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Dermatophyten real-time PCR



I. Inleiding

Dermatophyten veroorzaken infecties in de haren, huid en nagels. Infecties veroorzaakt door dermatophyten worden dermatomycosen genoemd. De conventionele diagnostiek, (directe) microscopie en kweek, kost veel tijd. Verschillende (sub)species lijken erg veel op elkaar het onderscheid tussen verschillende (sub)species kan daardoor erg moeilijk zijn.Om deze redenen is er een real-time PCR ontwikkeld voor de meest voorkomende pathogene dermatophyten. De opzet van de test is als volgt: twee reacties gebaseerd op de amplificatie van ribosomaal internal transcribed spacer (ITS) regio’s zullen uitgevoerd worden in real-time PCR. Één reactie voor de ITS 1 detectie van Trichophyton mentagrophytes species complex plus T. tonsurans, T. violaceum. Detectie van de interne controle PhHV is aan deze mix toegevoegd. En een tweede reactie voor de ITS 2 detectie van T. rubrum species complex, Microsporum canis, M. audouinii en Epidermophyton floccosum. Dit werkvoorschrift beschrijft de methode voor het aantonen van dermatophyten DNA in klinisch materiaal met behulp van real-time PCR.
II. Definities / afkortingen

ABI 7500
-
Applied Biosystems 7500 real-time PCR system
Ct

-
Threshold Cycle

DNA

-
Deoxyribo Nucleinezuur
DermPCR
-
dermatophyten real time polymerase chain reaction
eM

-
easyMAG
MGB

-
Minor Groove Binder
PCR

-
Polymerase Chain Reaction

PhHV

-
Phocine Herpes Virus

Rpm

-
Rotaties per minuut
TE

-
Tris EDTA pH=8.0

III. Veiligheid

Naast het in acht nemen van de algemene veiligheidsrichtlijnen en de richtlijnen voor het werken in moleculaire labruimten, zie algemeen voorschrift “Moleculaire laboratoriumruimten” (VS.MOL-15), zijn er geen bijzondere veiligheidsmaatregelen van toepassing.
IV. Uitgangsmateriaal / Patiëntenmateriaal

1. Nagels
2. Huidschilfers

3. Haren

V. (Laboratorium)benodigdheden

A. Reagentia

1. Bidest, ultra PURE™ Distilled Water DNAse, RNAse Free (Gibco™), bewaren bij 15-30°C. Houdbaarheid zie etiket. Product gebruiken tot de kwaliteit controles niet meer aan de gestelde criteria voldoen, zie VII.A.3. en VIII.
2. Primers:

a. Forward PhHV primer:
Fphhv

5’-GGGCGAATCACAGATTGAATC-3’
b. Reverse PhHV primer:
Rphhv

5’-GCGGTTCCAAACGTACCAA-3’

c. Forward ITS1 primer:

Fderm1

5'-CTGCGGAAGGATCATTAAC-3
d. Reverse ITS1 primer:

Rderm1

5'-AAGAGATCCGTTGTTGAAAG-3'
e. Forward ITS2 primer:

Fderm2

5'-CTGTTCGAGCGTCATTTC-3'
f. Reverse ITS2 primer:

Rderm2

5'-GGGTATCCCTACCTGATCC-3
3. Probes
a. TaqMan PhHV probe:


Pphhv-tq-Cy5

Cy5-5’-TTTTTATGTGTCCGCCACCATCTGGATC-3’-BHQ

b. MGB T. mentagrophytes probe:
Pderm1A

FAM-5'-GAGGCAACCGAGTAA-3'-MGB-BHQ

c. TaqMan T. violaceum probe:

Pderm1B

NED-5'-CAAGGAAAATTCTCTGAAGGGCTG-3'-BHQ3
d. MGB T. tonsurans probe:

Pderm1C

VIC-5'-TTGAGCCGCTATAAAG-3'-MGB-BHQ
e. TaqMan T. rubrum probe:

Pderm2A

CY5-5'-GCCCTGGCCCCAATCTTT-3'-BHQ3
f. MGB M. canis probe:

Pderm2B

FAM-5'-GGTGGGTGGTTACTG-3'-MGB-BHQ
g. MGB M. audouinii probe:

Pderm2C

NED-5'-GGTGGGTGGTTATTG-3'-MGB-BHQ
h. TaqMan E. floccosum probe:

Pderm2D

VIC-5'-TTCCGTCGGGAGGACGA-3'-BHQ1
Zie voor de bereiding van primers en probes werkvoorschrift “Bereiding oligo’s” (VS.MOL-16)

4. Taqman Gene Expression mastermix (Applied Biosystems), bewaren bij 2-8°C, houdbaarheid zie etiket.

5. Positieve controles:

a. T. mentagrophtes

b. T. violaceum

c. T. tonsurans

d. T. rubrum

e. M. canis

f. M. audouinii

g. E. floccosum
DNA van eerder positieve monsters wordt gebruikt om positieve controles te maken. Zie voor de bereiding van positieve controles algemeen voorschrift “Bereiding positieve- en interne controles” (VS.MOL-19).

Minimaal 1 jaar houdbaar bij -20°C na uitvullen. Indien deze tijd overschreden wordt, gebruikten tot Ct-waarde buiten de gestelde rangewaarden valt, zie voor actuele rangewaarden formulier “Rangewaarden actueel” (FM.MOL-12). Zie etiket voor uitvuldatum.
6. PhHV (interne controle), uitgevuld in 25 µl/epje. Bewaren bij -20°C. Gebruiken tot de Ct-waarde niet meer voldoet aan de gestelde voorwaarde, zie VII.A.3.c.

7. 1x TE buffer, zie algemeen voorschrift “Bereiding 1x TE buffer uit 100x concentraat (VS.MOL-21).

8. QIAmp®DNA Mini Kit DNA, 250 isolaties. Bewaren bij 15-25°C, 1 jaar houdbaar na openen. Noteer openings- en verloop datum op de kit, zie werkvoorschrift DNA isolatie m.b.v. QIAmp®DNA Mini kit DNA (VS.MOL-02)
9. Dithiolthreitol (Sigma), bewaren bij KT, houdbaarheid zie etiket.

10. DTT- buffer: 1M Tris- HCl (1,0 ml), 5M NaCl (2,8 ml), DTT (100,0 mg), Gibco water (96.2 ml).
B. Hulpmiddelen
1. Eppendorfcupjes, polypropyleen, 1,5 ml (klapepje)

2. Schroefdopepjes, polypropyleen, 2,0 ml

3. Schroefdopepjes, polypropyleen, 1,5 ml

4. Splash Free Support base

5. Biocap PCR-workbench, Erlab (PCR werkkast)
6. Thermo-Fast 96 Detection Plate

7. Absolute QPCR Seal

8. Sealer.
C. Apparatuur
1. ABI 7500 Real Time PCR systeem (Applied Biosystems)
2. Nuclisens™ easyMAG (bioMérieux)

VI. Werkwijze

A.  
Aanmaken werklijst.
1. Monsters worden verwerkt volgens procedure “Materiaal ontvangst bacteriologie” (PC.SEC-02).
2. Voer de voorbereiding uit volgens protocol “Moleculaire microbiologie”(PT.MOL-01).

3. Vul de werklijst dermPCR in., zie algemeen voorschrift “GLIMS Moleculaire microbiologie” (VS.ALG-18). 

4. Draai stickers uit met de materiaalgegevens vanuit de werklijst ( met GLIMS nummer, naam patiënt, extractiedatumen en extractie methode) of noteer zelf de gegevens op de epjes.

B. Oligolab

1. Maak de mixen volgens de berekeningen op de werklijst in 1,5 ml klapepje

2. Neem de reagentia (mastermix, primers en probes) uit de koelkast/vriezer. Centrifugeer epjes af als er druppels aan de zijkant van de dop zitten.

3. Pipetteer in de PCR werkkast opeenvolgend bidest, primers, probes en mastermix in een 1,5 ml klapepje. Neem iedere keer een nieuwe pipetpunt. Sluit de klapepjes na iedere handeling.
4. Vortex de mix niet, maar pipetteer op en neer! Enzymen zijn gevoelig en gaan stuk door vortexen. Noteer op de werklijst het lotnummer van de mastermix en noteer eventueel veranderingen in bijvoorbeeld batchnummers.

