breken of te beïnvloeden, waardoor de schade beperkt blijft tot de opperhuid2,4,5.

Diepe mycosen: Wanneer de mycosen zich uitbreidt tot onder het stratum corneum wordt de infectie een diepe mycosen genoemd. Diepe mycosen kunnen ontstaan in patiënten met een immuundeficiëntie. Deze kunnen onder andere verworven worden via inhalatie of het binnen dringen van interne organen via de pulmonaire route. De mycose kan gelokaliseerd blijven in weefsel en organen of kan zich verspreiden2,4,5. 

Tabel 2 Overzicht van de meest voorkomende dermatomycosen  met bijbehorende verwekkers.

	Infectie
	Meest voorkomende verwekkers

	Tinea capitis 
	M. audouinii, M. canis, T. mentagrophytes, T. schoenleinii, T. soudanense, T. tonsurans, T. verrucosum, T. violaceum. 

	Tinea corporis
	M. canis, T. rubrum, T. tonsurance, T. verrucosum. 

	Tinea cruris 
	E. floccosum, T. mentagrophytes, T. rubrum.

	Tinea pedis 
	E. floccosum, T. interdigitale, T. rubrum, T. mentagrophytes. 

	Tinea barbae 
	T. mentagrophytes, T. rubrum, T. verrucosum. 


· Behandeling.
Oppervlakkige dermatomycosen kunnen behandeld worden met antimycotica. De behandelduur is afhankelijk van de plaats van de infectie en de ziekteverwekker. Wanneer de klinische verschijnselen niet meer zichtbaar zijn moet de behandeling tot minimaal één week na herstel worden voortgezet. Subcutane - of diepe mycosen kunnen ook intraveneus met antimycotica behandeld worden2,3,4,5,15,17.

1.1.4 Epidemiologie

Dermatomycosen nemen wereldwijd toe. Factoren die aan deze verhoging bijdragen zijn de toenemende migratie van mensen, arme levenstandaarden en het wijdverspreide gebruik van antibiotica, corticosteroïden en antineoplastische medicijnen. Het voorkomen van dermatomycosen en hun etiologische factoren verschillen in verschillende geografische locaties en worden door verschillende levensgewoonte en klimaatvoorwaarden beïnvloed. Dermatomycosen vormen een gezondheidsprobleem in vele delen van de wereld. De epidemiologische kenmerken hangen van sociale -, geografische – en milieufactoren af en zullen met het voorbij gaan van de tijd misschien veranderen6,8,9.
Huidige studies openbaren een afname van het totaal voorkomen van dermatomycosen in landen met toenemende hygiënische maatregelen. Een waarschijnlijke verklaring zullen de verbeterde sociale - en gezondheidsstandaarden over de laatste decennium zijn.

In Italië werd een epidemiologische studie van dermatomycosen in de periode 1985-1990 gedaan. Hieruit kwam naar voren dat het voorkomen van T. mentagrophytes significant varieert. In Rome en Pavia komt T. mentagrophytes veel vaker voor dan in Florence. 

Ook E. floccosum is één van de vier meest voorkomende dermatophyten in Italië. Isolatie percentage variëren van 23.11% in Rome tot 9.5% in Napels.

In Griekenland een 7 jarige studie gehouden van 1997 tot en met 2003 met als doel het onderzoeken van de verspreiding van dermatomycosen en hun etiologische factoren in Kreta, Griekenland. De studie onthulde een daling in het totale voorkomen van dermatomycosen in Kreta van 24.2% (1992-1996) naar 13.9% (1997-2003). Maar het toename van het aantal infectie veroorzaakt door T. rubrum,8,9.

In Nederland komen dermatomycosen met enige regelmaat voor. Vooral in grote steden waar veel allochtonen wonen, hebben scholen en kinderdagverblijven regelmatig te maken met kleine epidemieën van tinea capitis. Ze worden van mens tot mens overgedragen. Vroeger domineerde vooral zoöfiele dermatophyten, tegenwoordig gaat het vooral om antrophofiele dermatophyten afkomstig uit Centraal-,West- en Noord-Afrika.

In de studie; Verschuivingen in het soortenspectrum van mycosen in Nederland in het tijdvak 1970-1990, wordt een overzicht gegeven van de in Nederland voorkomende mycosen. Zie figuur 4. Hierin zijn duidelijk verschuivingen van het voorkomen van de verschillende species in jaren te zien. Zo werd in 1998 bij een lokale epidemie in Amsterdam T. tonsurans gezien als meest voorkomende verwekker6,7.

Het voorkomen van dermatomycosen en hun etiologische factoren zullen met de tijd steeds vaker veranderen. Vooral migratie van mensen is een grote factor in het verspreiden van dermatomycosen. Vroeger waren species dermatophyten gerelateerd aan een bepaald leefgebied, tegenwoordig zijn de meeste species wereldwijd verspreid6,7,8,9. 
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Figuur 4 Relatieve frequenties ten opzichte van de totale aantal dermatophyten van zeldzamere Trichophyton – soorten over de afgelopen 2 decennia: T. schoenleinii [image: image12.png]
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,        T. tonsurans [image: image14.png]


, M. canis [image: image15.png]
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1.2 Diagnostiek.










Diagnostiek voor het aantonen van dermatophyten is volop in ontwikkeling. De conventionele diagnostiek wordt ook wel de gouden standaard genoemd. De kweek kan hierbij drie tot vier weken of langer duren. Species identificatie is moeilijk en neemt veel tijd in beslag. Daardoor wordt er gezocht naar methoden die sneller in staat zijn dermatophyten species aan te tonen en te identificeren 1,2,3.
1.2.1 Conventionele diagnostiek.
De conventionele diagnostiek voor dermatophyten bestaat uit een microscopische- en macroscopische beoordeling. Klinisch materiaal kan direct microscopische beoordeeld worden met een Blancophor-P-Kaliumhydroxide oplossing (BLP-P-KOH-oplossing) of een Kaliumhydroxide-Dimethylsulfoxide preparaat (KOH-DMSO-preparaat). Het ophelderende effect van de KOH wordt door toevoeging van DMSO extra versneld. Met de BLP-P-KOH keuring kunnen hyfen en gisten worden onderscheiden. De in vloeistofopgeloste stof Blancophor-P is een optische witmaker, maar is ook te gebruiken als fluorescentie-methode voor het aantonen van dermatophyten structuren. Het voordeel van deze kleuring is, ten opzichte van een KOH-DMSO-preparaat of een Gram-kleuring, dat het beoordelen van een preparaat eenvoudiger is en de gevoeligheid groter is.
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Figuur 5 Blancophor-P-kleuring preparaat hyfen van M. canis

Bij de macroscopische beoordeling wordt klinisch materiaal geënt op speciale voedingsbodems. Na incubatie van minimaal 28 dagen, aëroob bij 30°C worden de platen op eventuele groei beoordeeld. De kleur, vorm, rand en structuur van de kolonie zijn hier van belang. 
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Figuur 6 T. rubrum kweek a Boven aanzicht, b  Achter aanzicht
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Figuur 7 Boven aanzicht kweek a M. audouinii, b M. canis, c E. floccosum

De kolonie zal microscopische beoordeeld worden. Dit gebeurt met een lactofenol katoenblauw preparaat. De celwand van dermatophyten zal gekleurd worden en onder een lichtmicroscoop zichtbaar zijn.
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Figuur 8 Lactophenol katoenblauw preparaat a. T. rubrum, b. T. mentagrophytes c. E. floccosum

Een aantal dermatophyten zijn in staat om in vitro haren binnen te dringen. De haarperforatietest is voornamelijk nuttig bij het maken van onderscheid tussen atypische stammen. Kegelvormige instulpingen zullen onder de microscoop zichtbaar zijn met behulp van een lactofenol katoenblauw preparaat. 
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Figuur 9 Positieve haar perforatietest

Om onderscheid te maken tussen species en subspecies van dermatophyten kan ook de ureum test van belang zijn. Ureum bouillon bevat ureum en de PH indicator fenolrood. Sommige dermatophyten hebben een urease enzym. Door katalytische werking van het enzym urease wordt ureum gehydrolyseerd tot ammoniak. In de oplossing wordt ammoniumcarbonaat gevormd.

Onderscheid tussen de drie dermatophyten genera kan op basis van gecombineerd macro- en microscopisch onderzoek. Determinatiesleutels kunnen uiteindelijk helpen bij het identificeren van dermatophyten. Trichophyton wordt van Microsporum onderscheiden doordat de macroconidia van Trichophyton meestal gladde en dunne celwanden bevatten. Microsporum wordt van Trichophyton en Epidermophyton onderscheiden door het hebben van puntige tot ruwe macroconidia, meestal met een dikke celwand. Epidermophyton floccosum wordt onderscheiden van een Microsporum en Trichophyton door de afwezigheid van microconidia2,3,15,19,21 , zie tabel 3 en 4. 

Tabel 3 Microscopische karakteristieke van dermatophyten genera19.
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Macroconidia:

Quantity Numerous Numerous Usually rare

Rough- /smooth-walled Rough Smooth Smooth

Shape Elliptical/spindle Club Pencil

Thick- /thin-walled Thick or thin Thin Thin

Number of cells inside Usually 3-7 Usually 2—-4 Usually 3-8
Microconidia:

Quantity Few Absent Numerous or few

Shape Club = Round, oval, or club

How borne Singly —— Singly/grapelike clusters

M. canis kolonies zijn dunne, witgele, wollige kolonies met een typisch radiaal verlopende
groei (Fig. 2a). De kleur van de verso zijde van de kolonies is geeloranje (Fig. 2b).
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Tabel 4 Determinatie dermatophyten (sub)species2

	Species
	BCPCG
	Urease
	Haar perforatie 
	Rijst (groei / sporulatie)
	Groei bij 37°C

	E. floccosum
	 +
	 w
	 -
	 + / +
	 

	M. audouinii
	 +
	 +, w
	 +
	 + / +
	 

	M. canis
	 -
	 +, w
	 +
	 + / +
	 

	M. ferrugineum
	 -
	 -
	 -
	 -
	 

	T. interdigitale
	 +
	 +
	 +
	 
	 +

	T. mentagrophytes
	 
	 +
	 v
	 
	 

	T. rubrum
	 - (+)
	 v
	 -
	 
	 +

	T. schoenleinii
	 +
	 v
	 -
	 
	 +

	T. tonsurans
	 V
	 v
	 -
	 
	 +

	T. verrucosum
	 +
	 -
	 -
	 
	 ++

	T. violaceum
	 +
	 -, +
	 -
	 
	 +


1.2.2 DNA extractie.
Dermatophyten DNA extractie uit klinische materialen is erg lastig. Het dermatophyten DNA bevind zich niet homogeen door de klinische materialen. Vooral nagels kunnen een probleem vormen. Nagels zijn meestal hard en dik met tussen de nagellagen het dermatophyten DNA, hierdoor wordt DNA extractie erg lastig. 

Om het DNA uit de nagels te kunnen krijgen is het van belang de nagels eerst zo klein mogelijk te maken. Met een daarop volgende overnacht voorbehandeling in een lysis-buffer en een sputalysine wordt de nagel opgelost en kan het dermatophyten DNA vrijkomen. Voor het isoleren van dermatophyten DNA is het belangrijk remmende factoren te verwijderen. Deze kunnen invloed hebben op de uitkomst van de test. Om het dermatophyten DNA te isoleren kan er gebruik worden gemaakt van verschillende methoden. Één van de methoden is de QIAamp® DNA Mini kit DNA (Qiagen). Dit is een kolomextractie methode. De cellen worden extra gelyseerd en overgebracht op een QIAamp spin kolom. Nadat het DNA aan het filter is gebonden worden door verschillende wasstappen met wasbuffers remmende factoren verwijderd. Na het wassen wordt vervolgens het geïsoleerde DNA geëlueerd van de kolom met behulp van een elutiebuffer. Onderstaande figuur 10 geeft een schematisch overzicht van de isolatie22.
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Figuur 10 Overzicht DNA extractie m.b.v. QIAamp® DNA Mini kit DNA van Qiagen. Aan het klinische materiaal wordt lysis-buffer toegevoegd. Het geheel wordt overgebracht in een kolom. Nadat het DNA aan het filter is gebonden wordt door verschillende wasstappen met wasbuffers remmende factoren verwijderd. Na het wassen wordt vervolgens het geïsoleerde DNA geëlueerd van de kolom met behulp van een elutiebuffer.
Een tweede methode is BOOM extractie. Boom extractie wordt binnen het LMMI uitgevoerd op de easyMAG (bioMérieux). De cellen worden extra gelyseerd en overgebracht in een easyMAG bootje waaraan magnetisch silica wordt toegevoegd. Nadat het DNA aan silica is gebonden worden door verschillende wasstappen met wasbuffers remmende factoren verwijderd. Na het wassen wordt vervolgens het geïsoleerde DNA geëlueerd van silica gescheiden. 

Het verschil tussen de kolom- en BOOM extractie methoden is het binden van het DNA. In het membraan van de kolom extractie bevindt zich sodium dodecyl sulfaat wat zorgt voor denaturatie waardoor het DNA aan de kolom bindt. Bij de BOOM extractie methode bevindt zich guanidine thiocyanaat in de lysis buffer. Dit zorgt voor DNA denaturatie waardoor het DNA aan de silica kan binden.
1.2.3 Real-time PCR m.b.v. Applied Biosystems 7500.

