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Serap Yilmaz

Samenvatting:
Stafylokokken zijn Gram positieve bacteriën die als normale flora voorkomen op de huid en slijmvliezen, zoals het perineum en de neus. Zij kunnen echter ook infecties veroorzaken. De soorten S.aureus, S.epidermidis en S.saprophyticus worden het meest bij de mens geïsoleerd. Bij bacteriële infecties worden antibiotica voorgeschreven. Maar na het toedienen van het antibioticum methicilline bij patiënten sinds 1959, is de resistentie van S.aureus en S.epidermidis voor deze antibiotica sterk toegenomen. De resistentie wordt veroorzaakt door het MecA gen. De methicilline resistente S.aureus en S.epidermidis worden ook wel MRSA en MRSE genoemd. 

De prevalentie van MRSA is in Nederland erg laag. Dit komt doordat patiënten, bij een verhoogd risico op dragerschap, 3 tot 5 dagen geïsoleerd verpleegd worden als zij in een ziekenhuis moeten worden opgenomen. Dit zorgt voor hoge kosten. Om de nodige isolatie te verkorten, de kosten te verminderen en om te voorkomen dat de infectie zich verspreid, moet MRSA snel gedetecteerd worden. Polymerase ketting reactie (PCR) is een goede manier om MRSA te detecteren. De huidige MecA gen PCR is een conventionele PCR. Hierbij moet na amplificatie het product met behulp van een agarose gel worden aangetoond. In dit onderzoek wordt een nieuwe real-time PCR opgezet met nieuwe primers en probe. Bij een real-time PCR vindt detectie al tijdens de amplificatie plaats. Deze manier is sneller en minder contaminatie gevoelig. Deze real-time PCR wordt op de LightCycler 2.0 uitgevoerd. Het verantwoordelijke MecA gen en een specifiek S.aureus gen worden gedetecteerd, omdat het MecA gen ook bij MRSE stammen kan voorkomen. Met deze nieuwe PCR zijn ongeveer 100 S.aureus stammen getest uit de stammenbank op de aanwezigheid van het MecA gen en het S. aureus gen. Voordat er een PCR wordt ingezet, moet het DNA geïsoleerd worden met de methode van Boom et al. Voor deze PCR wordt ook een interne amplificatie controle gemaakt, om te voorkomen dat er vals negatieve resultaten worden waargenomen. Het maken van een interne amplificatie controle is goed gelukt. 

MRSA kan ook aangetoond worden m.b.v. een commerciële real-time PCR test, IDI-MRSA, op de SmartCycler. Hierbij wordt MRSA direct uit patiëntenmateriaal getest. In dit onderzoek is deze PCR gevalideerd voor verschillende klinische materialen en vergeleken met de opgezette real-time PCR.

Detectie van MRSA m.b.v. de SmartCycler assay bleek gevoeliger te zijn dan detectie m.b.v. de “in house” real-time PCR op de LightCycler. De SmartCycler is ook sneller dan de LightCycler, omdat de voorbehandeling van de LightCycler assay langer duurt. De SmartCycler assay was niet geschikt voor detectie van MRSA in sputum, maar wel voor urine. Toch is de SmartCycler assay een goede en snelle methode voor MRSA detectie. 

Met snelle detectie zullen niet alleen de patiënten tevreden zijn, maar zullen de kosten van ziekenhuisopname ook verminderen.
Summary

Staphylococci are Gram positive bacteria which occur as normal flora on the skin and mucous membranes, such as the perineum and the nose. However, they can also cause infections. The species most isolated from humans are S.aureus, S.epidermidis and S.saprophyticus. Patients suffering from bacterial infections are treated with antibiotics. But after administering the methicilline antibiotics to patients since 1959, the resistance of S.aureus and S.epidermidis for these antibiotics has rapidly increased. The resistance is caused by the MecA gene. The methicilline resistant S.aureus and S.epidermidis are also called MRSA and MRSE. 

Patients with an increased risk of carrying MRSA, must be nursed strictly isolated for 3 to 5 days when they are admitted to a hospital. This has lead to a low prevalence of MRSA, but also to high costs. To shorten necessary isolation, reduce the costs and to prevent spreading of infection, MRSA must be detected more quickly. Polymerase chain reaction (PCR) is a good method to detect MRSA. The current MecA gene PCR is a conventional PCR, with product analysis through agarose gel electrophoresis, which is time consuming. Real-time PCR, where detection takes place already during amplification, is faster and has a lower contamination risk. A new PCR, to be used in a LightCycler 2.0 system, was developed and evaluated. The responsible MecA gene and a specific S.aureus gene will be detected, because the MecA gene can also be present at MRSE species. With this new PCR approximately 100 S.aureus species have been tested from the speciesbank on the presence of the MecA gene and the S.aureus gene. Before PCR is applied, the DNA must be isolated with the method of Boom et al. For this PCR an internal amplification control was designed, to prevent false negative results. Making an internal amplification control has succeeded well.

A commercial real-time PCR using the SmartCycler for MRSA detection is also available. In this IDI-MRSA test the MRSA is directly detected from patient material. In the present study, this PCR was validated for several clinical materials and compared with our real-time PCR.

Detection of MRSA with the SmartCycler assay is more sensitive than the detection with real-time PCR on the LightCycler. The SmartCycler is also faster than the LightCycler, because preprocessing of the LightCycler assay is longer. The SmartCycler assay was not efficient for detection of MRSA in sputum, but is for urine. The SmartCycler assay is a good and fast method for MRSA detection.

Fast detection will not only satisfy the patients, but it will also reduce the costs of hospitalization.  
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Hoofdstuk 1: Inleiding

1.1 Staphylococcus species
Staphylococcus en Micrococcus behoren tot de familie Micrococcaceae. Er zijn ongeveer 20 verschillende soorten stafylokokken. Deze stafylokokken komen als normale flora voor op de huid en slijmvliezen, zoals het perineum en de neus. In kleine hoeveelheden komen ze ook voor in mond- en keelholte. [2] Stafylokokken kunnen in twee groepen worden verdeeld: coagulase-positieve en coagulase-negatieve stammen. [1, 2]

De soorten S.aureus, S.epidermidis en S.saprophyticus worden bij de mens het meest geïsoleerd als ziekteverwekker. Staphylococcus aureus komt wereldwijd voor, en is de belangrijkste verwekker van infecties van de huid, zoals wondinfecties en steenpuisten. [1, 4, 5] S.aureus is ook een veelvoorkomende verwekker van ziekenhuisinfecties. [1]

1.2 Staphylococcus aureus
In een Gram kleuring zijn stafylokokken te herkennen als Gram positieve kokken die in groepjes (tros) bij elkaar liggen. Ze zijn onbeweeglijk, vormen geen sporen en hebben geen kapsel. [1] S.aureus groeit facultatief anaëroob en optimaal op bloedagar bij een tempratuur van 37(C. Op de bloedagar is bijna altijd een hemolytische zone zichtbaar en de kolonies zijn geel, goudgekleurd. S.aureus is katalase, DNase en coagulase positief. De oxidase test is negatief. [2] De coagulasetest wordt hoofdzakelijk gebruikt om S.aureus te identificeren en te onderscheiden van de andere stafylokokken.