5. Plaats de mixen en bidest in de koeling in het inzetlab tot na de extractie.

C. Extractielab 
1. Verzamel alle monsters, besticker of beschrijf per monsters 2 schroepdopepjes.
a. 1 epje voor direct gebruik.

b. 1 epje voor opslag spijt.

2. Voorbewerken van materialen

a. Beoordeel het patiënten materiaal.

b. Knip, schaap of snijd het patiëntenmateriaal tot ongeveer 1 mm. Dit moet altijd in een steriele petrischaal 
Houd altijd de deksel van de petrieschaal zoveel mogelijk boven de petrischaal tijdens het bewerken. Dit voorkomt wegschieten of wegwaaien van het materiaal.
3. Voer DNA isolatie uit m.b.v. werkvoorschrift “DNA isolatie m.b.v. QIAmp® DNA Mini Kit DNA” (VS.MOL-02)

a. Voorbehandeling van materialen 
1. Breng materiaal over in het epje m.b.v. een steriele pincet of mesje.
2. Breng materiaal overige materiaal in het epje voor opslag.

3. Voeg een blanco (200 µl 1x TE buffer) toe als extra monster voor de extractie.

4. Voeg 200 μl ATL-buffer (Qiagen), 15 μl Proteinase K (Qiagen) en 20 μl Dithiothreitol (Sigma) toe aan het materiaal.
5. Vortex 5 minuten

6. Plaats de epjes in de thermomixer en incubeer overnacht bij 56° (800 rpm)

b. Maak de PhHV-werkverdunning door aan 25 µl PhHV 225 µl bidest toe te voegen: Voeg aan alle monsters 10 µl PhHV-werkverdunning toe.
c. Voer het werkvoorschrift “DNA isolatie m.b.v. QIAmp® DNA Mini Kit DNA” (VS.MOL-02) uit. Met uitzondering van de volgende punten:
a. Stap 2 wordt niet uitgevoerd.
b. Stap 20: Voeg 100 µl buffer AE toe, incubeer 5 minuten bij 56°C en centrifigeer 1 minuut bij 13000 rpm

4. Voer DNA isolatie uit m.b.v. apparaten voorschrift “Nuclisens™ easyMAG” (VS.MOL-17)

a. Voorbehandeling van materialen 

1. Breng materiaal over in het epje m.b.v. een steriele pincet of mesje.
2. Breng materiaal overige materiaal in het epje voor opslag.

3. Voeg een blanco (200 µl 1x TE buffer) toe als extra monster voor de extractie.

4. Voeg 200 μl DTT-buffer: en 15 μl Proteinase K (Qiagen) toe aan de monsters.
5. Vortex 5 minuten

6. Plaats de epjes in de thermomixer en incubeer overnacht bij 56° (800 rpm).
7. Voeg na overnacht incubatie 1 ml L6 lysis buffer toe aan de monsters.

8. Vortex 5 minuten.

9. Incubeer de monsters 30 minuten bij 20°C. 

b. Maak de PhHV-werkverdunning door aan 25 µl PhHV 225 µl bidest toe te voegen: pipetteer in elk welletje van het easyMAG bootje 10 µl PhHV werkverdunning.

c. Volg “off-board” lysis programma op de easyMAG volgens apparaten voorschrift “Nuclisens™ easyMAG” (VS.MOL-17). 
1. Request: Specific A
2. Volume: 200 µl