Het 7500 real-time PCR system van Applied Biosystems (ABI, USA) is een thermocycler met fluorescentiedetectie, kortweg ABI 7500 genoemd. Met dit systeem is het mogelijk om amplificatie en detectie, van een amplificatie, in één stap te combineren. Data worden verzameld gedurende het amplificatie proces (real-time). Het systeem bestaat uit een computer met de 7500 System SDS software en het apparaat zelf. Het apparaat bestaat uit een 96-well thermocycler. De 96-well platen worden gelijktijdig belicht met een halogeen lamp. Dit licht straalt de fluorochromen in de monsters aan, die vervolgens weer fluoresceren. De fluorescentie wordt door 5 optische filters geleid om vervolgens opgevangen te worden door een CCD camera. De ABI 7500 is in staat vijf labels te detecteren en gebruikt een “passieve reference” om iedere run te ijken. Dit is een fluorfoor (ROX) waarvan tijdens amplificatie de emissie vergeleken wordt met de andere aanwezige signalen.

In real-time PCR wordt DNA vermenigvuldigd. Tijdens PCR worden specifieke DNA fragmenten in grote hoeveelheden gerepliceerd. Gedurende een bepaald aantal cycli van denaturatie, annealing en elongatie van het target DNA vindt vermenigvuldiging van het DNA plaats10. Figuur 11 geeft het PCR proces weer. 
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Figuur 11 PCR proces. Gedurende een bepaald aantal cycli DNA vindt vermenigvuldiging van het target DNA plaats.

In real-time PCR wordt gebruik gemaakt van primers en probes. De primers zorgen voor de herkenningsplaats voor de polymerase. En de probe zorgt voor fluorescerende herkenning. In de real-time PCR-mix kunnen verscheidene fluorescerende reagentia toegevoegd worden. In de PCR-mix zit onder andere TaqMan®. Dit is een fluorescerende stof wat bij de standaard PCR reactiemengsel 
wordt toegevoegd. Taqman® maakt gebruikt van een fluorescerende probe om specifieke PCR producten, die verzameld wordt tijdens de PCR cycli, te kunnen detecteren. Een reporter (R) en een quencher (Q) zitten aan de 5’ en de 3’ einde van de Taqman probe. Als beide kleurstoffen vast zitten aan de probe, wordt de fluorescentie van de reporter weggevangen door de quencher. Tijdens elke extentie cycli, breekt de AmpliTaq Gold® polymerase de reporter van de probe. Nadat de reporter is afgebroken en gescheiden is van de quencer zal de reporter fluorescentie uitstralen. Zie figuur 12.


In de oorspronkelijke assay wordt gebruik gemaakt van specifieke dermatophyten primers. Onderscheid tussen de targets wordt bereikt door het gebruik van species-specifieke en species-complex-specifieke Taqman® en minor groove binder (MGB) probes waaraan fluorforen gebonden zijn. De probes hebben niet-fluorescerende quenchers black hole quencher (BHQ) aan het 3’einde. MGB probes worden gebruikt om hun verfijnde specificiteit, zo kunnen ze sequenties identificeren gebaseerd op alleen een enkele nucleotide mismatch in de probe sequentie. Primers waren geselecteerd in de uiteinde van de geconserveerde 18S, 5.8S en 28S genen grenzend aan de ITS1 en ITS2 regio’s terwijl de probes werden geselecteerd in de meer variabele ITS1 en ITS2 regio’s1. de primers en probes van de oorspronkelijke assay zullen gebruikt worden.
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Figuur 12 Real-time PCR proces

Als er genoeg dubbelstrengs DNA is geamplificeerd, wordt er fluorescentie gemeten. Met een computer wordt de verandering van fluorescentie geanalyseerd. Tijdens het amplificeren wordt de hoeveelheid uitgestoten fluorescentie gemeten tegen de hoeveelheid PCR cycli. Dit wordt weergegeven in een amplificatie-curve. Hoe eerder de fluorescentie wordt gemeten, hoe eerder de amplificatie-curve opkomt. De amplificatiecurve geeft een Ct-waarde (Cycle Treshold). De Ct-waarde geeft het aantal cycli aan wanneer een bepaalde drempelwaarde overschreden wordt in de fluorescentie. De Ct-waarde komt overeen met de hoeveelheid uitgangs materiaal; hoe lager de Ct-waarde, hoe hoger de hoeveelheid uitgangsmateriaal10.

Twee reacties gebaseerd op amplificatie van ribosomaal internal transcribed spacer regio’s zullen geoptimaliseerd worden. Één reactie voor de ITS 1 detectie van Trichophyton mentagrophytes species complex plus T. tonsurans en T. violaceum. De tweede reactie de ITS 2 detectie van T. rubrum species complex, Microsporum canis, M. audouinii en E. floccosum.

Voor de opzet van de multiplex assay op de ABI 7500 worden verschillende aanpassingen gemaakt. Hierbij worden PCR condities, totaal volume mix, primer en probe concentratie en de matermixen geoptimaliseerd.
1.2.4 Moleculaire detecties.
In de voorgaande jaren is er relatief weinig onderzoek gedaan naar de ontwikkeling voor een detectiemethode om dermatophyten species te kunnen onderscheiden. Tot nu toe zijn er maar drie methoden gebruikt en beschreven. Hierbij gaat het om de PCR-Reverse Line Blot (PCR-RLB), real-time LightCycler PCR en de multiplex real-time PCR. 

· Oorspronkelijke assay.

Recente dermatophyten gen sequentie gegevens zijn gebruikt bij het ontwikkelen van de real-time PCR assay voor de detectie en identificatie van dermatophyten in klinische materialen in minder dan 24 uur. 

Een real-time PCR assay gebaseerd op amplificatie van ribosomaal internal transcribed spacer regio’s en op het gebruik van probe specificiteit van relevante species and species-complexen waren ontwikkeld, geoptimaliseerd en klinisch geëvalueerd. Voor de multiplex real-time PCR werden twee primer paren en zes probes ontwikkeld. Bepaalde probes waren in staat het totale complex van een species aan te tonen. Één reactie was voor de ITS 1 detectie van Trichophyton mentagrophytes species complex plus T. tonsurans en T. violaceum. De tweede reactie de ITS 2 detectie van T. rubrum species complex, Microsporum canis en M. audouinii. Zie figuur 13.
DNA extractie werd uitgevoerd met QIAamp DNA extraction kit (Qiagen, Duitsland) na overnacht voorbehandeling. Negatieve controles werden in elke extractie run meegenomen. Amplificatie, detectie en data analyse werd uitgevoerd met de iCycler IQ4™ real-time detection system (BioRAD, Nederland). Elke multiplex reactie van 50 µl bestond uit 10 µl DNA extract, 25 µl van 2x Taqman Universal Master Mix (ABI, Nederland), 0.4 µmol L-1 van elke primer en 0.1 µmol L-1 van elke probe. PCR bestond uit activatie van 15 minuten bij 95°C, gevolgd door 50 cycli van 30 seceonden bij 95°C, 60 seconden bij 55°C en 30 seconden bij 72°C, gevolgd door een extentie stap van 7 minuten bij 72°C.
Het protocol werd klinische geëvalueerd door het testen van 92 huid, nagel en haar monsters van 67 patiënten met verdenking van dermatomycosen. Real-time PCR detecteerde en correct identificeerde de ziekteverwekker in monsters vanuit welke T. rubrum, T. interdigitale, M. audouinii of T. violaceum groeide in kweken en identificeerde ook een dermatophyten species in zeven monsters welke negatief waren in microscopie en kweek.
De assay bewees ook een goede positieve en negatieve voorspellende waarde te hebben en vergemakkelijkte een snelle accurate diagnose1.
Deze oorspronkelijke moleculaire assay is gebruikt als basis voor dit project.
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Figuur 13 Overzicht detectie oorspronkelijke assay
· Overige moleculaire detecties.
PCR-Reverse Line Blot maakte gebruik van een Blot waarop verschillende DNA probes zaten. Het principe van de PCR-RLB. De PCR, voorafgaande aan de Reverse Line Blot, vermeerdert het DNA van ITS1 van de eventuele aanwezige dermatophyten. Het gevormde PCR product werd vervolgens op het blot gebracht waar hybridisatie kon plaats vinden met specifieke DNA probes. Hiermee werd onderscheid gemaakt tussen negen verschillende dermatophyten namelijk: T. rubrum, T. mentagrophytes, T. interdigitale, T. tonsurans, T. violaceum, T. verrucosum, M. canis complex, M. audouinii en E. floccosum. Behalve boven genoemde DNA probes bevat het blot ook een probe voor Trichophyton spp. en een probe voor Microsporum spp.10. 

Bij de real-time LightCycler PCR werden dermatophyten specifieke primers ontwikkeld en zes hybridisatie probes. Vervolgens werden verschillende klinische materialen getest en vergeleken met de PCR-RLB. 

De methode van de real-time LightCycler PCR is als volgt: PCR vermeerderd het DNA van ITS1 van de eventuele aanwezige dermatophyten. De zes hybridisatie probes kunnen 11 dermatophyten detecteren en identificeren in één enkele real-time PCR reactie. Hierbij werd gebruik gemaakt van smelttemperaturen van de 11 dermatophyten. De volgende dermatophyten konden worden aangetoond; T. rubrum, T. violaceum, T. interdigitale, T. mentagrophytes, T. tonsurans, T. verrucosum, T. erinacei, T. concentricum, M. canis, M. audouinii en E. floccosum. DNA extractie werd uitgevoerd op een MagNa pure Compact (Roche)11.

Ook een andere real-time PCR voor de detectie van dermatophyten in klinisch materiaal was ontwikkeld en vergeleken met PCR-RLB. Zowel PCR-RLB en de real-time PCR detecteerde de ITS 1 regio’s. Het RLB membraan bevatte 13 verschillende probes voor identificatie van 9 verschillende dermatophyten species. Real-time PCR bestond uit twee multiplex assays. Een assay detecteerde T. rubrum, T. violaceum en T. tonsurans. De tweede assay detecteerde Microsporum spp., T. interdigitale groep en de gehele groep van dermatophyten. DNA extractie werd uitgevoerd met de QIAamp® DNA mini kit (Qiagen, Duitsland) met een aparte voor-lysis stap waarna real-time PCR volgde12.
De PCR-RLB op dermatophyten was gevoeliger dan de KOH-test en met name gevoeliger was dan de kweek. Naast deze hogere gevoeligheid werd deze test ook gekenmerkt door een veel kortere turn-around-time.

De real-time LightCycler PCR was vergeleken met de PCR-RLB beter. Er was minder hands-on time en real-time LightCycler PCR zou goed functioneren als routine detectie en identificatie van dermatophyten.

De andere real-time PCR concludeerde dat real-time PCR gevoeliger is voor de detectie van de meest voorkomende dermatophyten in klinisch materiaal. 
Verder is de real-time PCR meer gestandaardiseerd, makkelijker in gebruik en heeft minder werkzaamheden dan de PCR-RLB, waardoor het bruikbaar is in routine diagnostiek1,10,11,12.
De testen gaven een snellere identificatie, grotere specificiteit en de gevoeligheid was gelijk of zelfs beter vergeleken met de conventionele diagnostiek.1,10,11,12 

Als basis voor dit project is gekozen voor de oorspronkelijke real-time PCR assay van M. Arabatzis en L.E Bruijnesteijn van Coppenraet.  Deze assay heeft minder hands-on time vergeleken met PCR-RLB. Real-time PCR is meer gestandariseerd en minder bewerkelijk. De specificiteit vergeleken met LightCycler is veel beter. De andere real-time PCR van G. Wisselink is vergelijkbaar met de oorspronkelijke real-time PCR assay van M. Arabatzis et al. Helaas is deze assay in mei gepubliceerd. Een deel van de probes komt overeen met de oorspronkelijke assay. I.p.v. Microsporum species probes is gekozen voor een Microsporum probe en ook is een algemene probe voor de detectie van dermatophyten toegevoegd. Beide zouden ook in de assay van dit project toepasbaar zijn. 
2. Onderzoeksdoelstelling.
Het doel van deze assay is het aanpassen en optimaliseren van de in 2005 opgezette multiplex real-time polymerase chain reaction. De assay wordt gevalideerd met behulp van klinische materialen en gereed gemaakt voor implementatie in de routine diagnostiek.

Hiervoor zijn verschillende processen nodig:

· Bij de oospronkelijke assay wordt amplificatie en detectie uitgevoerd op de iCycler IQ4™ real-time detection system. Op het LMMI wordt amplificatie en detectie uitgevoerd op de ABI 7500. Het is dus van belang dat amplificatie en detectie op de ABI 7500 geoptimaliseerd wordt. Hieronder vallen:

· Het optimaliseren van de PCR condities, zodat amplificatie en detectie maximaal resultaat geven.

· Het aanpassen van het totaal volume van de mix. In de oorspronkelijke assay wordt 50 µl multiplex reactie mix gebruikt, het LMMI gebruikt 30 µl multiplex reactie mix, omdat het goedkoper is.

· Het optimaliseren van de concentraties primers en probes in de multiplex reactie mix, zodat zwak positieve signalen goed gedetecteerd kunnen worden.

· Het vergelijken van verschillende mastermixen, zodat de fluorescentiestijging optimaal is en het analyseren van resultaten eenvoudig is. 

· En het testen van verschillende DNA extractie methoden, voor gezuiverd DNA met een maximale opbrengst voor amplificatie en detectie.
· De iCycler IQ4™ heeft vier filters, waarvan één bedoeld is voor de passieve reference, er kunnen dus drie labels per reactie gebruikt worden. De ABI 7500 heeft vijf labels, waarvan één bedoeld is voor de passieve reference, er kunnen dus vier labels per multiplex reactie gebruikt worden. Dit houdt in dat:

· De oorspronkelijke assay zal aangevuld worden met detectie van een extra species-specifieke target. Er is gekozen voor de ontwikkeling een species-specifieke probe voor de detectie van E. floccosum met als target ITS 2, zodat alle dermatophyten genera gedetecteerd werden.
· Het toevoegen van de interne controle aan de multiplex reactie mix 1. De primers en probe van interne controle PhHV kan worden toegevoegd aan mix met als target de ITS 1. Hierdoor is er geen extra mix voor de detectie van PhHV nodig. Er was voor PhHV als interne controle gekozen, omdat deze toegepast werd als interne controle bij de overige diagnostiek binnen het LMMI.
3. Materiaal en methode.
3.1 Gebruikte dermatophyten stammen.