Veel mensen zijn drager van S.aureus zonder enige symptomen. Bij een verlaagd weerstand of bij plaatselijke wondjes kunnen S.aureus infecties veroorzaken. Ook kan er een infectie ontstaan bij direct contact (handen), via lucht (aërosolen) of via secundaire bronnen in de directe omgeving (kleding, beddengoed). De infecties kunnen ontstaan door onder andere de werking van het proteïne A dat zich op de celwand van de meeste stafylokokken bevindt. Dit proteïne komt tijdens de celdeling vrij. Het heeft fagocytoseremmende eigenschappen en kan zich binden aan het Fc-deel van IgG-moleculen van de meeste zoogdieren. [1, 2]

Bijna elk S.aureus stam vormt ook een of meer hemolytische exotoxinen. Men kan verschillende toxinen (=hemolysinen) onderscheiden: 

· (-toxine: heeft een hemolytische, leukocide en een necrotiserende werking op de huid- en weefselcellen. Het toxine is waarschijnlijk verantwoordelijk voor sommige symptomen bij fatale gevallen van stafylokokkensepsis. 

· (-toxine: veroorzaakt hemolyse. 

· (-toxine: (leukocidine) is toxisch voor leukocyten en vele andere cellen. [2]

Stafylokokken kunnen de volgende infecties veroorzaken:

Furunkel (steenpuisten): Steenpuisten kunnen zich in en rondom een haarfollikel ontwikkelen. Deze infectie kan overgaan in een bacteriëmie en mogelijke sepsis. 

Abcessen: S.aureus is vaak betrokken bij de vorming van abcessen. Een longabces is een bijzondere vorm van infectie van het longweefsel. In de meeste gevallen is S.aureus hiervan de oorzaak.

Impetigo (krentenbaard): Deze infectie komt bij kinderen voor. 

Paronychia, panaritium: Dit zijn acute ontstekingen van de nagelwal en de vinger. 

Post-operatieve wondinfecties: S.aureus is vaak de verwekker van post-operatieve wondinfecties. De patiënt kan zichzelf besmetten, maar hij of zij kan ook besmet worden door het ziekenhuispersoneel als zij drager zijn van deze bacterie. 

Sepsis, endocarditis en discitis: Elke infectie door S. aureus kan leiden tot een bacteriëmie. Deze kan passagere zijn, maar deze kan ook aanleiding geven tot een septisch ziektebeeld, endocarditis of bijvoorbeeld discitis (infectie van een tussenwervelschijf). Patiënten met protheses van gewrichten, patiënten met kunstkleppen of patiënten met centraal veneuze lijnen zijn extra vatbaar voor dergelijke infecties.

Osteomyelitis: S.aureus is de belangrijkste verwekker van osteomyelitis, een botinfectie. Dit kan zich acuut voordoen, maar kan ook chronisch worden als het niet snel wordt behandeld.

Pneumonie: Een pneumonie ontwikkelt zich vaak na een virale luchtweginfectie. Het Influenzavirus vernietigt het trilhaarepitheel van de bronchiën, zodat de bacteriën er gemakkelijk kunnen binnendringen. Zo kunnen er longabcessen ontstaan. Een secundaire infectie door S.aureus kan in zo’n situatie tot het levensgevaarlijke ziektebeeld stafylokokkenpneumonie leiden. Stafylokokkenpneumonie is een zeer ernstige infectie, met een vrij hoog sterftecijfer. 

Artritis: Bij ongeveer de helft van de gevallen van acute en chronische bacteriële artritis is S.aureus de verwekker. 

Voedselvergiftiging: Een stafylokokkenvoedselvergiftiging kan veroorzaakt worden door de enterotoxinen die gevormd wordt door S.aureus. Niet elke coagulase-positieve S.aureus stam vormt deze toxinen. De fysiologische activiteit van de dunne en dikke darm kan verstoord worden door bijvoorbeeld toxinen vorming van S.aureus bacteriën die in het voedsel aanwezig zijn. 

Meningitis: Een klein aantal meningitis gevallen wordt door S.aureus veroorzaakt. De infectie vindt meestal plaats ten gevolge van een diagnostische of chirurgische behandeling, vaak bij patiënten met een aandoening van het centrale zenuwstelsel. 

Toxische-shocksyndroom: S.aureus vormt hierbij een toxine die men toxic-shock-syndrome toxine (TSST) noemt. Dit kan optreden bij bijvoorbeeld gebruik van vaginale tampons. De bacterie wordt hierbij uit de cervix en de vagina van jonge vrouwen geïsoleerd. Ook bij mannen kan TSST voorkomen, bijvoorbeeld na een operatie. [2]

Stafylokokken kunnen ook infecties veroorzaken in de neus, sinusitis, keel (farynx/larynx) oor en oog. [2, 5]

1.3 Coagulase-negatieve stammen
Bij patiënten met plaatselijke of algemeen verlaagd weerstand kunnen ook CNS stammen (coagulase negatieve stammen) infecties veroorzaken. [2] Meestal komen infecties van CNS stammen voor bij implantaties van lichaamsvreemde voorwerpen, zoals intraveneuze katheters of gewrichtsprothesen. Wanneer stafylokokken zich nestelen in beschadigde hartkleppen of in een hartklepprothese kan een moeilijk te behandelen endocarditis het gevolg zijn. [1] Vaak worden als CNS stammen S.epidermidis en S.saprophyticus geïsoleerd. Maar behalve deze stammen worden soms ook S.haemolyticus en S.schleiferi geïsoleerd. 

S.epidermidis veroorzaakt ook bacteriëmie, infectie van de urine kanaal, ontsteking van het hartklepje en buikvlies ontsteking veroorzaakt door b.v. katheters.

S.saprophyticus lijkt op S.epidermidis en is de verwekker van een belangrijk aantal urineweginfecties, zoals cystitis en pyelonefritis. Deze soort kan zich aan de epitheelcellen van de urinewegen hechten. [1, 2] S.saprophyticus is na E.coli de tweede belangrijke verwekker van een urineweginfectie. S.saprophyticus wordt meestal geïsoleerd bij seksueel actieve jonge vrouwelijke patiënten. Andere stafylokokken species worden meestal beschouwd als contaminatie. 