3. Eluate: 110 µl

D. Maken van een plate set-up.
1. De microtiter plate set-up wordt automatisch aangemaakt na het importeren van de werklijst uit GLIMS naar Excel bestand voor werklijsten. Zie hiervoor ook het algemeen Voorschrift “GLIMS moleculaire microbiologie” (VS.ALG-18). Voor eventuele wijzigingen in de plate set-up zie het apparatenvoorschrift “ABI 7500 Real Time PCR System” (VS.MOL-01).
2. Print de plate set-up uit en gebruik deze als pipetteer schema bij het inzetten van de PCR.
E. Inzetlab
1. Vul de PCR mixen uit volgens de werklijst volgorde, 20 µl mix per well.
2. Zet de eluaten op volgorde volgens werklijst om pipetteerfouten te voorkomen en pak de positieve controles uit de vriezer. Draai de epjes eerst af indien er druppeltjes in de dop van de epjes zitten.
3. Van ieder monster wordt 10 µl DNA toegevoegd aan de mix. Volgorde van monsters: klinische monsters, blanco’s. bidest en positieve controles. 
4. Dek de plaat af met een absolute QPCR Seal.
5. Neem de plaat mee naar het amplificatielab.
6. Breng de DNA monsters terug naar het extractielab, het DNA wordt opgeslagen in het doosje met een volgend nummer, in de -20°C vriezer. Vermeldt het nummer van het doosje op de werklijst.
F. Amplificatielab
1. Start de ABI 7500 en voer de PCR uit volgens het apparatenvoorschrift “ABI 7500 Real Time PCR system” (VS.MOL-01).
a. Instelling ABI 7500:

(1) Programma:

a. Stage 1: 2 minuten bij 50°C

b. Stage 2: 10 minuten bij 95°C

c. Stage 3: 50 Reps; 15 seconden bij 95°C, 60 seconden bij 55°C, 33 seconden bij 60°C

(2) Sample Volume (µL):
30

(3) Standard 7500.

VII. Beoordeling en uitwerken / beoordeling en interpretatie / berekening en interpretatie

A. Beoordeling van de resultaten
1. Voor de beoordeling van de resultaten moeten de volgende parameters per test ingesteld worden:
a. Pderm1A:

(1) Treshold
0.1

(2) Baseline
5-15 of auto

b. Pderm1B

(1) Treshold
0.1

(2) Baseline
5-15 of auto

c. Pderm1C

(1) Treshold
0.1

(2) Baseline
5-15 of auto

d. Pderm2A

(1) Treshold
0.1

(2) Baseline
5-15 of auto

e. Pderm2B

(1) Treshold
0.06

(2) Baseline
5-15 of auto

f. Pderm2C

(1) Treshold
0.06

(2) Baseline
5-15 of auto

g. Pderm2D

(1) Treshold
0.1

(2) Baseline
5-15 of auto

2. Een controle of monster wordt positief bevonden als het bijbehorende fluorescentie signaal de gefixeerde threshold passeert tijdens de log-lineaire fase van de curve. Controleer of de Ct-waarden gemeten worden in deze fase van de curve.

3. Het te onderzoeken materiaal mag alleen beoordeeld worden als de controles aan de volgende voorwaarden voldoen:

a. De Ct-waarde van de interne controle van het monster moet <40 zijn. Is de Ct-waarde     ≥ 40 dan is het monster geremd. Bij eventueel sterk positieve monsters kan de PhHV extractie zwak zijn of zelfs wegvallen, dit komt dan niet door remming, maar doordat de reactiecomponenten worden weggevangen.

b. De signalen van de blanco en de bidest moeten voor de geteste dermatophyten negatief zijn.

c. De Ct-waarde van het PhHV signaal in de blanco is batch-afhankelijk en dient met QIAmp® extractie tussen de 37-40 te liggen en met easyMAG extractie rond de 34 te liggen.

4. De resultaten van de dermatophyten PCR worden op kwalitatieve manier geïnterpreteerd.

5. De uitslag wordt per target gegeven in de vorm van positief of negatief.

	Derm1A
	Derm1B
	Derm1C
	Derm2A
	Derm2B
	Derm2C
	Derm2D
	Interne Controle (PhHV)
	(definitieve) uitslag monster en opmerking

	Positief
	Negatief 
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor T. mentagrophytes
(Tmen+)

	Negatief
	Positief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor T. violaceum
(Tvio+)

	Negatief
	Negatief
	Positief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor T. tonsurans

(Tton+)

	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Positief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor T. rubrum

(Trub+)

	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Positief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor M. canis

(Mcan+)

	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Positief
	Negatief
	<40 Ct
	Positief voor M. audouinii

(Maud+)

	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Positief
	<40 Ct
	Positief voor E. floccosum

(E.flo+)

	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	<40 Ct
	Negatief



	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	Negatief
	>40 Ct
	Herhalen op origineel monster (OV), indien tweede keer dan afgeven als ‘geremd’1)


Tabel 1. Uitslagen voor dermatophyten PCR

1) Indien een monster positief is voor een of meerdere dermatophyten kan door competitie de interne controle >40 Ct zijn of zelf wegvallen, maar de uitslag gaan dan wel uit als positief en niet als geremd.