Voor het opzetten van een detectiemethode voor dermatophyten met real-time PCR werd gebruikt gemaakt van gezuiverd DNA van stammen. De gebruikte stammen waren opgeslagen bij -80°C en afkomstig uit kwaliteit rondzendingen. Tabel 5 geeft de gebruikte dermatophyten stammen weer.
Tabel 5 De gebruikte stammen van dermatophyten

	invriesnummer
	Rondzending+nummer
	Stam

	639
	SKMM 00-4-1B
	Trichophyton verrucosum

	640
	SKMM 00-4-1C
	Microsporum audouinii

	852
	N 1581-6407
	Trichophyton tonsurans

	902
	SKMM 2002-IV-2A
	Trichophyton violaceum

	1028
	N 1765 7022
	Trichophyton rubrum

	1055
	SKML 2004-2-D
	Microsporum canis

	1074
	SKML 2004-2-A
	Trichophyton mentagrophytes

	1116
	SKML 2005-1-C
	Epidermophyton floccosum

	1328
	SKML 2007-1 D
	Trichophyton interdigitale


3.2 Klinische materialen.









Vanaf oktober 2007 werden klinische materialen (nagels, haren en huidschilfers), ingestuurd voor schimmeldiagnostiek, verzameld. De klinische materialen werden volgens de richtlijnen van de conventionele diagnostiek ingezet en beoordeeld. Tabel 6 geeft het overzicht van klinische materialen weer.
Tabel 6 Overzicht gebruikte klinische materialen

	Nummer
	Materiaal nummer
	Materiaal aard
	Nummer
	Materiaal nummer
	Materiaal aard

	1
	071002-0376
	Nagel
	27
	080107-0178
	Nagel

	2
	071003-0272
	  Huid ("wrat")
	28
	080121-0017
	Nagel

	3
	071004-0200
	Nagel
	29
	080122-0344
	Nagel

	4
	071009-0232
	Nagel
	30
	080125-0169
	Nagel

	5
	071022-0343
	Nagel
	31
	080125-0179
	  Huid

	6
	071025-0194
	  Schilfers
	32
	080128-0150
	Nagel

	7
	071101-0177
	Nagel
	33
	080129-0057
	Nagel

	8
	071102-0048
	Nagel
	34
	080129-0364
	Nagel

	9
	071102-0252
	Nagel
	35
	080206-0154
	Nagel

	10
	071107-0218
	Nagel
	36
	080212-0171
	Nagel

	11
	071113-0216
	Nagel
	37
	080215-0140
	  Huid (pus)

	12
	071114-0110
	Nagel
	38
	080220-0144
	Nagel

	13
	071115-0119
	Nagel
	39
	080220-0145
	Nagel

	14
	071120-0254
	Nagel
	40
	080222-0073
	Nagel

	15
	071123-0144
	Nagel
	41
	080227-0223
	Nagel

	16
	071128-0142
	Nagel
	42
	080228-0150
	Nagel

	17
	071129-0129
	Nagel
	43
	080228-0331
	  Hoofdhaar + huidschilfers

	18
	071129-0269
	Nagel
	44
	080229-0089
	Nagel

	19
	071129-0357
	Nagel
	45
	080229-0092
	Nagel / Huid

	20
	071130-0187
	Nagel
	46
	080303-0015
	Nagel

	21
	071130-0197
	Nagel
	47
	080303-0016
	Nagel

	22
	071130-0266
	Nagel
	48
	080305-0087
	Nagel

	23
	071210-0115
	Nagel
	49
	080306-0115
	Haren

	24
	071213-0248
	  Haren
	50
	080416-001-J
	  Schilfers

	25
	071219-0021
	Nagel
	51
	080417-0010-G
	  Haren

	26
	071221-0135
	Nagel
	52
	KGN-1-M
	Nagel

	
	
	
	53
	KGN-2-G
	Nagel


3.2.1 Conventionele diagnostiek.
· Inzetten klinische materialen.
De voedingsbodems werden beënt volgens het werkvoorschrift “mycologie”. Op de achterkant van de voedingsbodems werden de te beënten plaatsen gemarkeerd met een stift. Het materiaal werd aangebracht op de voedingsbodem en lichtjes aangedrukt. Vervolgens werden alle beënte platen afgeplakt met Leokopor® en voor 28 dagen in de stoof bij 30°C geplaatst.

· Blancophor-P-kleuring (Media Products, Groningen).
Het preparaat werd gemaakt volgens het werkvoorschrift “Blancophor-P-kleuring”. Blancophor-P-kleuring werd meestal uitgevoerd op alle klinische materialen. Enkele druppels BLP-P-KOH werden op een objectglas gedruppeld. Met een entnaald werd een stukje klinisch materiaal in de druppel gebracht. Vervolgens werd een dekglas op de druppel geplaatst. In een petrischaal werd een vochtig filtreerpapier geplaatst met hierop 2 houten stokjes. Het preparaat werd op de 2 houten stokjes geplaatst. De petrischaal werd gesloten en het geheel werd 30 minuten geïncubeerd bij kamertempratuur. Het BLP-P-KOH-preparaat werd onder de fluorescentiemicroscoop met een 425 nm filter bekeken. Waren er hyfen waargenomen werd het preparaat positief benoemd en als er geen hyfen waren werd het preparaat negatief benoemd.
· KOH-DMSO-preparaat (Media Products, Groningen).
Het preparaat werd gemaakt volgens het werkvoorschrift “KOH-DMSO-preparaat”. KOH-DMSO-preparaat werd gebruikt voor de beoordeling van haren. Enkele druppels KOH-DMSO-oplossing werden op een objectglas gedruppeld. Met een entnaald werden enkele haren in de druppel gebracht. Vervolgens werd een dekglas op de druppel geplaatst. In een petrischaal werd een vochtig filtreerpapier geplaatst met hierop 2 houten stokjes. Het preparaat werd op de 2 houten stokjes geplaatst. De petrischaal werd gesloten en het geheel werd 30 minuten geïncubeerd bij KT. Het KOH-DMSO-preparaat werd onder de lichtmicroscoop met een kleine diafragma opening met de 40x lens bekeken. Waren er hyfen waargenomen werd het preparaat positief benoemd en als er geen hyfen waren werd het preparaat negatief benoemd.
Daarna werd de plaat op eventuele groei van dermatophyten allereerst macroscopisch beoordeeld. De kleur, vorm, rand en structuur van de kolonie waren hier van belang. Ook de morfologie van de dermatophyt moet werden gedetermineerd. Dit gebeurde met een lactofenol katoenblauw preparaat.

· Lactofenol katoenblauw preparaat (Media Products, Groningen).
Het preparaat werd gemaakt volgens het werkvoorschrift “Lactofenol katoenblauw preparaat”. Het Lactofenol katoenblauw preparaat werd ook wel een plakband preparaat genoemd.
Voor het maken van een plakband preparaat werd een druppel LKB aangebracht op een objectglas. Vervolgens werd er voorzichtig een plakbandje op de schimmelkolonie gedrukt. Het plakbandje werd op het objectglaasje geplakt en bekeken onder de lichtmicroscoop met de gewenste grootte. In het preparaat waren hyfen en eventueel micro- en macroconidia zichtbaar. Met het preparaat was het mogelijk onderscheid te maken tussen verschillende dermatophyten.

3.3 In situ Sequentie analyse.








Als controle op de primers en probes specificiteit werd in situ sequentie analyse uitgevoerd. Bij in situ sequentie analyse werd gekeken naar eventuele mismatches tussen de verschillende sequenties en of er voldoende mismatches tussen de sequenties aanwezig waren. Hierbij werd gebruik gemaakt van de software Vector NTI Advance 10 (Invitrogen). De sequenties kwamen uit National Center for Biotechnology Information (NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) database en werden vergeleken in Vector NTI, zie tabel 7. Als eerste werd er gekeken of de aanhechting van de species-specifieke probe kon plaats vinden met de target. De probes werden vergeleken met elke target om te controleren of er kruisreacties zouden kunnen ontstaan. Vervolgens werd in de alignments gekeken of de primers goed konden hechten aan de specifieke targets. Tabel 8. geeft een overzicht van de gebruikte oligonucleotiden. 

Tabel 7 Stamnummers waarmee sequentie analyse was uitgevoerd1.
	 Pathogene dermatophyten
	GenBank accession nummer
	Naam stam

	Trichophyton mentagrophytes complex (Athroderma benhamiae/Trichophyton erinacei)
	Z97997
	CBS 677.86

	Trichophyton mentagrophytes complex (var.quinckeanum)
	Z97995
	CBS 318.56

	Trichophyton interdigitales
	Z98001
	CBS 558.66

	Trichophyton violaceum
	AJ270811
	CBS 319.31

	Trichophyton tonsurans
	Z98008
	CBS 483.76

	Trichophyton verrucosum 
	Z98004
	CBS 564.50

	Trichophyton schoenleinii
	Z98010
	CBS 433.63

	Trichophyton equinum var. Autotrophicum
	AJ853760
	WM 04.487

	Trichophyton rubrum
	Z97993
	CBS 392.58

	Microsporum audouinii
	AJ000622
	CBS 280.63

	Microsporum canis
	AJ000618
	CBS 282.63

	Microsporum ferrugineum 
	AJ252338
	CBS426.63

	Epidermophyton floccosum
	EU181455
	LM 01

	Epidermophyton floccosum 
	AJ853758
	WM 04.485

	Epidermophyton floccosum
	AY213646
	ATCC 26072


3.4 Primers en probes ontwikkeling.







3.4.1 Probe ontwikkeling E. floccosum.
Om E. floccosum te kunnen detecteren waren de volgende procedures van toepassing. 
Alle beschikbare en relevante ITS 2 sequenties werden gebruikt in de vergelijking van de alignments. De sequenties werden geanalyseerd in Vector NTI Advance 10. Tabel 7 geeft de stamnummers weer waarop in situ sequentie analyse werd uitgevoerd. Daarna werden een gebied in de sequentie geselecteerd. Het geselecteerde gebied kwam in aanmerking voor het ontwerpen van de probe sequentie. Er werd gelet op de nucleotiden samenstelling en mismatches met andere dermatophyten sequenties. De PCR probe werd ontwikkeld en geoptimaliseerd in Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). In Primer 3 werden verschillende voorwaarden ingevoerd, zoals de sequentie lengte en de gewenste smelttemperatuur. De smelttemperatuur werd in het programma niet alleen berekend aan de hand van de hoeveelheid C,G,T,A in de sequentie, maar ook aan de hand van de aaneenschakeling bijvoorbeeld AAAATTTGCGTA. De smelttemperatuur van de probe moet ongeveer 8°C hoger zijn dan de smelttemperatuur van de primers. Zo laten de primers en probes niet tegelijk het DNA los en ontstaan er minder snel a-specifieke bindingen. De sequentie werd ingevoerd in een ander programma, namelijk Oligoanalyzer (IDT, SciTools, Oligoanalyzer 3.1). In Oligoanalyzer werd ter controle nogmaals de smelttemperatuur berekend. En werd er gekeken naar probe-probe en probe-primer interacties. Het is namelijk van belang dat de probe geen hairpin structuren vormt met zichzelf en de andere primers en probes. Hierbij werd vooral gelet op de ΔG en was het van belang dat deze zo hoog mogelijk was en niet onder de -10 kcal.mol-1 uit kwam. 

 De secundaire structuren van het amplicon werden extra gecontroleerd met behulp van mFold (http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/mFold/Default.aspx?c=eu). 
Van de primers en probe combinatie werden de sequenties ingevoerd in blast om te controleren welke 
species eventueel nog meer aangetoond konden worden. Tabel 8 geeft een overzicht van de gebruikte oligonucleotiden.
Tabel 8 Overzicht gebruikte oligonucleotiden.
	Target sequentie
	Target species 
	Primer of probe sequentie
	5’-Label
	PCR product (bp)

	PhHV
	Forward Primer
	5’-GGGCGAATCACAGATTGAATC-3’
	
	

	
	Reverse Primer
	5’-GCGGTTCCAAACGTACCAA-3’
	
	

	
	PhHV
	CY5-5’-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-3’-BHQ3
	CY5
	89

	ITS 1
	Forward primer
	5'-CTGCGGAAGGATCATTAAC-3'


	
	

	
	Reverse primer
	5'-AAGAGATCCGTTGTTGAAAG-3'


	
	

	
	T. mentagrophytes complex       
	FAM-5'-GAGGCAACCGAGTAA-3'-MGB-BHQ


	FAM
	287

	
	
	
	
	

	
	T. violaceum
	NED-5'-CAAGGAAAATTCTCTGAAGGGCTG-3'-BHQ3


	NED
	301

	
	T. tonsurans
	VIC-5'-TTGAGCCGCTATAAAG-3'-MGB-BHQ


	VIC
	299

	ITS 2
	Forward primer
	5'-CTGTTCGAGCGTCATTTC-3'


	
	

	
	Reverse primer
	5'-GGGTATCCCTACCTGATCC-3'


	
	

	
	M. canis, (M.audouinii, 

M. ferrugineum)
	FAM-5'-GGTGGGTGGTTACTG-3'-MGB-BHQ


	FAM
	245

	
	
	
	
	

	
	M.audouinii, (M. canis, M. ferrugineum)
	NED-5'-GGTGGGTGGTTATTG-3'-MGB-BHQ


	NED
	245

	
	
	
	
	

	
	T. rubrum complex
	CY5-5'-GCCCTGGCCCCAATCTTT-3'-BHQ3


	CY5
	229

	
	
	
	
	

	
	E. floccosum
	VIC-5'-TTCCGTCGGGAGGACGA-3'-BHQ1


	VIC
	289


3.5 Interne controle.










PhHV primers en probe werden toegevoegd aan één van de multiplex reactie mixen. Er werd gekozen voor mix 1 waar de detectie van target ITS 1 zich ook bevind. De Interne controle werd na elke voorbehandeling en voor elke extractie toegevoegd aan de monsters. PhHV amplificatie en detectie werd geoptimaliseerd zoals beschreven in 3.6 real-time PCR. 
3.6 Real-time PCR.