1.4 MRSA

Een belangrijk enzym dat door veel stafylokokken wordt geproduceerd, is (-lactamase, dat een aantal (-lactam-antibiotica (penicillinen en cefalosporinen) kan afbreken. Stafylokokken die dit enzym vormen zijn resistent en de behandeling van een geïnfecteerde patiënt heeft met een dergelijke middel geen succes. [1] Stafylokokken die (-lactamase produceren en penicillineresistent zijn, kunnen worden behandeld met methicilline, een (-lactamase-resistent antibioticum. [1] Maar na het toedienen van dit antibioticum bij patiënten sinds 1959, is de resistentie van S.aureus en S.epidermidis voor deze antibiotica sterkt toegenomen. [4] De methicilline resistente S.aureus en S.epidermidis wordt ook wel MRSA en MRSE genoemd. [1]

Methicilline resistentie wordt veroorzaakt door het MecA gen. Het MecA gen codeert voor (-lactam-resistent penicilline-binding proteïne, PBP2a. Dit heeft een lage affiniteit voor (-lactam-antibiotica. [4, 6] Deze stammen zijn dan ongevoelig voor deze (-lactam-antibiotica. [1] Het MecA gen bevindt zich in een overdraagbare genetisch element, de zogenaamde Staphylococcal cassette chromosome mec, SCCmec. De SCCmec is 21 tot 67 kb groot en ligt naast de chromosomale locatie voor replicatie. SCCmec wordt gekenmerkt door de aanwezigheid van terminal inverted en direct repeats, een set van specifieke recombinase genen en het Mec gen complex. Er zijn 5 verschillende SCCmec typen bekend: SCCmec types I, II, III, IV, V. [4, 5]

Het SSCmec DNA kan zich ook op het chromosoom van een methicilline gevoelige S.aureus (MSSA) bevinden. In MSSA stammen is het SCCmec (zonder MecA) gelokaliseerd in het 3’-uiteinde van het open reading frame, orfX. De functie hiervan is echter nog niet bekend. De SCCmec is ook aanwezig in coagulase-negatieve stafylokokken (MSSE). [4, 5]

Sinds 1989 worden MRSA stammen bewaard bij het RIVM (Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu). Testen tonen aan dat MRSA stammen hun MecA gen kunnen verliezen na meer dan 2 jaar opslag van MRSA stammen bij -80(C. Het percentage van het verlies van het MecA gen is 14.4%. [9]

1.5 Behandeling

Penicillines (penicilline, piperacilline), β-lactamase resistente penicillines (flucloxacilline, methicilline) of cefalosporinen (eerste en tweede generatie) kunnen gebruikt worden bij S.aureus infecties. Als een patiënt overgevoelig is voor penicillines en/of cefalosporines, kan men bijvoorbeeld macroliden (erythromycine), lincomycinen (clindamycine) of glycopeptiden (vancomycine) gebruiken. Karbunkels en abcessen worden in principe alleen chirurgisch behandeld. [1, 6]

1.6 Identificatie
In het klinische laboratorium wordt S.aureus geïdentificeerd aan de hand van de karakteristieke bacteriële groei en de katalase en coagulase reacties. Ook wordt er een gevoeligheids test ingezet. Hierbij wordt er ook naar de resistentie van de methicilline en oxacilline gekeken. Er worden dan aan de hand van de resistenties een MRSA-screen test uitgevoerd (dit wordt gedaan volgens de standaarden van de National Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS). De MRSA-screen test is een snelle latex-agglutinatie test die het PBP2’ en daarmee de methicilline resistentie detecteert. 

MRSA zijn vrijwel altijd verminderd gevoelig of resistent voor minstens nog een antibioticum. Deze testen zijn tijdrovend. Van de testen die uitgevoerd worden, kunnen er ook soms vals negatieve resultaten waargenomen worden. [6]

1.7 “Search and destroy” beleid
MRSA komt over de hele wereld voor. De prevalentie van MRSA infecties verschilt over de gehele wereld. In Amerika, zuid Europa en Azië is het aantal MRSA infecties (prevalentie) hoog (20% tot 60%). Maar in Scandinavië en Nederland is de prevalentie juist laag (1%). De lage prevalentie in Nederland komt door de invoering van het zogenaamde “search and destroy” beleid, dat in 1980 werd ingesteld. Dit “search and destroy” beleid houdt in dat patiënten, bij een verhoogd risico op dragerschap, geïsoleerd verpleegd worden als zij in een ziekenhuis moeten worden opgenomen. Men onderzoekt alle patiënten en ziekenhuispersoneel op aanwezigheid van MRSA die eventueel in contact zijn gekomen met de geïnfecteerde patiënt. De aanwezigheid van MRSA berust meestal op kolonisatie. Deze kolonisatie gebeurt voor de infectie en kan onopgemerkt gebeuren. Kolonisatie met MRSA is net zo belangrijk als de infectie. Kolonisatie leidt niet altijd tot infecties, maar kan toch een bron zijn om andere patiënten te besmetten. Men sluit dan de gehele afdeling om te voorkomen dat de MRSA zich (verder) verspreid. De afdeling wordt pas weer geopend als alle patiënten en ziekenhuispersoneel negatief zijn voor MRSA. [4]

1.8 Interne amplificatie controle

Sinds 1990 wordt steeds meer gebruik gemaakt van Polymerase Chain Reaction (PCR) voor snelle amplificatie van nucleïnezuren en voor de detectie van het geamplificeerde product. Het is belangrijk om te weten hoe efficiënt een PCR is verlopen. Er kunnen namelijk remmende stoffen zitten in het klinische materiaal, zoals organische of anorganische chemicaliën, antibiotica’s, buffers, enzymen, polysachariden, vetten en eiwitten. [11] Ook kan de efficiëntie van DNA-polymerase verschillen. Om dit alles te kunnen opsporen is er een interne amplificatie controle (IAC) nodig. Een IAC is een non-target DNA sequentie, die aanwezig is in hetzelfde sample als het target DNA sequentie. Een PCR zonder een IAC kan vals negatieve resultaten weergeven. Een negatieve respons (geen band of signaal) kan betekenen dat er geen target DNA sequentie aanwezig was in de reactie. Maar dit kan ook betekenen dat de reactie is geremd, een incorrecte PCR mix is gebruikt en/of  de aanwezigheid van remmende substanties is de sample matrix. 

In een PCR met een IAC zal altijd een controle signaal aanwezig zijn dat altijd wordt geproduceerd als er ook geen target DNA sequentie aanwezig is. Als er geen IAC signaal en geen target signaal wordt geproduceerd, dan betekend het dat de PCR niet te interpreteren is.