B. verwerking en interpretatie

1. Exporteer de resultaten van de ABI 7500 naar de Excel werklijst, zie algemeen voorschrift “GLIMS moleculaire microbiologie” (VS.ALG-18)

a. Negatieve uitslagen worden als “undetermined” geëxporteerd naar de werklijst.

b. Van positieve monsters en controles wordt de Ct-waarde ingevuld. Een monster kan voor meerdere dermatophyten positief zijn.

c. Van elk monster wordt de Ct-waarde van de interne controle PhHV ingevuld.

d. Bij eventueel sterk positieve monsters kan de PhHV reactie zwak zijn of zelfs wegvallen, dit komt dan niet door remming, maar doordat de reactiecomponenten worden weggevangen.
e. Controleer of de positieve controles binnen de rangewaarden vallen, Zie voor de actuele rangewaarden formulier “Rangewaarden actueel” (FM.MOL-12).

f. In het geval van bijzonderheden, wordt dit op de werklijst genoteerd.

g. Vul als laatste de definitieve uitslag in volgens.
VIII. Kwaliteitscontrole
Voor iedere target organisme wordt een aparte positieve controle meegenomen, indien de positieve controles niet binnen de gestelde rangewaarden vallen wordt dit gemeld aan de moleculair microbioloog. Bij iedere extractierun is minimaal 1 negatieve controle mee-geëxtraheerd (blanco). Indien deze positief is voor een van de geteste dermatophyten dient dit gemeld te worden aan de moleculair bioloog.
IX. Opmerkingen

n.v.t.
X. Uitslag/Rapport
A. Schriftelijke rapportage

De resultaten van de PCR zullen gelijk aan de resultaten van de kweek worden ingevoerd

Indien resultaat:

1. Positief voor 1 dermatophyt bv. T.mentagrophytes:
DNA/RNA-detectie

T. mentagrophytes

POSITIEF:
T. mentagrophytes aangetoond

T. violaceum

negatief
T.tonsurans


negatief
T. rubrum
negatief

M. canis
negatief

M. audouinii
negatief
E. floccosum
negatief

Een monster kan voor meerdere target organismen positief zijn.

2. Negatief

DNA/RNA-detectie

T. mentagrophytes

negatief
T. violaceum

negatief
T.tonsurans


negatief
T. rubrum
negatief

M. canis
negatief

M. audouinii
negatief
E. floccosum
negatief

3. Geremd:

Het onderzoeks resultaat is niet te beoordelen vanwege remmende factoren; overweeg om niet materiaal in te sturen.
XI. Referenties

PC.SEC-02
-
Procedure


Materiaal ontvangst bacteriologie

PT.MOL-01
-
Protocol


Moleculaire microbiologie

VS.MOL-01
-
Apparatenvoorschrift

ABI 7500 Real Time PCR System

VS.MOL-02
-
Algemeen voorschrift

DNA isolatie m.b.v QIAmp® DNA Mini Kit DNA

VS.MOL-15
-
Algemeen voorschrift

Moleculaire laboratoriumruimten

VS.MOL-16
-
Algemeen voorschrift

Bereiding oligo’s

VS.MOL-17
-
Apparatenvoorschrift

Nuclisens easyMAG

VS.MOL-19
-
Algemeen voorschrift

Bereiding positieve- en interne controles

FM.MOL-12
-
Formulier


Rangewaarden actueel

FM.MOL-00

Formulier


Werklijst dermPCR

VS.ALG.18

Algemeen voorschrift

GLIMS moleculaire microbiologie
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