De amplificatie en detectie werd uitgevoerd volgens het werkvoorschrift “ABI 7500 real-time PCR” 
De verschillende optimalisatie processen werden getest met een DNA verdunningsreeks van verschillende target dermatophyten. De bereiding van de verdunningsreek was als volgt: er werd uit gezuiverd DNA 10 µl in een epje gepipetteerd waaraan 90 µl bidest (Gibco DNAse/RNAse vrij) werd toegevoegd, dit is de 10 keer verdunning. Vervolgens werd uit de 10 x verdunning 10 µl gepipetteerd en over gebracht in een nieuw epje waaraan 90 µl bidest werd toegevoegd. De verdunningsreeks werd op deze manier verder verdund tot het omslagpunt van de dermatophyten bekend was. De verschillende optimalisatie stappen werden vergeleken met de verdunning van een Ct-waarde ± 30. deze Ct-waarde werd gekozen omdat bij een te sterk signaal is remming minder van invloed dan bij een zwak signaal. Tijdens elke PCR werd een blanco en negatieve controle meegenomen. 

De blanco controleerde de extractie m.b.v. PhHV en was negatief voor de target. En de bidest controleerde vervuiling.
3.6.1 Optimalisatie PCR condities.
Alle reacties werden eerst enkelvoudig getest met alleen de primerpaar voor de target ITS en de species-specifieke probe. Onder verschillende PCR condities werden de verdunningsreeksen getest en vergeleken. De PCR condities werd geoptimaliseerd met gezuiverd DNA van de T. rubrum. Daarna werd gecontroleerd of T. mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans, M. canis, M. audouinii, E. floccosum en PhHV ook naar behoren functioneerde met de gekozen PCR condities. Vervolgens werd er gekeken of de T. mentagrophytes probe ook daadwerkelijk het T. mentagrophytes complex ( T. interdigitale en T. verrucosum) kon detecteren. Daarna werd gecontroleerd of de multiplex mix dezelfde resultaten gaf als de simplex reacties. 

3.6.2 Optimalisatie totaal volume van de mix.

Voor de optimalisatie van het totaal volume van de multiplex reactie mixen werd verdund DNA van dermatophyt stammen T. mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans, T. rubrum, M. canis, M. audouinii, E. floccosum  en PhHV met Ct-waarden ± Ct 30 vergeleken. 

Het totaal volume mix werd verlaagd en vergeleken met de oorspronkelijke opzet. In de oorspronkelijke assay werd 50 μl, waarvan 40 μl mix en 10 μl DNA toegevoegd. Dit werd vergeleken met een totaal volume mix van 30 μl, waarvan 20 μl mix en 10 μl DNA. De concentratie primers en probes was gelijk. De resultaten van de verschillende totaal volume van de multiplex werden vergeleken
3.6.3 Optimalisatie primer en probe concentraties.

Fluorescentiestijging werd beoordeeld en vergeleken met de oorspronkelijke assay. Indien fluorescentiestijging te laag was en het signaal niet te beordeeld kon worden werd de probe concentratie verhoogd.
3.6.4 Optimalisatie Mastermixen.

Er zijn vier mastermixen getest. Namelijk TaqMan® Universal PCR Master Mix25 (ABI), TaqMan® Gene Expression Master Mix26 (ABI), HotstarTaq® mastermix27 (Qiagen) en Platinum® PCR SuperMix28 (Invitrogen).

De verschillende mastermixen werden getest met verdund DNA met een Ct-waarde 30. De resultaten,  fluorescentie stijging en Ct-waarden, van verschillende mastermixen werden met elkaar vergeleken. 
Bij de TaqMan® Universal PCR Master Mix25 en de TaqMan® Gene Expression Master Mix26 werd het PCR programma gebruikt welke geoptimaliseerd was bij stap 3.6.1. Voor de HotstarTaq® mastermix27 en de Platinum® PCR SuperMix28 werd het PCR programma gebruikt welke beschreven stond in de bijsluiter van de mastermix. Bij de HotstarTaq mastermix en Platinum® PCR SuperMix werd ROX29(Seraing) toegevoegd, omdat er standaard geen passieve referentie in de mixen aanwezig waren. Ook werd MgCl2 toegevoegd, omdat de concentratie in de mix laag was. De concentratie MgCl2 werd in elke mastermix ongeveer gelijk gehouden.
3.7 Optimalisatie DNA extractie.








3.7.1 Voorbehandelmethoden.

Er werden vier verschillende voorbehandelmethoden uitgeprobeerd. De samenstelling van de voorbehandel methoden staat beschreven in tabel 9. Per voorbehandel methode werden positieve klinische materialen getest. Één zwak positief T. rubrum monster, één sterk positief T. rubrum monster en één blanco. Eerst werd het klinische materialen zeer klein gesneden ca 1 mm. Daarna werden de stukjes op één hoop geplaatst en daarna zo eerlijk mogelijk verdeeld. Het zwak positief T. rubrum 
monster werd in porties verdeeld over vier epjes. Dit werd ook voor het sterk T. rubrum positieve monster gedaan. De blanco bestond uit 200 µl 1x Tris-EDTA-buffer (1x TE-buffer). Methode A de voorbehandel methode is zoals beschreven staat in de oorspronkelijke assay. 

De werkwijzen van de vier voorbehandel methoden waren als volgt:
· Methode A. 
Aan kleine stukjes klinisch materiaal werd 200 μl ATL-buffer (Qiagen), 15 μl Proteinase K (Qiagen) en 20 μl dithiothreitol (Sigma) toegevoegd. Daarna volgt een overnacht (ON) incubatie in de thermomixer bij 56°C bij 800 rotaties per minuut (rpm). Na de ON incubatie volgt DNA extractie met de QIAamp kit en de easyMAG extractie methode.
· Methode B.

Aan kleine stukjes klinisch materiaal werd 200 μl ATL-buffer, 15 μl Proteinase K  en 20 μl DTT-buffer * toegevoegd. Daarna volgt een ON incubatie in de thermomixer bij 56°C bij 800 rpm. Na de ON incubatie volgt DNA extractie met de QIAamp kit en de easyMAG extractie methode.
· Methode C.

Bij methode C werd aan kleine stukjes klinisch materiaal 200 μl DTT-buffer* en 15 μl Proteinase K toegevoegd. Na ON incubatie bij 56°C bij 800 rpm werd een extra lysis stap toegevoegd. Aan het klinisch materiaal werd 1 ml L6 lysis-buffer (easyMAG) toegevoegd. Na toevoeging vortexen en 30 minuten bij kamertemperatuur laten incuberen. Na incubatie vijf minuten vortexen. Na de extra lysis stap volgt DNA extractie met de QIAamp kit en de easyMAG extractie methode. 

· Methode D.

Aan kleine stukjes klinisch materiaal werd 200 μl DTT-buffer * toegevoegd. Daarna volgt een ON incubatie in de thermomixer bij 56°C bij 800 rpm. Na ON incubatie werd 200 μl ATL-buffer en 15 μl Proteinase K toegevoegd. Na toevoeging vortexen en 1 uur incuberen op KT. Daarna volgt DNA extractie met de QIAamp kit en de easyMAG extractie methode. 
Tabel 9 Samenstelling van de verschillende voorbehandel methoden

	Methode
	Toevoeging


	
	
	

	Methode A
	200 μl ATL-buffer 
	15 μl Proteinase K
	20 μl Dithiothreitol 


	ON

	Methode B
	200 μl ATL-buffer 
	15 μl Proteinase K
	20 μl DTT-buffer*
	ON

	Methode C
	200 μl DTT-buffer*
	15 μl Proteinase K
	ON
	L6 lysis 

	Methode D
	200 μl DTT-buffer*
	ON
	200 μl ATL-buffer 
	15 μl Proteinase K *


Het DNA van de voorbehandel methoden werd zowel met de QIAamp extractie methode als met de easyMAG extractie methode uitgevoerd. Na DNA extractie werden de monsters getest in de ABI 7500 en bewaard in de vriezer bij -20°C

3.7.2 DNA extractie.

Er werden vier verschillende DNA extractie methoden uitgevoerd met voorbehandel methode A. DNA extractie Methode A is de QIAamp extractie methode welke beschreven stond in de oorspronkelijke assay.
Per extractie methode werden klinische materialen getest; één positief T. rubrum monster, één negatief monster, stam materiaal van M. canis kweek en één blanco bestaande uit 200 µl 1x TE-buffer met PhHV.

Het positieve T. rubrum monster was een nagel welke in porties werd verdeeld over vier epjes. Het negatieve monster werd in porties verdeeld over vier epjes. Het stam materiaal van M. canis werd verdeeld over 4 epjes en de blanco werd verdeeld over 4 epjes. 

Vervolgens werd voorbehandel methode A ingezet. Na overnacht incubatie werden de vier epjes van het positief T. rubrum monster in één buis gepipetteerd. De vier epjes van het negatief monster in één buis gepipetteerd, de vier epjes van het stam materiaal van M. canis werden in één buis gepipetteerd en de blanco werd in één buis gepipetteerd. Dit werd gedaan om er voor te zorgen dat de verschillende extractie methoden hetzelfde start materiaal zouden hebben. Daarna werden de monsters verdeeld over de benodigde hoeveelheid epjes en ingevroren bij -20°C, zodat alle monsters een vries-dooi stap hadden. Wanneer de extractie werd uitgevoerd werden de benodigde monsters ontdooid. De positieve en negatieve monsters werden in duplo getest. Het DNA werd bewaard in de vriezer -20°C. Wanneer alle extracties waren uitgevoerd en de monsters allemaal waren ingevroren werd de PCR ingezet om alle omstandigheden zo gelijk mogelijk te houden.
De werkwijzen van de vier methoden waren als volgt: 

· 1. QIAamp® DNA Mini kit DNA (Qiagen, Duitsland)22
De DNA extractie werd uitgevoerd volgens het werkvoorschrift “QIAamp®DNA Mini kit DNA”. De werkwijze is als volgt:
DNA extractie uit stam materiaal

DNA extractie uit stam materiaal is als volgt: Een stukje kolonie werd uit de kweek gesneden opgelost in 200µl 1x TE-buffer, ongeveer 1 McF. Daarna vortexen. 200µl van de oplossing werd overgebracht in een nieuw epje. Daarna werd verder gegaan volgens het protocol.

DNA extractie uit klinisch materiaal.
200µl van het voorbehandelde klinisch materiaal werd in een epje overgebracht hieraan werd 10 µl 10x verdund PhHV toegevoegd. Daaraan werd 20 µl Proteinase K en 200 µl AL-buffer toegevoegd. De monsters werden 15 seconde gevortexed en één uur bij 56°C op 1100 rpm geplaatst. Vervolgens werden de monsters 10 minuten geïncubeerd bij 100°C voor extra lysis en inactivatie Proteinase K. Na incubatie werd 200 µl absoluut ethanol toegevoegd en 15 seconde gevortexed. De volledige mix werd in een QIAamp spin kolom (Qiagen) gepipetteerd en 1 minuut gecentrifugeerd bij 13000 rpm. De kolom werd in een nieuw vaatje geplaatst en het oude vaatje werd weggegooid. In de kolom werd 500 µl wasbuffer AW1-buffer (Qiagen) gepipetteerd en de kolom werd 1 minuut afgedraaid bij 8000 rpm. De kolom werd in een nieuw vaatje geplaatst en het oude vaatje werd weggegooid.  In de kolom werd 500 µl wasbuffer AW2-buffer (Qiagen) gepipetteerd en de kolom werd 3 minuten afgedraaid  bij 13000 rpm. De kolom werd in een klapepje geplaatst en het vaatje werd weggegooid. Aan de kolom werd 
vervolgens 100 µl elutiebuffer AE-buffer (Qiagen) toegevoegd. Daarna volgde 5 minuten incubatie bij 60°C. Na incubatie werd de kolom 1 minuut afgedraaid bij 13000 rpm. Het filtraat werd over gepipetteerd in een schroefdopepje en bestickerd. Het DNA werd voor het inzetten van de plaat bewaard in de koelkast 4°C en voor langere tijd bewaard in de vriezer -20°C

· 2. Nuclisens™ easyMAG (BioMérieux, Frankrijk)23
De DNA extractie werd uitgevoerd volgens het werkvoorschrift “Nuclisens™ easyMAG”. De extractie methode is gebaseerd op de Boom extractie methode. 200µl voorbehandelde klinische materialen werd in een epje overgebracht hieraan werd 10 µl 10x verdund PhHV toegevoegd. Daarna werd het programma ‘Specifiek A’ gestart. Na off-board lysis werd 100 µl magnetische silica (BioMérieux) toegevoegd. Al het geextraheerde DNA zal onder hoge zoutconcentraties binden aan de silica. De silica met daaraan het DNA werd gewassen met Nuclisens easyMAG Extraction buffer 1, Nuclisens easyMAG Extraction buffer 2 (BioMérieux) en Nuclisens easyMAG Extraction buffer 3 (BioMérieux). Tijdens de laatste fase werd door toevoeging van 110 µl Nuclisens easyMAG Elutie buffer (BioMérieux) en een verhoogde temperatuur het DNA vrijgemaakt van de silica22. Het eluaat werd in een schroefdopepje gepipetteerd en tot gebruikt ingevroren bij -20°C. 
· 3. Nuclisens™ miniMAG (BioMérieux, Frankrijk)23
DNA extractie werd uitgevoerd volgens het werkvoorschrift “Nuclisens™ miniMAG”. De extractie methode is gebaseerd op de Boom extractie methode en is gelijk aan de van de Nuclisens™ easyMAG. Bij de Nuclisens™ miniMAG werd DNA extractie handmatig uitgevoerd.
· 4. Ultraclean™ Tissue DNA Kit (MoBio, Carlsbad)24
DNA extractie werd uitgevoerd volgens het protocol “Ultraclean™ Tissue DNA Kit”. 200µl van de voorbehandelde klinische materialen werd in een epje overgebracht hieraan werd 10 µl 10x verdund PhHV toegevoegd, dit is de interne controle. De eerste stap bij DNA extractie is het lyseren van de cellen. Dit gebeurd door de kraalkolom (MoBio) vast te maken aan de vortex en 10 minuten op maximale snelheid te vortexen. Daarna werden de monsters in de centrifuge 1 minuut bij 3000 rpm afgedraaid. Het supernatant werd overgebracht in een schoon collection tube (MoBio). Daarna werd 450 µl TD 1 buffer (MoBio) toegevoegd en 5 minuten gevortexed. Het geheel werd overgebracht in een Spin filter (MoBio) en 30 seconden afgedraaid bij 3000 rpm. De doorstroom werd verwijderd en gewassen met 400 µl TD2 – wasbuffer (MoBio). Hierna werd 30 seconden gecentrifugeerd bij 10000 rpm. De doorstroom werd verwijderd. Vervolgens werd 50 µl TD3- elutiebuffer (MoBio) toegevoegd en 30 seconden bij 3000 rpm gecentrifugeerd. Het geheel werd geëlueerd in een schoon Spin kolom (MoBio)21. Tot gebruik werd het eluaat ingevroren bij -20°C.
3.8 Validatie klinische materialen.