Bij een PCR met een IAC kan dus vals negatieve resultaten waargenomen worden. Vals negatieve resultaten kunnen een groot risico zijn voor de behandeling van de patiënten. [10, 11]

1.9 Probleemstelling

MRSA wordt getest aan de hand van bacteriële kweken (inventarisatie kweken). De isolatie van patiënten duurt hierbij ongeveer 3 tot 5 dagen. Bij 95% van alle geïsoleerde patiënten wordt er geen MRSA aangetroffen. Maar zij moeten toch 3 tot 5 dagen geïsoleerd blijven tot de kweekuitslag bekend is. Dit is een nadeel van het “search and destroy” beleid. Isolatie van patiënten is erg duur. Deze patiënten moeten namelijk individueel verpleegd worden. Ook is het erg lastig om deze patiënten te kunnen behandelen en verzorgen. Het “search and destroy” beleid kost ongeveer 270.000 Euro per jaar (1991-2000). [4] 

De diagnostiek kan verbeterd en versneld worden door MRSA moleculair te detecteren. De PCR is een goede en snelle manier om dit te doen. [7] Het is dan mogelijk om MRSA binnen een paar uur te detecteren. Door de snellere detectie van MRSA zal de nodige isolatie van patiënten verkort worden. Hierdoor zullen niet alleen de patiënten tevreden zijn, maar de kosten zullen ook verminderen. 

De afgelopen jaren zijn vele methoden ontwikkeld voor de snelle detectie van MRSA. Veel van deze methoden zijn gebaseerd op de detectie van het verantwoordelijke MecA gen. [4, 5, 6] De huidige MecA gen PCR is een conventionele PCR. Hierbij moet na amplificatie het product met behulp van een agarose gel worden aangetoond. Dit is een milieu onvriendelijke, bewerkelijke en contaminatie gevoelige methode  Bij een real-time PCR vindt detectie al tijdens de amplificatie plaats. Deze manier is daarom schoner, sneller en minder contaminatie gevoelig. Het detecteren van alleen het MecA gen is niet voldoende. Want ook MRSE stammen kunnen het MecA gen bezitten. Om de MRSE stammen te kunnen onderscheiden van MRSA stammen, is ook een specifiek S.aureus gen nodig. Op deze manier wordt er onderscheid gemaakt tussen 4 soorten:

MecA gen positief, S.aureus gen positief ( MRSA
MecA gen positief, S.aureus gen negatief ( MRSE

MecA gen negatief, S.aureus gen positief ( MSSA (S.aureus)

MecA gen negatief, S.aureus gen negatief ( MSSE (CNS) en andere bacterie soorten 

Voordat er een PCR wordt ingezet, moet het DNA geïsoleerd worden met de methode van Boom et al. [12] Het detecteren van het MecA gen en het S.aureus gen is dus een uitkomst om de diagnostiek te verbeteren en te versnellen. De diagnostiek kan nog sneller worden uitgevoerd als MRSA direct uit patiëntenmateriaal kan worden gedetecteerd. 

Om zeker te zijn dat amplificatie ook daadwerkelijk plaatsvindt is een interne amplificatie controle nodig. Zo kan vastgesteld worden of er eventueel een remming heeft plaatsgevonden tijdens het PCR reactie. Op deze manier kan vals negatieve resultaten waargenomen worden.

Ten slotte is het van belang om te weten of er onder de ogenschijnlijk gevoelige S. aureus stammen MecA gen positieve zitten ter controle van het huidige kweekprotocol. 

1.10 Doel

Een snelle en nauwkeurige identificatie van MRSA, met een interne controle, is dus erg belangrijk voor de therapie van de geïnfecteerde patiënten. 

Deel 1:

Het opzetten van een real-time MecA PCR (met interne controle) en het opzetten van een real-time S.aureus PCR (met interne controle). Onderdeel hiervan is het ontwerpen en maken van een interne controle.

Deel 2:

Ongeveer 100 S.aureus stammen uit de stammenbank met deze nieuwe PCR’s testen op de aanwezigheid van het MecA gen en het S.aureus gen.   

Deel 3:

Het valideren van IDI-MRSA (Infectio Diagnostic, Inc, Canada) test. Hierbij wordt MRSA direct uit patiëntenmateriaal getest. 

Hoofdstuk 2: Materiaal en methode

2.1 Gebruikte stammen

Bij het ontwikkelen van real-time PCR met interne controle en het valideren van IDI-MRSA zijn de volgende stammen gebruikt:

Staphylococcus aureus = ATCC 43300

Stapylococcus epidermidis = ATCC 14990 (MSSE)

Stapylococcus epidermidis = ATCC 35984 (MRSE)

Stapylococcus haemolyticus = ATCC 29970 (MSSE)

Stapylococcus sapropyticus = ATCC 15305 (MSSE)

Stapylococcus schleiferi subsp. coagulans = ATCC 49545 (MSSE)

Escherichia coli = ATCC 25922

Streptococcus pneumoniae = ATCC 6303

Entereococcus faecalis = ATCC 19433 

2.2 Primers en probes

De targets voor het MecA en S.aureus real-time PCR zijn afgeleid van het target zoals beschreven is door Francis Martineau. [7,8]
	Oligonucleotiden
	Sequentie
	Target gen
	GenBank nr

	MecA F primer 
	5'-GCA CTT GTA AGC ACA CCT TCA 
	MecA
	X52594

	MecA R primer
	5'-TTT TTG AGT TGA ACC TGG TGA A
	MecA
	X52594

	MecA probe
	5'-FAM-CCT CTG CTC AAC AAG TTC CAG A
	MecA
	X52594

	
	 
	
	

	S.aureus F primer
	5'-GTC GGT ACA CGA TAT TCT TCA CG
	Sa442
	AF033191

	S.aureus R primer
	5'-ACA CAA TGT TTC CGA TGC AAC G
	Sa442
	AF033191

	S.aureus probe
	5'-FAM-CGC TCA TTC GCG ATT TTA TAA ATG
	Sa442
	AF033191


	M13 F primer 
	5’-CAGGAAACAGCTATGAC

	M13 R primer
	5’-GTAAAACGACGGCCAG


	Probe I.C.
	5’-GAGAGCGCGAGACGAAGTACTG


Tabel 1. De gebruikte primers en probes.

Het MecA gen is 144 pb en het S.aureus gen is 121 bp lang. 