Voor het valideren van de optimale real-time PCR op de ABI 7500 werden klinische materialen getest. Totaal werden er 53 klinische monsters gevalideerd, die vooraf door conventionele diagnostiek gedetermineerd waren.

De klinische monsters (zie pagina 22) werden voorbehandeld met methode A. Vervolgens volgde DNA extractie volgens met de QIAamp kit extractie. Het DNA werd voor het inzetten van de PCR bewaard bij 4°C en voor langere tijd bewaard bij -20°C. De real-time PCR werd ingezet op de ABI 7500 volgens het programma welke beschreven was bij de resultaten.

Op een deel van de klinische materialen, die ook gevalideerd waren met de QIAamp kit, werd DNA geëxtraheerd met de easyMAG extractie. De klinische monsters werden voorbehandeld met methode C (totaal 21 klinische monsters) en DNA extractie werd uitgevoerd met de easyMAG extractie. Het DNA werd voor het inzetten van de ABI 7500 bewaard bij 4°C en voor langere tijd bewaard bij -20°C. De real-time PCR werd ingezet op de ABI 7500 volgens het programma welke beschreven was bij de resultaten.

Discrepant analyse werd uitgevoerd op klinische materialen waarvan de resultaten niet zoals verwacht waren. DNA extractie werd op nieuw uitgevoerd. Wanneer er geen materiaal was werd DNA herhaald in de PCR.
4. Resultaten.
4.1 Sequentie analyse.









· ITS1 vergelijkingen

De T. mentagrophytes probe is ontwikkeld voor de detectie van de T. mentagrophytes species groep. Hieronder vallen alle T. mentagrophytes subspecies zoals T. interdigitale, T. verrucosum en T. schoenleinii. 
De sequentie analyse toonde aan dat de T. mentagrophytes probe daadwerkelijk de subspecies kon aantonen. De T. mentagrophytes probe is ook instaat T. tonsurans aan te tonen, zie figuur 14.
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Figuur 14 T.mentagrophytes probe sequentie vergelijking.
De T. violaceum en T. tonsurans probe bezitten genoeg nucleotiden verschillen en mismatches om geen kruisreacties te kunnen vormen met andere dermatophyten. Figuur 15 laat de hoeveelheid mismatches zien.
[image: image35.png]Pojct Edt Vew Al Anahses Asemble Toob Window Hob
el Loalé s e
aenerres (21 51 [ || o 5| EF

+[H]mentagrophytes IT51 (287)
#[H]T. tonsurans 1751 (298)
+[H]T. violaceum (301)

25

S 2]

Absalie
Complesty

Absaite
Complesu
olacsum)

ZE0

[mentagrophytes TTST

. violaceum

T. tonsurans 151

Consensus | 214] GGACAGACACCAARARAALTICTTT GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCGTT AGCARGCAARE TCAGTTAL
Kl ] o]

Ready (Consensus postions: 92.5% dentey postions: 53.% [anizss  beizztzm [





[image: image36.png]ignX
Project Edt View Algn Analyses Assemble Tools Window Help

& |6
aeverwes B E B || 4 5|65

[E]mentagrophytes IT51 (287)
[]7. tonsurans 1751 (298)
[]7. violaceum (301)

=181x]

|6 |

S 2]

[CARAA] (0.933333)

Absalie
Complesty

Absaite
Compleiy T

tansurans 151)

157] 750
[mentagrophytes 151 | 151
7. violaceum | 157

T, tonsurans 1151 [ERS]

Consensus | 157] GAGCCGTCCGGCGAGECTCT T G GGGGCTC A GCTGGACCGCGOCCGCCGGAGGACAGACACCAMALARAATICTTT GAAGAGCTGTCAGTCTGAGCG:
Kl [E—] B

Ready consenass postions: 62.5% dentty postierss 759 73 ki (@





Figuur 15 T. violaceum probe en T. tonsurans probe sequentie vergelijking
· ITS2 vergelijkingen

Dezelfde vergelijkingen werd gedaan voor de groep-specifieke  T. rubrum probe , species-specifieke M. canis probe, species-specifieke M. audouinii probe species-specifieke E. floccosum probe. De T. rubrum probe is instaat zowel T. rubrum als T. violaceum en T. soudanense aan te tonen. 
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Figuur 16 T. rubrum probe sequentie vergelijking
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Figuur 17 T. rubrum probe sequentie vergelijking kruisreacties.
Zoals beschreven stond in de oorspronkelijke assay kruisreageert de M. canis probe met M. audouinii en M. audouinii probe kruisreageert met M. canis. Er was 1 nucleotide mismatch tussen beide sequenties. De M. canis probe had 2 nucleotiden mismatches vergeleken met de M. ferrugineum sequentie. De M. audouinii had 1 nucleotide mismatch met de M. ferrugineum sequentie. Zie figuur 18.
[image: image39.png].can probe - AlignX =18 x|
Pojct Edt Vew Al Anahses Asemble Toob Window Heb
| 2@ el 6@

aenerres (21 51 [ || o 5| EF

[#]E. Aoccosum 1152 1.1 (285) Simlarty

[#]M. audouinii IT52 (242)

[#]M. canis 1752 (243)

#[#]Microsporum ferrugineum 1752 (245)

#[E]T. rubrum IT5 2 (229)

M. audouinii IT52 (0.0097)
€ focconm 1521 Compn

T. rubrum 1152 (0.0578)

T o0

M. audouinii IT52
icrosporim ferruomeum 1oz

E. floccosum ITS2 1.1

T. rubrum ITS 2

KT —

Ready

lcansensus postions: 81,3% _dentity pasiions: 31.3%

el 6550

Consensus | 1| CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCCCCC CCCCh  BACCACCCA CCGCTTAGGGGGGTGE AGGG,

i




[image: image40.png].can probe - AlignX =18 x|
Pojct Edt Vew Al Anahses Asemble Toob Window Heb
| 2@ el 6@

aenerres (21 51 [ || o 5| EF

[#]E. Aoccosum 1152 1.1 (285) Simlarty

[#]M. audouinii IT52 (242)

[#]M. canis 1752 (243)

#[#]Microsporum ferrugineum 1752 (245)

#[E]T. rubrum IT5 2 (229)

oo
|— M. canis 1752 (0.0106)
€ focconm 1521 comvint

T. rubrum 1152 (0.0578)

T o0

M. canis 152

licrasporum ferrugineum IT52
E. floccosum 1752 1.1

T. rubrum 175 2

KT —

Ready

Consensus | 1| CTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGATGGACGACCGTCCCCCC CCCCh  BACCACCCA CCGCTTAGGGGGGTGE AGGG,

i

consensus postionss 1.3% _ dentty postionss 31.3% ani 16 e 6580 =




Figuur 18 M. canis en M. audouinii probe sequentie vergelijking 

De species-specifieke E. floccosum probe zal geen kruisreacties geven met andere ITS dermatophyten, omdat de sequentie vollidig anders is. Figuur 19 laat zien dat het eerste deel van de probe sequentie geen overeenkomsten heeft met de overige dermatophyten.
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Figuur 19 E. floccosum probe sequentie vergelijking

Vervolgens werden de primers van beide target specifieke ITS vergeleken met de sequenties. Se sequenties gekozen voor de primers waren geconserveerd aanwezig bij alle dermatophyten species in de databank.
4.2 Primers en probes ontwikkeling.







4.2.1 Probe ontwikkeling E. floccosum.
De probe werd ontworpen in Primer3 bij een smelttemperatuur van 63°C. Bij de probe-primers analyse en de analyse tussen de verschillende dermatophyten probes werden geen opvallende waardes geconstateerd. Daarna werd de probe sequentie vergeleken met de database van NCBI. En als extra controle werden de sequenties van de primers en de probe vergeleken met de database van NCBI. Er werd een geschikte specifieke sequentie gevonden welke voldeed aan de voorwaarden, welke gesteld waren in materiaal en methode. De probe werd ontwikkeld door Biolegio en getest met de E. floccosum stam. Figuu 18 geeft de component curve van E. floccosum weer.
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	M. audouinii
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Figuur 20 Resultaat component curve E. floccosum probe ontwikkeling

De component curve loopt niet mooi logaritmisch op. Om deze reden werd de sequentie van de stam opgevraagd. De sequentie analyse werd extern uitgevoerd door het CBS. Helaas was de sequentie niet op tijd om vast te stellen waarom de curve niet mooi logaritmisch op kwam.
4.3 Interne controle.










De PhHV reactie werd in de ITS1 multiplex toegevoegd met het CY5 label. PhHV werd toegevoegd na de voorbehandelmethode en voor de DNA extractie. De reden hiervoor was dat de efficiëntie en remming van DNA extractie gecontroleerd kon worden. De PhHV gaf in de multiplex dezelfde efficiëntie als in simplex. Er werd gelet op de Ct-waarde. Wanneer de Ct-waarde >40 was, werd het monster beoordeeld als geremd. Bij de validatie werd er bij 2 monsters geen PhHV gedetecteerd en waren dus beoordeeld als geremd.
4.4 Real-time PCR.










4.4.1 Optimalisatie PCR condities.
De verdunning van het dermatophyten DNA werd steeds met een factor 10 werden verdund. Verwacht werd dat bij een efficiente vermeerdering elke verdunning Ct 3,2 hoger zou worden. De efficiëntie van de reactie werd beoordeeld d.m.v. een eiklijn over de gevonden Ct-waarde. Deze eiklijk werd de slope genoemd. Bij de verschillende PCR condities werd voornamelijk gelet op de logaritmische curve, fluorescentiestijging. Tijdens de resultaten analyse was te zien dat PCR programma 4 de hoogste fluorescentie stijging gag. PCR programma’s 1 en 4 de laagste Ct-waarden. In tabel 10 worden de resultaten van de verschillen de PCR programma’s weergegeven. Figuur 21 t/m 23 laat de verschillende component curven zien.
Tabel 10 Resultaten verschillende PCR programma’s T. rubrum 10^2 verdunning

	 
	PCR programma 1
	PCR programma 2
	PCR programma 3
	PCR programma 4

	Denaturatie 
	 30s bij 95°C
	30s bij 95°C
	15s bij 95°C
	15s bij 95°C

	Annealing
	60s bij 55°C
	30s bij 55°C
	60s bij 55°C
	60s bij 55°C

	Extentie
	60s bij 72°C
	33s bij 72°C
	33s bij 72°C
	33s bij 60°C

	 
	 
	 
	 
	 

	Fluorescentie
	 
	 
	 
	 

	Eind
	410000.0
	330000.0
	405000.0
	680000.0

	Begin
	175000.0
	175000.0
	155000.0
	150000.0

	Fluorescentie stijging
	235.000
	155.000
	250.000
	530.000

	 
	 
	 
	 
	 

	Ct-waarde
	28.30
	32.24
	30.16
	28.22

	 
	 
	 
	 
	 

	Slope
	-3,6
	-4,17
	-3,26
	-3,55

	R
	0,992
	0,998
	0,996
	0,998


	Legenda
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Figuur 21 Component curve T. rubrum 10^2 verdunning PCR programma 2.
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Figuur 22 Component curve T. rubrum 10^2 verdunning PCR programma 4
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Figuur 23 Amplificatie plot PCR programma 4. verdunningsreeks T. rubrum 10^2 t/m 10^7 verdunning. De eerste opkomende lijn is T. rubrum 10^2 verdunning.

Het optimale real-time PCR programma was optimaal bij 2 minuten 50°C, 10 minuten bij 95°C een 3 staps PCR van 50 cycli van 15 seconden bij 95°C, 60 seconden bij 55°C en 33 seconden bij 60°C. De fluorescentie stijging werd twee keer zo hoog en de Ct-waarden waren het laagst.