2.3 Verdunningsreeks

Er wordt een bacteriesuspensie gemaakt in 5 ml PBS (Phosphate Buffered Saline; 4.1 g NaCl, 0.85 g Na2HPO4.2H2O, 0.135 g NaH2PO4.2H2O, 500 ml Demi water, pH 7.4)). Op de spectrofotometer wordt de bacteriën per ml van de bacteriesuspensie bepaald. Op de spectrofotometer wordt gekozen voor ‘cell culture’. Als referentie wordt 1 ml PBS gebruikt. Vervolgens wordt de bacteriesuspensie gemeten. De bacteriesuspensie moet 1 McFarland zijn. Dit komt overeen met 3x108 bacteriën/ml. Vanuit deze oplossing wordt een 10-voudige verdunningsreeks gemaakt van 3x108 bacteriën/ml tot 3x101 bacteriën/ml. Als eindvolume wordt 500 µl genomen. Bij de eerste verdunningsreeks wordt er in duplo 100 µl van elk verdunningen op een bloedplaat (0.83 g Colombia agar base, 20 ml Demi, 1.25 ml Schapenbloed) uitgesmeerd. Hierbij wordt ook een negatieve controle meegenomen. Na een dag incuberen bij 37ºC, worden de kolonies op de platen geteld en de duplo’s onderling vergeleken. De hoeveelheid Colony Forming Units (CFU) wordt aan de hand van de tellingen berekend. 

2.4 DNA isolatie 

2.4.1 DNA isolatie m.b.v. prelysis en Boom-extractie 

Bacteriesuspensies van de benodigde stammen, met eventuele verdunningen, worden gemaakt. Van de bacteriesuspensie wordt er 68.5 µl in een epje gepipetteerd. Hieraan wordt 20.5 µl enzymcocktail toegevoegd (zie bijlage I, protocol 3). De enzymcocktail zorgt er voor dat de celwanden van bacteriën worden gelyseerd. Deze mix wordt gedurende 30 minuten bij 37ºC geïncubeerd. Na de enzymincubatie wordt 11 µl prelysis-mix toegevoegd (1µl Proteinase K 20 mg/ml en 10 µl 10x Prelysis Mod, zie bijlage I, protocol 3) om de celwanden te lyseren. Het totale volume is 100 µl geworden. Deze oplossing wordt minstens 2 uur geïncubeerd bij 56ºC. Bij deze mix wordt vervolgens 900 µl L6 (120 g GuSCN (guanidium thiocyanate) opgelost in 100 ml 0.1 M Tris hydrochloride, pH 6.4, 22 ml 0.2M EDTA, NaOH, pH 8.0, 2.6 g Triton X-100) en 20 µl silica (60 g silicon dioxide, SiO2) toegevoegd. Door de GuSCN worden de cellen gelyseerd en de proteasen worden geïnactiveerd. Het DNA gaat dan aan silica binden. Silica wordt voor het gebruik gemengd door te vortexen. De totale mix wordt vervolgens ook goed gemengd door te vortexen. Deze oplossing wordt 10 minuten bij kamertemperatuur geïncubeerd. Na deze 10 minuten wordt de oplossing gemengd door te vortexen en vervolgens 15 seconden afgedraaid in een eppendorfcentrifuge op de maximale snelheid (12000 rpm). Het supernatant wordt afgezogen. Bij de pellet wordt 900 µl L2 was-buffer (120 g GuSCN opgelost in 100 ml 0.1M Tris hydrochloride, pH 6.4) toegevoegd. De pellet wordt opgelost en gemengd met de L2 door te vortexen. Deze oplossing wordt vervolgens weer 15 seconden afgedraaid en het supernatant weer afgezogen. Deze wasstappen worden herhaald met nog een keer L2, 2x met 70 % ethanol en 1x met aceton. Door de wasstappen worden remmende stoffen verwijderd zoals eiwitten en celresten. Het aceton supernatant wordt afgezogen en de pellet wordt bij 56ºC gedurende 10 minuten gedroogd. De reactievaatjes worden hierbij open gelaten. Vervolgens wordt 100 µl TE-buffer (10 mM Tris hydrochloride, 1 mM EDTA, pH 8.0) toegevoegd. Deze oplossing wordt gemengd door te vortexen en 10 minuten geïncubeerd bij 56ºC. De oplossing wordt 1 minuut afgedraaid bij maximaal snelheid en het supernatant wordt in een nieuwe epje over gepipetteerd. Het supernatant bevat het zuivere DNA. Het DNA kan bij -20ºC bewaard worden of kan gelijk gebruikt worden voor de moleculaire detectie met PCR.

2.4.2 DNA isolatie m.b.v. opkoken

100 µl baker water (demiwater) wordt in een epje gedaan. Hierin wordt de suspensie gemaakt met de benodigde bacterie. Deze suspensie wordt vervolgens gedurende 10 minuten geïncubeerd bij 100ºC. Na deze incubatie wordt de suspensie 3 minuten afgedraaid op maximale snelheid. Het supernatant wordt overgepipetteerd naar een nieuwe epje. Hierin bevindt zich het DNA. 

2.5. LightCycler
De lightCycler 2.0 (Roche Applied Science) is een automatische thermocycler die wordt gebruikt voor de snelle amplificatie van nucleïnezuren en voor de detectie en kwantificatie van het geamplificeerde product. De LightCycler is een real-time PCR. Dat betekend dat de PCR reactie tijdens de reactie zelf vervolgd kan worden en dat er ook inzicht mogelijk is in iedere individuele reactie. De LightCycler heeft 6 verschillende detectiekanalen die verschillende frequenties kan aflezen. De frequenties zijn: 530 nm, 560 nm, 610 nm, 640 nm, 670 nm en 705 nm. De LightCycler verwarmt en koelt snel af d.m.v. de aanwezige spiralen. Hierdoor verlopen de cycli snel, waardoor de gehele PCR reactie kort is. Er kunnen glascapillairen van 100 (l en van 20 (l gebruikt worden. In totaal kunnen er 32 samples, inclusief de positieve en negatieve controles, verwerkt worden. 
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  Figuur 1. De LightCycler 2.0 systeem. [13]                    Figuur 2. De 6 detectiekanalen, spiralen en het     

                                                                                                            capillair. [14] 
2.5.1 SYBR Green I
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Real-time PCR met SYBR Green I is een van de vele methoden die gebruikt kunnen worden voor de detectie van bacterieel DNA. Bij deze methode komen de SYBR Green I deeltjes tussen de dubbelstrengs DNA te zitten en beginnen dan te fluoresceren. Om deze PCR uit te kunnen voeren zijn er twee oligonucleotide primers nodig. De eerste stap die plaats vindt is de denaturatie. Hierbij worden alle dsDNA (dubbelstrengs DNA) enkelstrengs. In deze fase zal de SYBR green I niet kunnen hechten, waarbij de fluorescentie dus laag is. Tijdens de annealings fase zal de fluorescentie toenemen omdat de PCR primers aan de target sequentie hybridiseren. Hierbij ontstaat dsDNA waarbij dus de SYBR Green I kan gaan binden en fluoresceren. In de elongatie fase worden de PCR primers verlengd, waarbij dus meer SYBR Green I kan gaan binden. Aan het eind van de elongatie fase is alle DNA dubbelstrengs geworden en de maximale hoeveelheid SYBR Green I is gebonden. Hoe meer DNA gevormd wordt tijdens de PCR hoe hoger de intensiteit van fluorescentie zal zijn. De fluorescentie wordt na de elongatie fase gemeten bij 530 nm. De SYBR Green I wordt met een smelt curve geanalyseerd. Dit maakt onderscheid tussen primer-dimer en het specifieke product. Er wordt dan naar de Tm-waarde gekeken worden. De Tm is de waarde waarbij DNA 50% dubbelstrengs en 50% enkelstrengs is. 

Figuur 3. Het principe van SYBR Green I. [15]

Als eerst worden de bestelde primers getest door de stammen MRSA, MRSE, S.aureus en CNS op te koken en te testen met SYBR Green I bij 2 verschillende annealingstemperaturen. 
Hiervoor wordt eerst een PCR mix gemaakt. Vervolgens wordt het geïsoleerde DNA en de mix in de LightCycler capillairen gepipetteerd (zie bijlage I, protocol 5). De capillairen worden kort gecentrifugeerd in de daarvoor bestemde centrifuge. De capillairen worden vervolgens in de PCR apparaat gezet en het benodigde programma wordt gestart (zie bijlage I, protocol 5). 

2.5.2 TaqMan probe

[image: image12.wmf]De TaqMan probe wordt gebruikt voor detectie van een specifieke DNA sequentie. Om deze PCR uit te kunnen voeren zijn hiervoor twee oligonucleotide primers en specifieke probe nodig. De TaqMan probe heeft een fluorescerende reporter (gelegen aan het 5’-uiteinde) en een quencher (gelegen aan het 3’-uiteinde), die dicht tegen elkaar zitten. Als de probe intact blijft, dan zijn de quencher en de reporter dicht bijelkaar, zodat de quencher het fluorescerende signaal van de reporter onderdrukt. Dit wordt gedaan door FRET (Fluorescent Resonance Energy Transfer). De eerste stap die plaatsvindt, is de denaturatie. Hierbij wordt alle DNA enkelstrengs. In de volgende fase, de annealings fase, gaan de primers en de probe hechten aan de target sequenties. Als de primer wordt verlengd door de DNA polymerase, dan treft het op een gegeven moment de probe. Door de 5’-nuclease activiteit van de polymerase, wordt de probe in tweeën gesplitst, waardoor de reporter en de quencher uit elkaar gaan. De quencher kan de reporter door de grotere afstand niet meer onderdrukken, zodat de reporter een fluorescerend signaal geeft die vervolgens gemeten wordt. Het 3’-uiteinde van de probe is gedephosphoryleerd, zodat het niet wordt verlengd door het DNA polymerase. De toename van de fluorescentie door de reporter kan direct gemeten worden. Het eerste signaal dat wordt waargenomen is de Ct-waarde (Cycle Threshold). 

Figuur 4. Het principe van de TaqMan probe. [16]

Na het testen van de primers, worden ook de bestelde TaqMan probes getest. De MRSA stam wordt verdund, opgekookt en getest in een LightCycler assay met verschillende annealingstemperaturen.

MRSA, MSSA, S.aureus, CNS, E.coli, S.pneumoniae en E.faecalis stammen worden verdund en getest om de gevoeligheid te bepalen. Ook hiervoor worden de stammen eerst opgekookt. De MRSA stammen worden vervolgens met 2-voudige stappen verder verdund. Deze stammen worden eerst geëxtraheerd m.b.v. Boom-extractie.

Er worden ook in totaal 111 S.aureus stammen getest op de LightCycler op de aanwezigheid van het MecA gen en het S.aureus gen. De 111 S.aureus stammen worden uit verschillende patiënten materialen gehaald: 20 keer pus, 16 keer wond, 10 keer sputum, 5 keer neus, 5 keer sternum, 5 keer urine, 5 keer huid, pees, 2 keer nefrodrain, stoma, 2 keer liquor, 2 keer tibia, pleura, 2 keer oog, teen, traanzak, 2 keer heup, oksel, thorax, tip, 2 keer navel, 2 keer ulcus, abces lever, oor, keel, hoofd, trachea secreet, pericard, fistel gang, ascites en 15 keer bloed. Deze stammen worden eerst opgekookt. Vervolgens worden alle stammen geëxtraheerd, m.b.v. Boom-extractie. Sommige stammen worden ook bacteriologisch geweekt en gedetermineerd. Bij deze stammen wordt ook een MRSA-screen test gedaan. 

Er worden ook een aantal CNS stammen getest op deze PCR op de aanwezigheid van het MecA en het S.aureus gen. Sommige stammen worden ook bacteriologisch gekweekt en gedetermineerd. Bij deze stammen wordt er ook MRSA-screen test gedaan. 
Om de PCR met TaqMan probe te kunnen uitvoeren wordt eerst een PCR mix gemaakt. Het geïsoleerde DNA en de mix worden in de LightCycler capillairen gepipetteerd (zie bijlage I, protocol 6). De capillairen worden kort gecentrifugeerd in de daarvoor bestemde centrifuge. De capillairen worden vervolgens in de LightCycler apparaat gezet en het benodigde programma wordt gestart (zie bijlage I, protocol 6).

2.5.3 Color Compensation
De signalen van de LightCycler die worden waargenomen bij de ene detectie kanaal, kan overlappen met de signalen van de ander detectie kanaal. Door de overlapping worden de resultaten onduidelijk. Om dit te voorkomen, moet er na de PCR run een Color Compensation analyse worden gedaan. Voordat deze analyse gedaan kan worden, moet de Color Compensation worden ingesteld in de LightCycler. De target DNA wordt afgelezen bij 530 nm en de interne controle bij 560 nm. De Color Compensation wordt dus ingesteld voor deze twee golflengten. Er wordt eerst een mix gemaakt (zie bijlage I, protocol 6). 15 µl mix en 5µl target DNA worden in capillairen gepipetteerd. Ook wordt de interne controle probe en het water met de mix in het capillair gepipetteerd. De capillairen worden in de PCR apparaat gezet. Eerst wordt het capillair met water in het apparaat gezet, dan het capillair met de target DNA en vervolgens het capillair met de interne controle probe. Bij de ‘Analysis mode’ wordt gekozen voor ‘Color Compensation’. Hier wordt voor elke capillair een naam gegeven. Vervolgens wordt de PCR gestart met de benodigde programma (zie bijlage I, protocol 6). Na de PCR wordt de Color Compensatie opgeslagen door op ‘Save CC Object’ te klikken. 