4.4.2 Optimalisatie totaal volume van de mix.
In de oorspronkelijke assay werd gebruik gemaakt van een totale multiplex reactie mix van 50 μl. Bij de overige diagnostiek binnen het LMMI werd een totale multiplex reactie mix van 30 μl gebruikt. Dit was kostenbesparend en de hoeveel het multiplex reactie mix was hetzelfde voor de overige diagnostiek
Het totaal volume mix werd verlaag naar 30µl. De fluorescentie stijging werd in de multiplex reactie mix van 30 μl lager, maar de signalen waren zo sterk dat het verder geen invloed had tijdens de detectie. De Ct-waardes werden 1 Ct hoger met uitzondering van de PhHV Ct-waarde. Het optimaliseren van het totaal volume van de mix werd alleen uitgevoerd op de ITS 1 targets, omdat de ITS 2 targets nog in ontwikkeling waren.
Tabel 11 Fluorescentie stijging van T. mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans en PHHV met bij behorende Ct-waarden
	
	Multiplex 50 ul
	Multiplex 30 ul

	Fluorescentie stijging T. mentagrophytes 
	250.000
	150.000

	Fluorescentie stijging T. violaceum 
	800000
	500000

	Fluorescentie stijging T.tonsurans VIC
	450000
	300000

	Fluorescentie stijging FAM T.tonsurans 
	200000
	125000

	Fluorescentie stijging PhHV
	700000
	525000

	Ct-waarde T. mentagrophytes
	32.01
	33.07

	Ct-waarde T. violaceum
	33.06
	33.83

	Ct-waarde VIC T.tonsurans
	31.16
	32.95

	Ct-waarde FAM T.tonsurans
	31.91
	32.15

	Ct-waarde  PhHV
	30.28
	29.77


T. mentagrophytes probe geeft een kruisreactie met de T. tonsurans zie figuur 24. 
	Legenda
	

	CY5
	PhHV

	FAM
	T. mentagrophytes

	NED
	T. violaceum

	ROX
	Referentie signaal

	VIC
	T. tonsurans
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Figuur 24 T. tonsurans monster met de PhHV en het dubbel positieve signaal met de T. tonsurans specifieke probe VIC en de T. mentagrophytes probe FAM
4.4.3 Optimalisatie primers en probes concentraties.
De fluorescentie signalen van T. mentagrophytes en E. floccosum waren laag. De concentratie van de primers werd gelijk gehouden als bij de 30 μl mix. Om de fluorescentie stijging van T. mentagrophyten en E. floccosum te verhogen werd de probe concentratie verhoogd. 

De concentratie van de T. mentagrophytes probe en E. floccosum probe werd verhoogd van 0.1 μM naar 0,165 μM. De fluorescentie stijging werd hierdoor hoger en de Ct-waarde lager.

Een duidelijk signaal was van belang bij positieve klinische materialen. 
Tabel 12 Fluorescentie stijging van E. floccosum met bij behorende Ct-waarde
	
	Gelijke concentratie probe
	Hogere concentratie probe

	Fluorescentie stijging 
	200.000
	225.000

	Ct-waarde
	39,77
	36,09


Tabel 13 Fluorescentie stijging van T. mentagrophytes met bij behorende Ct-waarde
	
	Gelijke concentratie probe
	Hogere concentratie probe

	Fluorescentie stijging 
	150.000
	200.000

	Ct-waarde
	33.07
	32.64


4.4.4 Optimalisatie mastermixen.
Om het signaal van positieve klinische materialen optimaal te krijgen werden verschillende soorten mastermixen uitgetest.

Hierbij zijn vier mastermixen getest. Namelijk TaqMan® Universal PCR Master Mix (ABI), TaqMan® Gene Expression Master Mix (ABI), HotstarTAq® mastermix (Qiagen) en Platinum® PCR SuperMix (Invitrogen). Tabel 14 geeft de fluorescentie stijging en tabel 15 de Ct-waarden van de verschillende dermatophyten target bij de verschillende mastermixen weer.
Tabel 14 Fluorescentie stijging van dermatophyten bij verschillende mastermixen. T. mentagrophytes probe kruisreageerd met T. tonsurans en M. canis probe kruisreageerd met M. audouinii en andersom

	
	TaqMan® Universal 

PCR master mix
	Platinum® PCR Supermix
	Hotstar Taq® mastermix
	TaqMan® Gene expression master mix

	Fluorescentie stijging T. mentagrophytes
	140.000
	50.000
	425.000
	600.000

	Fluorescentie stijging T. violaceum
	560.000
	125.000
	425.000
	1000.000

	Fluorescentie stijging

T. tonsurans
(VIC)
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM

	
	400.000
	200.000
	50.000
	350.000
	350.000
	50.000
	550.000
	500.000

	Fluorescentie stijging

PhHV
	400.000
	75.000
	100.000
	250.000

	Fluorescentie stijging

T. rubrum
	400.000
	X
	50.000
	600.000

	Fluorescentie stijging

M. canis
(FAM)
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED

	
	250.000
	125.000
	X
	X
	25.000
	25.000
	100.000
	100.000

	Fluorescentie stijging

M. audouinii
(NED)
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM

	
	275.000
	200.000
	X
	X
	75.000
	25.000
	125.000
	100.000

	Fluorescentie stijging

E. floccosum
	225.000
	X
	75.000
	550.000


X= Geen detectie

Tabel 15 Ct-waarden van dermatophyten bij verschillende mastermixen. T. mentagrophytes probe kruisreageerd met T. tonsurans en M. canis probe kruisreageerd met M. audouinii en andersom

	
	TaqMan® Universal 

PCR master mix
	Platinum® PCR Supermix
	Hotstar Taq® mastermix
	TaqMan® Gene expression master mix

	Ct-waarde 

T. mentagrophytes
	32.56
	46.87
	21.14
	21.70

	Ct-waarde
T. violaceum
	25.39
	28.57
	23.38
	24.05

	Ct-waarde 

T. tonsurans
(VIC)
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM
	VIC
	FAM

	
	28.90
	30.14
	X
	28.39
	28.32
	49.85
	30.87
	29.84

	Ct-waarde 

PhHV
	32.06
	38.97
	34.44
	33.19

	Ct-waarde 

T. rubrum
	27.54
	X
	44.16
	28.06

	Ct-waarde 

M. canis
(FAM)
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED

	
	37.05
	40.93
	X
	X
	49.05
	X
	37.13
	40.85

	Ct-waarde 

M. audouinii

(NED)
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM
	NED
	FAM

	
	28.09
	31.30
	X
	X
	39.21
	46.19
	28.35
	28.26

	Ct-waarde 

E. floccosum
	32.55
	X
	39.24
	23.82


X= Geen detectie
De resultaten van de verschillende mixen werden vergeleken. De fluorescentie stijging was met Gene Expression Master Mix (ABI) hoger, met uitzondering van PhHV, M. canis en M. audouinii, en de Ct-waardes waren laag vergeleken met andere mixen. Gene Expression Master Mix (ABI) gaf goede detectie bij zowel ITS 1 als ITS 2.
· Resultaat totale samenstelling van de mix

De uiteindelijke samenstelling van de multiplex reactie mixen waren als volgt: tabel 16 geeft het aantal µl en concentratie primers en probes weer.
	MIX ITS2
	 Aantal μl

	Bidest
	3,83

	Foward primer ITS 2 (100µM)
	0,12

	Reverse primer ITS 2 (100µM)
	0,12

	
	

	Probe T. rubrum (15µM)
	0,20

	Probe M. canis (15µM)
	0,20

	Probe M. audouinii (15µM)
	0,20

	Probe E. floccosum (15µM)
	0,33

	
	

	
	

	
	

	 
	 

	Gene Expression Master Mix
	15,0

	mix uitvullen per well
	20

	DNA toevoegen per well
	10


Tabel 16 Resultaten van de totale multiplex mixen 

	MIX ITS1
	 Aantal μl

	Bidest
	3,59

	Forward primer ITS 1 (100µM)
	0,12

	Reverse primer ITS 1 (100µM)
	0,12

	 
	 

	Probe T. mentagrophytes (15µM)
	0,33

	Probe T. violaceum (15µM)
	0,20

	Probe T. tonsurans (15µM)
	0,20

	
	

	Forward primer PhHV (100µM)
	0,12

	Reverse primer PhHV (100µM)
	0,12

	Probe PhHV (15µM)
	0,20

	 
	 

	Gene Expression Master Mix
	15,0

	mix uitvullen per well
	20

	DNA toevoegen per well
	10


4.5 Optimalisatie DNA extractie.








4.5.1 Voorbehandelmethoden.
Voor de DNA extractie werden de monsters voorbehandeld. De verschillende voorbehandel methoden werden met elkaar vergeleken. DNA extractie vond zowel plaats met QIAamp kit als easyMAG. Tabel 17 geeft de resultaten weer van DNA extractie uitgevoerd met QIAamp kit en tabel 18 geeft de resultaten weer van DNA extractie uitgevoerd met de easyMAG.
Tabel 17 Overzicht resultaten DNA extractie QIAamp kit  met verschillende voorbehandel methode

	QIAamp kit
	Methode A
	Methode B
	Methode C
	Methode D

	
	
	
	
	

	Fluorescentie stijging Zwak positief T. rubrum monster
	600.000
	450.000
	550.000
	500.000

	Fluorescentie stijging Sterk positief T. rubrum monster
	600.000
	675.000
	650.000
	500.000

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	Ct-waarde Zwak positief T. rubrum monster
	26.91
	27.18
	28.29
	26.81

	Ct-waarde Sterk positief T. rubrum monster
	23.14
	24.34
	26.77
	27.39

	
	
	
	
	

	Fluorescentie stijging PhHV
	150.000
	150.000
	175.000
	150.000

	
	
	
	
	

	Ct-waarde PhHV
	35.27
	36.27
	33.28
	34.92


Tabel 18 Overzicht resultaten DNA extractie easyMAG met verschillende voorbehandel methode
	easyMAG
	Methode C
	Methode A, B en D

	
	
	

	Fluorescentie stijging Zwak positief T. rubrum monster
	600.000
	X

	Fluorescentie stijging Sterk positief T. rubrum monster
	750.000
	X

	
	
	

	
	
	

	Ct-waarde Zwak positief T. rubrum monster
	27.92
	X

	Ct-waarde Sterk positief T. rubrum monster
	25.81
	X

	
	
	

	Fluorescentie stijging PhHV
	185.000
	X

	
	
	

	Ct-waarde PhHV
	32.61
	X


X = Geen detectie 
De resultaten van methode A en methode B, gecombineerd met de QIAamp kit, waren vergelijkbaar. De methoden waren ongeveer gelijk. Beide methoden werkte niet met de easyMAG extractie. De Ct-waardes van methode A zijn lager. Wat aangeeft dat er meer start materiaal is verkregen.
Methode C en D waren vergelijkbaar, maar methode D gaf minder fluorescentie stijging en werkte niet met de easyMAG extractie (BioMérieux).

DNA werd alleen geïsoleerd met voorbehandel methode C op de easyMAG.
4.5.2 DNA extractie.

Voor DNA extractie van dermatophyten uit klinisch materiaal werden verschillende extractie methodes met elkaar vergeleken. De monsters werden in duplo getest. Vooraf aan de DNA extractie hadden de monster een voorbehandeling gehad volgens methode A. Tabel 19 geeft de resultaten weer van de verschillende extractie methoden.
Tabel 19 Overzicht resultaten verschillende extractie methoden. + /+ beide monsters gaven een positief signaal, - / + 1 van de monsters gaf een positief signaal, z / + een zwak positief signaal en een positief signaal - / - geen van de monsters gaven een positief signaal.

	
	Mobio
	QIAamp
	miniMAG
	easyMAG

	
	PhHV
	PhHV
	PhHV
	PhHV

	Positief sample
	- / +
	+ / +
	+ / +
	+ / +
	-
	-
	-
	-

	Negatief sample
	- / -
	+ / +
	- / -
	+ / +
	-
	-
	-
	-

	M. canis kweek
	-
	-
	z +
	+
	-
	-
	-
	-

	Blanco
	-
	-
	-
	+
	-
	-
	-
	-


Met voorbehandelmethode A waren geen resultaten te zien bij de easyMAG en miniMAG extractie methode. Met de Mobio extractie werd 1 signaal van een positief monster niet gedetecteerd. 

Met voorbehandel methode A werden de beste resultaten verkregen met DNA extractie van QIAamp.
DNA extractie waarbij verschillende voorbehandel methoden waren uitgevoerd werden getest, zie ook 4.5.1 voorbehandelmethoden. Hierbij werden de beste resultaten van QIAamp extractie vs. easyMAG extractie met elkaar vergeleken. In tabel 20 is een overzicht van de resultaten weergegeven
Tabel 20 QIAamp extractie  vs. easyMAG extractie met verschillende voorbehandel methoden.

	Qiagen
	Methode A Qiagen
	Methode C easyMAG

	Fluorescentie stijging Zwak positief T. rubrum monster
	600.000
	600.000

	Fluorescentie stijging Sterk positief T. rubrum monster
	600.000
	750.000

	
	
	

	Ct-waarde Zwak positief T. rubrum monster
	26.91
	27.92

	Ct-waarde Sterk positief T. rubrum monster
	23.14
	25.81

	
	
	

	Fluorescentie stijging PhHV
	150.000
	185.000

	
	
	

	Ct-waarde PhHV
	35.27
	32.61


De positieve signalen van klinische materialen werden bij QIAamp extractie eerder gedetecteerd. De fluorescentie stijging is bij easyMAG extractie vergelijkbaar of beter. Beide signalen waren goed te analyseren.
De interne controle werd bij easyMAG extractie eerder gedetecteerd en de fluorescentie stijging was beter vergeleken met QIAamp extractie.
4.6 Resultaten validatie klinische materialen.