2.6 Interne amplificatie controle
De interne controle wordt gemaakt door twee oligonucleotiden (linkers) te laten synthetiseren en die met elkaar kunnen hybridiseren tot 1 linker. De oligonucleotiden zijn opgebouwd uit DNA sequenties van de hieronder genoemde primers en probes:

3’ MecAF – SauF – Probe – PertR – MecAR 

                                                            MecAR – SauR – ChlaF – Probe – ChlaR 

Er wordt steeds gebruik gemaakt van dezelfde probe, omdat dit een universele probe is. De twee linkers worden gehybridiseerd in een PCR reactie met 1 cyclus (zie bijlage II en bijlage III, protocol 1). Vervolgens wordt er een conventionele PCR ingezet. 

2.6.1 Conventionele PCR

De conventionele amplificatie van nucleinezuren is uitgevoerd in een GeneAmp PCR System 9700. Ook dit is een automatische thermocycler. Deze PCR is gebruikt om de linkers aan elkaar te hybridiseren, en te vermenigvuldigen (zie bijlage III, protocol 2). Om deze PCR uit te kunnen voeren zijn er twee oligonucleotide primers nodig. De Taq polymerase zorgt ervoor dat er een deoxyadenosine (A) aan de 3’-uiteinde van de PCR producten wordt geplaatst. De verkregen PCR producten worden vervolgens op gel geanalyseerd. 
2.6.2 Gel electroforese

5x TBE wordt verdund tot 0,5x TBE-buffer (89 mM Tris-borate, 2 mM EDTA, pH 7.8). 35 ml 05x TBE-buffer en 0.35 g agarose (1%) worden bij elkaar gevoegd in een maatkolf. Deze wordt verhit in de magnetron tot de agarose is opgelost. Af en toe wordt de oplossing gezwenkt. De oplossing wordt onder de kraan afgekoeld en er wordt 2 (l ethidiumbromide (5 mg/ml) aan toegevoegd. Ethidiumbromide bindt tussen de basen in de dsDNA. De gel wordt in het bakje gegoten en het kammetje wordt er in gezet. De gel stolt in ± 30 minuten. Nadat de gel is gestold, wordt de gel in een elektroforese-bak gezet. 2 (l loading-buffer wordt met 10 (l PCR product gemengd en in de slotjes gepipetteerd. Ook wordt 10 µl 100 pb ladder, marker DNA, gepipetteerd. De marker DNA dient als controle op de kleuring met ethidiumbromide en de migratie van de DNA fragmenten. De elektroforesebak wordt aangezet en het voltage wordt ingesteld op 100 Volt. De DNA fragmenten worden op deze manier gescheiden op grootte. Nadat het electroforese klaar is, wordt een foto van de gel gemaakt. De gel wordt uit het bakje gehaald en op het UV-bakje gelegd. De ethidiumbromide wordt op deze manier zichtbaar die felroze kleurt. Het apparaat en de camera worden aangezet. De foto wordt scherp ingesteld en vervolgens uitgeprint. 

2.6.3 Het zuiveren van DNA fragmenten uit een agarose gel

Het benodigde bandje wordt onder een UV licht uit de agarose gel gesneden. Hierbij wordt zo weinig mogelijk agarose gel meegenomen. De uitgesneden agarose gel wordt in een steriele 1.5 ml epje gedaan. Het gewicht van de uitgesneden agarose gel wordt bepaald. Vervolgens wordt er 300 (l Binding Buffer (3 M guanidine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCl, 5% ethanol, pH 6.6) toegevoegd aan elk 100 mg agarose gel. Dit wordt 15 – 30 seconden gemengd door te vortexen en vervolgens 10 minuten geincubeerd bij 56°C. Tenslotte wordt 2 – 3 minuten gemengd door te vortexen. De agarose gel is hierbij opgelost waardoor het DNA vrij is gekomen. Na deze behandeling wordt 150 (l isopropanol aan elk 100 ng agarose gel toegevoegd. Dit wordt gemengd door kort te vortexen. Een High Pure Filter Tube wordt in een Collection Tube gezet. De inhoud van het epje wordt in deze High Pure Filter Tube gepipetteerd. De inhoud mag niet meer zijn dan 700 µl. Zo wel, dan wordt het over twee Filter Tubes verdeeld. Deze tube is 1 minuut gecentrifugeerd bij maximaal snelheid. De inhoud van de Collection Tube wordt weggegooid en de lege Collection Tube wordt weer onder de Filter Tube gezet. Vervolgens wordt er 500 µl Washing Buffer (20 mM NaCl, 2 mM Tris-Hcl, pH 7.5) aan de Filter Tube toegevoegd. Dit wordt weer 1 minuut gecentrifugeerd bij maximale snelheid. Hierna wordt weer de inhoud van de Collection Tube weggegooid en de lege Collection Tube wordt weer onder de Filter Tube gezet. Vervolgens wordt er 200 µl Wash Buffer aan de Filter Tube toegevoegd. Dit wordt weer 1 minuut gecentrifugeerd bij maximale snelheid. De Collection Tube wordt hierna weggegooid. Onder de Filter Tube wordt een epje gezet van 1.5 ml. Vervolgens wordt er 50 – 100 µl Elution Buffer (10 mM Tris-HCl , pH 8.5) aan de Filter Tube toegevoegd. Dit wordt weer 1 minuut gecentrifugeerd bij maximale snelheid. Het gezuiverde DNA wordt bewaard bij -20°C. 

2.6.4 DNA ligatie

Er wordt een ligatie mix gemaakt voor de Control Ligation Reaction van DNA (zie bijlage III, protocol 5). Deze mix wordt overnacht geïncubeerd bij 14°C. Tijdens deze incubatie worden de PCR producten in de pCR 2.1 vector geligeerd (zie bijlage IV). De vector die voor deze test gebruikt wordt, heeft een deoxythymidine (T) aan de 3’-uiteinde. Dit zorgt ervoor dat het PCR product met een 3’A-uiteinden aan de vector kan ligeren. 
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Figuur 5. De vector en het PCR product. [17] 