Voor het valideren van de volledige assay met real-time PCR werden klinische materialen getest, gebruikmakend van het PCR programma zoals beschreven in tabel 21 vermeld. Alle materialen werden geëxtraheerd met de methode QIAamp DNA extractie en een deel van de materialen met de easyMAG extractie methode. Tabel 22 geeft de PCR en conventionele diagnostiek resultaten weer. 
Tijdens de validatie van de assay werden 53 klinische materialen getest. In real-time PCR waren 36 monsters positief (67,9%). Met kweek werden 29 monsters positief (54,7) bevonden. En met microscopie waren 31 monsters positief (58,5%). In de conventionele diagnostiek waren 7 monsters positief met microscopie, maar bleven negatief in de kweek. Met de real-time PCR werden deze monsters eveneens positief bevonden. 2 monsters waren kweek positief en PCR negatief. Hiervan werd opnieuw DNA-extractie uitgevoerd, waarna ze positief werden bevonden in de real-time PCR. Met microscopie waren 3 monsters negatief, maar bij kweek en real-time PCR waren deze monsters. Op 2 monsters was geen microscopie verricht.

Helaas werd bij Blanco 2 0416 vervuiling geconstateerd.
Bij QIAamp DNA extractie vs. easyMAG DNA extractie werd PhHV eerder gedetecteerd met easyMAG DNA extractie en positieve monsters werden eerder gedetecteerd met QIAamp DNA extractie, zie tabel 23.
Tabel 21 Optimaal PCR programma validatie klinische materialen

	Activatie 
	1 cyclus
	2 min bij 50°C
	Denaturatie
	 95°C
	15s

	
	
	10 min bij 95°C
	Annealing
	 55°C
	60s

	Amplificatie
	50 cyclus
	
	Extentie
	 60°C
	33s 


Tabel 22 Conventionele vs Moleculaire detectie en identificatie

	Nummer
	Materiaal
nummer
	Materiaal aard
	Blancophor-

 preparaat
	Uitslag 
Schimmelkweek
	Uitslag PCR

	1
	071002-0376
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	2
	071003-0272
	Huid
	Negatief
	Negatief
	Negatief *

	3
	071004-0200
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. rubrum *

	4
	071009-0232
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief *

	5
	071022-0343
	Nagel
	Positief
	T. interdigitale
	T. rubrum *

	6
	071025-0194
	Schilfers
	 -
	T. violaceum
	T. rubrum *

	7
	071101-0177
	Nagel
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum

	8
	071102-0048
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. mentagrophytes *

	9
	071102-0252
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief *

	10
	071107-0218
	Nagel
	Positief
	T. interdigitale
	T. rubrum *

	11
	071113-0216
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	12
	071114-0110
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	13
	071115-0119
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	14
	071120-0254
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. rubrum *

	15
	071123-0144
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	16
	071128-0142
	Nagel
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum

	17
	071129-0129
	Nagel
	Positief
	T. mentagrophytes
	T. mentagrophytes *

	18
	071129-0269
	Nagel
	Positief
	T. mentagrophytes 
	T. mentagrophytes *

	19
	071129-0357
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum *

	20
	071130-0187
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	21
	071130-0197
	Nagel
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum *

	22
	071130-0266
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	23
	071210-0115
	Nagel
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum *

	24
	071213-0248
	Haren
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	25
	071219-0021
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	26
	071221-0135
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. rubrum *

	27
	080107-0178
	Nagel
	Negatief
	T. interdigitale 
	T. rubrum *

	28
	080121-0017
	Nagel
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum

	29
	080122-0344
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. mentagrophytes

	30
	080125-0169
	Nagel
	Positief
	T. interdigitale 
	T. rubrum *

	31
	080125-0179
	Huid
	Negatief
	Negatief
	Negatief *

	32
	080128-0150
	Nagel
	Positief
	T. mentagrophytes
	T. mentagrophytes *

	33
	080129-0057
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	34
	080129-0364
	Nagel
	Positief
	T. rubrum.
	T. rubrum

	35
	080206-0154
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	36
	080212-0171
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	37
	080215-0140
	Huid
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum

	38
	080220-0144
	Nagel
	Positief
	T. mentagrophytes
	T. mentagrophytes

	39
	080220-0145
	Nagel
	Negatief
	Negatief (Gist)
	Negatief

	40
	080222-0073
	Nagel
	 - 
	T. rubrum (Candida)
	T. rubrum

	41
	080227-0223
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	42
	080228-0150
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. rubrum

	43
	080228-0331
	Hoofdhaar
	Negatief
	M. canis
	M. canis

	44
	080229-0089
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	45
	080229-0092
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	46
	080303-0015
	Nagel
	Positief
	T. rubrum 
	T. rubrum

	47
	080303-0016
	Nagel
	Positief
	Negatief
	T. rubrum

	48
	080305-0087
	Nagel
	Positief
	T. interdigitale
	T. mentagrophytes

	49
	080306-0115
	Haren
	Negatief
	T. mentagrophytes
	T. mentagrophytes

	50
	080416-001-J
	Schilfers
	Positief
	T. rubrum
	T. rubrum

	51
	080417-0010-G
	Haren
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	52
	KGN-1-M
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief

	53
	KGN-2-G
	Nagel
	Negatief
	Negatief
	Negatief


* Klinische materialen zijn zowel met Qiagen als easyMAG extractie uitgevoerd.

* ….. Klinisch materialen Microscopie positief, kweek negatief -> PCR positief.

* ….. klinische materialen Kweek positief, PCR positief verschillende species.   
Tabel 23 Moleculaire detectie en identificatie QIAamp kit (Qiagen) vs easyMAG (BioMérieux)
	Nummer
	Materiaal 
nummer
	PhHV Ct-waarde 
QIAamp
	Positieve Ct-waarde 
Qiagen


	PhHV Ct-waarde
 easyMAG
	Positieve Ct-waarde 

easyMAG

	1
	071002-0376
	34.97
	
	
	

	2
	071003-0272
	35.53
	
	34.39
	

	3
	071004-0200
	35.64
	28,72
	34.21
	37.35

	4
	071009-0232
	36.86
	
	33.88
	

	5
	071022-0343
	34.30
	30,9
	34.05
	33.46

	6
	071025-0194
	33.69
	22,8
	33.65
	29.06

	7
	071101-0177
	34.52
	21,45
	
	

	8
	071102-0048
	35.58
	32,18
	33.89
	33.06

	9
	071102-0252
	34.88
	
	34.07
	

	10
	071107-0218
	33.49
	21,11
	33.43
	26.39

	11
	071113-0216
	35.82
	
	
	

	12
	071114-0110
	35.37
	21,37
	
	

	13
	071115-0119
	34.38
	22,85
	
	

	14
	071120-0254
	36.34
	49,13
	34.20
	37.42

	15
	071123-0144
	35.42
	
	
	

	16
	071128-0142
	35.46
	32,78
	
	

	17
	071129-0129
	34.67
	28,55
	34.28
	

	18
	071129-0269
	35.10
	37,64
	34.22
	34.45

	19
	071129-0357 *
	34.62
	26,92
	34.23
	-

	20
	071130-0187
	36.54
	
	
	

	21
	071130-0197
	37.09
	27,63
	33.38
	27.96

	22
	071130-0266
	37.13
	
	
	

	23
	071210-0115
	36.89
	26,88
	34.03
	31.21

	24
	071213-0248
	36.05
	
	
	

	25
	071219-0021
	36.73
	
	
	

	26
	071221-0135
	37.74
	30,35
	34.08
	33.04

	27
	080107-0178
	36.74
	35,62
	33.87
	31.99

	28
	080121-0017
	34.16
	26,12
	
	

	29
	080122-0344
	36.90
	31,29
	
	

	30
	080125-0169
	35.14
	30,94
	34.45
	37.83

	31
	080125-0179
	37.14
	
	34.07
	

	32
	080128-0150 *
	36.99
	-
	33.98
	30.93

	33
	080129-0057
	Und
	29,14
	
	

	34
	080129-0364
	35.65
	23,80
	33.69
	29.74

	35
	080206-0154
	35.41
	
	
	

	36
	080212-0171
	35.17
	
	
	

	37
	080215-0140
	34.67
	22,42
	
	

	38
	080220-0144
	34.47
	25,78
	
	

	39
	080220-0145
	35.44
	
	
	

	40
	080222-0073
	33.55
	25,43
	
	

	41
	080227-0223
	35.31
	21,67
	
	

	42
	080228-0150
	33.98
	23,40
	
	

	43
	080228-0331
	37.78/und/34.42
	30,46/44,58/43,97
	
	

	44
	080229-0089
	35.12
	22,19
	
	

	45
	080229-0092
	35.90
	25,68
	
	

	46
	080303-0015
	35.37
	30,18
	
	

	47
	080303-0016
	36.61
	29,03
	
	

	48
	080305-0087
	35.19
	26,29
	
	

	49
	080306-0115
	36.44
	33,62
	
	

	50
	080416-001-J
	36.06
	29,04
	33.62
	29.31

	51
	080417-0010-G
	34.83
	
	
	

	52
	KGN-1-M
	34.17
	
	
	

	53
	KGN-2-G
	34.68
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	Blanco 1 
	37.04
	
	
	

	
	Blanco 2 
	37.01
	41.64
	
	

	
	Blanco 3 
	37.42
	
	
	

	
	Blanco 4 
	37.88
	
	
	

	
	Blanco 5 
	38.08
	
	
	

	
	Blanco 6 
	38.30
	
	
	

	
	Blanco 7 
	39.42
	
	
	

	
	Blanco 8
	
	
	34.13
	

	
	Blanco 9
	
	
	34.24
	

	
	Blanco 10
	
	
	34.35
	


*….. Klinisch materialen Microscopie positief, kweek negatief -> PCR positief.

*….. klinische materialen Kweek positief, PCR positief verschillende species.

*….. Klinische materialen met verschillende PCR uitslagen positief en negatief bij verschillende DNA extractie methoden.
Und = Reactie werd niet gedetecteerd
Het totaal overzicht van de resultaten is terug te vinden tabel 24. in tabel 25 zijn de gemiddelde Ct-waarden weergegeven van de PhHV en positieve monsters.

Tabel 24 Overzicht Conventionele diagnostiek vs real-time PCR
	
	PCR +
	PCR -
	Totaal

	Microscopie +
	31
	0
	31

	Microscopie - 
	1
	19#
	20

	Kweek +


	29
	2 *
	31

	Kweek –


	7
	15
	22

	Totaal


	36
	17
	53


Totaal zijn 53 klinische materialen getest.

* 2 monsters werden na opnieuw DNA extractie Positief

# op 2 monsters was geen microscopie verricht.

Tabel 25 Gemiddelde Ct-waarden extractie methoden welke zowel met QIAamp als met easyMAG zijn geëxtraheerd.
	
	QIAamp
	easyMAG

	Positieve monsters
	30.14
	32.21

	Interne controle PhHV
	35.72
	34.01


Monsters 071022-0343, 071107-0218, 080107-0178 en 080125-0169 werden de met de conventionele diagostiek positief bevonden voor T. interdigitale. Monster 071025-0194 werd bij de conventionele diagnostiek positief bevonden voor T. violaceum. De real-time PCR identificeerde deze monsters als T. rubrum. Op deze monsters is opnieuw DNA extractie uitgevoerd waarbij de real-time PCR hetzelfde resultaat gaf. Ook zijn de kweek opnieuw ingezet. Helaas was er geen groei.
Bij monster 080129-0057 werd geen PhHV gedetecteerd. Dit duid erop dat er remming heeft plaats gevonden tijdens de extractie. Toch werd er een positief T. rubrum gedetecteerd met een Ct-waarde 29,14. Er is voor gekozen om geen nieuwe DNA extractie uit te voeren op het monster, omdat de Ct-waarde sterk was. Het monster is als positief bevonden uit gegaan.

Van monster 080228-0150 werden hoofdharen, huidschilfers met pus ingestuurd. Het monster was afgenomen in een gaasje waar ook alle materialen in zaten. Het gaasje is in kleinere stukjes verdeeld en zo goed mogelijk schoongespoeld in 1 x TE-buffer. Helaas werd bij het monster waar huidschilfers in zaten geen PhHV gedetecteerd. Er was wel een zwak positief M. canis signaal met een Ct-waarde van 44,58. De overige materialen gaven allemaal een positief signaal, waarop besloten werd geen nieuwe DNA extractie uit te voeren. Het monster is als positief bevonden uit gegaan.

Op monsters 071129-0357 en 080128-0150 is DNA extractie uitgevoerd zowel met QIAamp als met easyMAG. Bij beide monsters werd bij beide extracties PhHV gedetecteerd. Monster 071129-0357 
werd tijdens extractie met easyMAG niet positief bevonden, maar bij QIAamp extractie en in kweek werd dit monster wel positief bevonden.

Monster 080128-0150 werd tijdens extractie met QIAamp niet positief bevonden, maar bij easyMAG extractie en in kweek werd dit monster wel positief bevonden.
5. Discussie en conclusie.
De procedure van voorbewerking en extractie bracht verschillende nadelen met zich mee.

Het bewerken van de klinische materialen voordat ze gebruikt kunnen worden is lastig en vergt veel tijd. Het zo klein mogelijk snijden van de klinische materialen is de enige manier op de materialen te bewerken. Het dermatophyten DNA zou bijvoorbeeld in nagels tussen de nagellagen kunnen zitten. Voor DNA extractie van dermatophyten was het dus van belang dat de nagel in zijn geheel werd opgelost en het DNA van dermatophyten vrij kon komen. Nagels waren sterk, hard en moeilijk kapot te krijgen. Met een juiste voorbehandel methode werd de nagel opgelost en kwam het DNA van de dermatophyten vrij. Toch zou het fijn zijn als er een manier kan worden gevonden (of een apparaat) wat de bewerking sneller en makkelijker zou maken.
Voorbehandelmethode A gaf de sterkste fluorescentie en de beste Ct-waarden met de QIAamp extractie. Alleen met voorbehandeling C werd DNA geïsoleerd m.b.v. de easyMAG extractie. De QIAamp - en easyMAG extracties werden met elkaar vergeleken. De Ct-waarden voor detectie van dermatophyten in klinische monsters zijn beter met de QIAamp extractie, maar de fluorescentie stijging is met de easyMAG extractie beter of vergelijkbaar. Omdat beide methoden een andere voorbehandeling hebben en gebaseerd zijn op een ander principe is het lastig beide methoden goed met elkaar te kunnen vergelijken en eventuele verschillen of verbeter punten vast te stellen. De QIAamp extractie methode gaf voor de detectie van dermatophyten uit klinische monsters de beste resultaten. Omdat beide extractie methoden andere lysis gebruiken is het mogelijk dat de easyMAG methoden makkelijker in staat is het virus kapot te krijgen vergeleken met de dermatophyt.
DNA extractie met QIAamp is gevoelig voor vervuiling. Door het gebruiken van verschillende apparatuur zoals de centrifuge is het noodzakelijk om de klinische monsters door de ruimte heen en weer te verplaatsen. Een speciale plek (eventueel een kleine flow-kast) voor DNA extractie met QIAamp met de bij behoorde apparatuur in de buurt zou de kans op vervuiling verkleinen, omdat lucht stromingen beperkt blijven. 
Ook zou DNA extractie met easyMAG eventueel verbeterd kunnen worden. EasyMAG extractie met DTT voorbehandeling veroorzaakte kristallisatie. Helaas was er onvoldoende tijd voor het verrichten van verschillende onderzoeken om te kunnen controleren waar de kristallisatie reactie mee plaats vond. Er zou eventueel verder gezocht kunnen worden naar een betere voorbehandel methode, welke de klinische materialen beter op zou oplossen en het dermatophyten DNA beter kan vrij maken. 
QIAamp extractie verloopt handmatig en easyMAG extractie verloopt automatisch. DNA extractie op de easyMAG zou theoretisch sneller gaan. Omdat de overige diagnostiek binnen het LMMI ook gebruik maakt van easyMAG is het handiger om DNA extractie uit te voeren met de QIAamp extractie. Het is dan mogelijk beide extractie methoden naast elkaar te doen. Beide methoden zijn redelijk eenvoudig uit te voeren en de hands-on time verschilt nauwelijks.
De resultaten van de in situ sequentie analyse voor de primers en probes lieten zien dat de ontwikkelde primers en probes uit de oorspronkelijke assay daadwerkelijk in staat waren de species (complexen) waarvoor zij ontwikkeld waren aan te tonen. Ook werd tijdens sequentie analyse een goede sequentie gevonden voor het ontwikkelen van de E. floccosum probe.

De E. floccosum stam werd gedetecteerd met de ontwikkelde E. floccosum probe. De curve kwam niet logaritmisch op. Hierdoor werd de sequentie van de stam opgevraagd. De sequentie analyse werd extern uitgevoerd. Helaas is de sequentie niet op tijd binnen gekomen. De sequentie was van belang om te kunnen controleren waarom de curve niet goed logaritmisch liep. Er zou eventueel een mismatch in de probe sequentie kunnen zitten of het zou aan de chemie van de probe kunnen liggen. 

Tijdens de controle van de probe is één stam gecontroleerd. Als extra controle op de probe zouden eigenlijk meer stammen of positieve klinische materialen getest moeten worden. Helaas waren deze niet aanwezig binnen het LMMI en kon er alleen een extra controle plaats vinden door sequentie analyse van de gekweekte stam.

MGB probes werden gebruikt in de ontwikkeling van de oorspronkelijke assay, omdat bekend was dat MGB probes in staat waren onderscheid te kunnen maken tussen sequenties met alleen één nucleotide mismatch in de probe sequentie. Ondanks dat de M. canis en M. audouinii probes als MGB probes waren ontwikkeld, werd kruisreactiviteit geconstateerd. 
Wat aangaf dat één nucleotide mismatch waarschijnlijk niet voldoende was voor target onderscheid. Microsporum species konden onderscheiden worden door het vergelijken van de sterkte van de reacties: M. audouinii produceerde een zwak signaal met de M. canis probe, maar onderscheid tussen M. canis en M. audouinii met de M. audouinii probe kon niet gemaakt worden. Er kan voor gekozen worden om de M. canis probe te laten vervallen. Eventueel kan deze in de toekomst vervangen worden voor een dermatophyten specifieke probe. Door het vrijkomen van een plaats voor een extra detectie in de ITS 2 reactie kan er ook gekozen voor het ontwikkelen van soort gelijke primers en probe voor de herkenning van Aspergillus species of Candida species. De dermatophyten primers waren niet in staat alle Aspergillus- of Candida species aan te tonen. Hiervoor zouden dus nieuwe primers en probes ontwikkeld moeten worden.
De relatieve fluorescentie kan per probe verschillen. Soms komt het voor dat een sterk label doorstraalt in een aangrenzend filter wat zorgt voor achtergrondstraling. De efficiëntie van de probe synthese kan verschillen. Wanneer een quencher niet goed verbonden os ontstaat er een hogere achtergond fluorescentie. Wanneer een fluorfoor niet goed kan hechten heeft het eveneens effect op de fluorescentie stijging. Doordat van sommige labels de fluorescentie veel sterker is kan het voorkomende dat een te sterke label een zwak positief signaal weg drukt.
Tijdens de validatie van de klinische samples werd doorstraling geconstateerd bij sommige positieve T. rubrum monster in het T. mentagrophytes filter. Dit bemoeilijkte het analyseren. 

Bij de optimalisatie bleken de meeste primer en probe concentraties vanuit de oorspronkelijke assay goed te werken, behalve voor T. mentagrophytes en E. floccosum. Voor deze targets werd de probe concentratie verhoogd van 0,1 µM naar 0,165 µM. De reden hiervoor was dat de fluorescentie stijging hiervoor laag was. Omdat T. mentagrophytes (met daarbij T. interdigitale) één van de meest voorkomende dermatophyten species is, zou het kunnen voorkomen dat bij een zwak positief monster de dermatophyt niet gedetecteerd werd. Om de reactie robuuster te maken werd de probe concentratie verhoogd. 
Bij het vergelijken van verschillende mastermixen gaf TaqMan® Gene Expression Master Mix (ABI) voor T. mentagrophytes, T. violaceum, T. tonsurans, T. rubrum en E. floccosum sterkere fluorescentiestijging en betere of vergelijkbare Ct-waarden. Helaas werd de fluorescentiestijging van M. canis, M. audouinni en PhHV lager en de Ct-waarden waren hierbij vergelijkbaar of slechter. Omdat Microsporum zelden geïsoleerd wordt uit klinische materialen, en de detectie wel voldoende bleek, werd toch gekozen voor TaqMan® Gene Expression Master Mix (ABI). De PhHV resultaten gaven nog steeds een redelijk sterke fluorescentie stijging en waren vergelijkbaar met overige diagnostiek binnen het LMMI.

De gevoeligheid van de real-time PCR werd vergeleken met de conventionele diagnostiek. Hierbij werd een verdunningsreeks getest. Beide methoden waren in staat een 10^3 verdunning te detecteren waarbij de real-time PCR een +/- detectie geeft bij de 10^4 verdunning. De PCR was net iets gevoeliger. Als controle op de sensitiviteit werd een spectrofotometing gedaan om te controleren hoeveel DNA aanwezig was. De spectrofotometing (nanodrop) werd extern uitgevoerd. Bij de resultaten waren geen mooie pieken zichtbaar. De meeste concentratie leken rond de 5 ng/µl te liggen. Uitgaande van correcte meet resultaten van de nanodrop bleek dat de real-time PCR analytisch iets minder gevoelig is dan de oorspronkelijke assay, maar in klinische samples sensitiever was dan kweek.
De interne controle functioneerde in multiplex format als losse simplex. De grens waarde voor de constatering van remming werd gesteld op een Ct-waarde >40. Dit is gebaseerd door de wisselende waarden van de blanco’s. 

Het verschil in Ct-waarden van de blanco kan komen doordat het eiwit gehalte misschien te laag. 
De PhHV werd na de voorbehandeling aan het te extraheren materiaal toegevoegd, terwijl het DNA van dermatophyten intracellulair zit. Het vervangen van de interne controle voor een intracellulaire controle zou een betrouwbaarder controle op van de extractie zijn. Het voordeel van PhHV als interne controle is dat PhHV een eigen reactie met primers en probe heeft. Hierdoor ontstaat er geen competitie tussen de primers en is de sensitiviteit optimaal. Het nadeel is wel, omdat het een volledig ander target is dat de efficiëntie van de extractie niet goed te vergelijken is. 
Er zou ook gekozen kunnen worden voor een soort gelijk organisme. De extractie zou dan op dezelfde wijze verlopen. Wel zou er dan competitie kunnen ontstaan, omdat de primers gelijk blijven. Een ander nadeel is dat dermatophyten in het klinisch materiaal tussen bv de nagellagen zitten en een soort gelijk organisme wordt toegevoegd bij de extractie hierdoor heb je nog steeds geen controle over de extractie van de target binnen in het klinisch materiaal. PhHV wordt binnen het LMMI veel gebruikt als interne controle. De resultaten zijn makkelijk te beoordelen en de werkwijze is vertrouwd.
Van de in totaal 53 klinische monsters werden er in de real-time PCR assay 36 (67,9%) monsters positief bevonden. In de kweek werden 29 (54,7) monsters positief. En met de microscopie werden 31 (58,5%) monsters positief bevonden (op 2 monsters was geen microscopie verricht). 7 monsters waren positief met microscopie en PCR, maar bleven negatief in de kweek. 3 monsters waren kweek en PCR positief en microscopie negatief. 

2 monsters waren kweek positief en PCR negatief. Hiervan werd opnieuw DNA extractie uitgevoerd, waarna ze positief werden bevonden in de real-time PCR. Dermatophyten verspreiden zich in klinische materialen d.m.v. hyfen. De hyfen en het DNA van de dermatophyten bevinden zich altijd niet homogeen in het materiaal. Hierdoor is het mogelijk dat het zelfde materiaal bij het verwerken tijdens kweek positief wordt bevonden en met PCR negatief. Dit is de meest voor de hand liggende verklaring voor de 2 negatieve PCR resultaten die later positief werden bevonden. 

Onderscheid tussen dermatophyten species is erg moeilijk. Er bestaan geen testen waarmee duidelijk onderscheid kan worden gemaakt tussen de verschillende species in kweek. Wanneer een species een andere macroscopische vertoning geeft, veroorzaakt dit problemen tijdens het determineren. De taxonomie van dermatophyten wordt daarom tegenwoordig gebaseerd op sequentie analyse en niet op de macroscopische- en biochemische kenmerken.
Bij vijf positieve resultaten werd de species anders geïdentificeerd in de kweek dan in de PCR. De real-time PCR werd voor deze monsters opnieuw uitgevoerd en gaf hetzelfde resultaat. Ook de kweek werd opnieuw uitgevoerd. Helaas was bij 4 monsters geen groei en konden deze 4 T. interdigitale kweken niet gereproduceerd worden. Een verklaring hiervoor is dat het beste materiaal al gebruikt was tijdens de verschillende diagnostische verrichtingen. Een verklaring voor de verschillen in identificatie was dat de species na kweek moeilijk van elkaar te onderscheiden zijn. Er werd aangegeven door de analisten dat het aannemelijk was dat de PCR resultaten correct waren. Bij de oorspronkelijke assay was de specificiteit van de probes uitgebreid getest.
De T. violaceum kweek kon wel gereproduceerd worden. Deze werd in PCR geïdentificeerd als T. rubrum. De groei van de dermatophyt gaf niet de standaard groei van een T. rubrum. T. rubrum groei is normaal gesproken wit, pluizig met een gele achterkant. In de literatuur is beschreven dat er ook een andere variant is welke rood-bruin groeit. Het monster groeide inderdaad rood-bruin welke gelijk is aan de groei van T. violaceum. Microscopisch kon geen duidelijk onderscheid tussen deze species gemaakt worden, wat de PCR uitslag ondersteund.
Samengevat blijkt hieruit dat de real-time PCR even gevoelig of gevoeliger is dan de kweek of microscopie. Bij de real-time PCR was de uitslag binnen 24 uur bekend terwijl de kweek enkele weken duurd
De oorspronkelijke multiplex real-time PCR is aangepast en geoptimaliseerd voor gebruik op de ABI 7500. DNA uit klinisch materiaal werd verkregen met zowel een handmatige- als een automatische extractie methode. De QIAamp DNA extractie methode zou de voorkeur hebben. Dit omdat de overige diagnostiek gebruik maakt van de easyMAG extractie, waardoor deze apparaten vaak in gebruik zijn. alhoewel de QIAamp extractie handmatig is vergt deze even veel tijd als de easyMAG extractie.

De assay is gevalideerd met behulp van klinische materialen en gereed gemaakt voor implementatie in de routine diagnostiek.
Uit de validatie is gebleken dat de real-time PCR sensitiever is dan de conventionele kweek. Ook kan met real-time PCR beter onderscheid gemaakt worden tussen de moeilijk te determineren species.
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Protocollen en Bijsluiters

22. QIAamp® DNA Mini kit DNA, Qiagen, Duitsland.
23. Nuclisens ™ miniMAG en Nuclisens™ easyMAG, BioMérieux Frankrijk

24. Ultraclean™ Tissue DNA kit, MoBio, Carlsbad, USA

25. TagMan® Universal PCR Master Mix, ABI, Warrington UK

26. TagMan® Gene Expression Master Mix, ABI, Warrington UK

27. HotstarTag® Master Mix, Qiagen, Westburg USA

28. Platinum® PCR SuperMix, Invitrogen, Breda Nederland

29. ROX passive reference Technical Data sheet reference RT-pare-03, Seraing, Beglië 
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* Samenstelling DTT-buffer: 1M Tris- HCl (1,0 ml), 5M NaCl (2,8 ml), DTT (100,0 mg), Gibco water (96.2 ml)
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