Na de incubatie wordt de vector met de insert getransformeerd in One Shot competente DH5(-cellen (E.coli). Deze cellen zijn zodanig voorbehandelt dat ze in hoge frequentie getransformeerd kunnen worden. De One Shot Competente Cellen worden uit de vriezer (-80°C) gehaald en direct op ijs gezet. Nadat dit op ijs is ontdooid, wordt hiervan 50 μl in een 1.5 ml epje gepipetteerd. Hierbij wordt 2 μl ligatie mix toegevoegd. Deze mix wordt 30 minuten ingevroren bij -20°C. Hierna wordt de mix 1 minuut geïncubeerd bij 42°C. Na deze incubatie wordt de mix direct op ijs gezet. Vervolgens wordt 250 μl S.O.C medium (2% Tryptone, 0.5% Yeast Extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucose (dextrose)) toegevoegd. Dit mengsel wordt 1 uur geïncubeerd bij 37°C. Tijdens deze incubatie wordt het mengsel ook geschud op een plaat die ongeveer 225 rpm draait. Na deze incubatie wordt het mengsel met 20 μl, 50 μl en 100 μl uitgeplaat op een LB plaat (X-gal, IPTG, Ampicilline (5 mg/ml), 0.2 g Bactro Tryptone, 0.1 g Yeast extract, 0.2 g NaCl, 0.36 g Bacto agar, 20 ml Demi). De platen worden overnacht geïncubeerd bij 37°C zodat de bacteriën kunnen groeien. Na de incubatie kan er een blauw-wit sceening worden gedaan. De volgende dag worden de platen ongeveer 2 uur in de koelkast gezet. Hierdoor worden de blauwe en witte kolonies beter gekleurd. Hierna worden van de platen 20 witte kolonies geselecteerd. De witten kolonies bezitten de vector met insert. 1 witte kolonie wordt in 30 μl steriel water gesuspendeerd. Met dezelfde öze wordt op een LB plaat een reinkweek gemaakt. Dit wordt van alle geselecteerde kolonies gedaan. Ook wordt een negatieve controle meegenomen. Hiervoor wordt een blauwe kolonie gepakt. Blauwe kolonies bezitten niet de vector met insert. De suspensies worden opgekookt. Vervolgens wordt een PCR ingezet (zie bijlage III, protocol 6). Voor een optimale ligatie mag er niet meer dan 30 amplificatie cycli uitgevoerd worden. Er wordt M13 forward en M13 reverse primers gebruikt (zie bijlage IV). De PCR producten worden vervolgens op gel gezet.

2.6.5 DNA Sequentie analyse

Van de PCR producten wordt de DNA sequentie bepaald. Bij het sequensen wordt de nucleotide volgorde van een specifiek stukje DNA bepaald. In dit geval betreft het de interne controle. Er worden twee sequentiereacties uitgevoerd op het PCR product, een met de forward primer en een met de reverse primer. Hierdoor worden twee sequenties gesynthetiseerd, die elkaar gedeeltelijk overlappen. 

Als de primer aan de template streng wordt gebonden, dan wordt er een nieuwe complementaire streng gesynthetiseerd. Dit gebeurt totdat er een ddNTP’s (dideoxynucleotide A, C, G en T) wordt ingebouwd waardoor de synthese stopt. Deze cyclus wordt een aantal maal herhaald om meerdere strengen van verschillende lengtes te vormen die elk aan het 3’-[image: image13.png]40 560
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uiteinde een gelabelde nucleotide hebben. Door de 4 verschillende ddNTP’s gebeurt dit op alle mogelijke posities. Elk van de 4 dideoxynucleotiden bevat verschillende fluorescentie labels. Wanneer de DNA gelabelde DNA-fragmenten de detector passeren, wordt de kleur afgelezen. Uit de kleurenpatroon wordt de nucleotidesequentie bepaald. 

Figuur 6. Een elecroferogram. De signalen van de 4 verschillende ddNTP’s zijn door middel van een  

                kleurcodering zichtbaar. [17]

Er wordt een mix gemaakt voor zowel de forward als de reverse primer (zie bijlage III, protocol 7). De epjes worden genummerd. Van de mix wordt er steeds 9 μl in elk epje gepipetteerd. De PCR producten worden 10x verdund met TE-buffer. De concentratie van het DNA varieert. Het PCR product ligt tussen 0.5-50 ng en het dubbelstrengs DNA ligt tussen 100-250 ng. Door het PCR product 10x te verdunnen zal het binnen de marges van de juiste concentratie vallen. Er wordt 1 μl van het verdunde product bij 9 μl mix gepipetteerd bij de juiste epjes. Vervolgens is er een PCR ingezet (zie bijlage III, protocol 7). 

Na de PCR wordt aan alle epjes 10 μl Baker water toegevoegd, zodat het eindvolume 20μl/epje is. De epjes worden vervolgens naar het sequenslaboratorium gebracht. De verkregen DNA sequentie wordt geanalyseerd in met het programma Pregap4 en Gap4 (Staden).

De sequentienamen worden eerst verkort. De Pregap4 programma wordt geopend. Er is gekozen voor ‘add files’. De juiste files worden uit de lijst gekozen. Dit zijn de forward en de reverse sequenties van de stam. Vervolgens wordt er eerst op ‘Open’ geklikt en daarna op ‘Run’. De ‘screen for unclipped vector’ en ‘cloning vector clip’ worden uitgeschakeld. De ‘Gap4 shotgun assembly’ wordt aangeschakeld. In dit scherm is er voor ‘create new database’gekozen. De database version (4.7) wordt ingevuld en aan de sequentie wordt een naam gegeven in het vakje achter ‘Gap4 database name’. Vervolgens wordt op ‘Run’ geklikt. Wanner er ‘Processing finished’ in beeld is verschenen, wordt de Pregap4 afgesloten. 

Het Gap4 programma wordt geopend. Via menu file wordt de sequentie geopend. Er wordt met de rechtermuisknop op de zwarte lijn geklikt en voor ‘edit contig’ gekozen. Het vakje voor ‘insert’ wordt aangevinkt. Vervolgens wordt op ‘Edit Modes’ geklikt  en op de stippellijn aangeklikt. Alle opties worden aangevinkt, behalve ‘edit by base type’. In het menu ‘Settings’ is voor ‘Highlight Disagreements by Background colour’ gekozen. Op de sequenties wordt dubbelgeklikt om het electroferogram te bekijken. De basen worden gecorrigeerd waar nodig is. Dit is in de consensus streng gedaan. Hierna wordt aan de consensus streng een naam gegeven en deze wordt opgeslagen door op ‘Save consensus Trace’ te klikken in het menu Commends.

De consensus streng wordt geopend met het programma Chromas. Deze wordt gekopieerd en geplakt in de alignment software Blast (http://www.ncbi.nlm.nih/gov/blasr/Blast.cgi). De consensus sequentie wordt vergeleken met de sequentie van het construct van de interne controle (zie bijlage V).

2.6.6 Plasmide DNA isolatie m.b.v. Wizard Plus

De kolonie die 100% overeen is gekomen met het construct van de interne controle, wordt weer rein gekweekt op de LB plaat. Ook wordt de kolonie in een ophopingmedium, LB medium (10 g casein peptone, 5 g yeast extract, 5 g NaCl) gekweekt. Van dit LB medium wordt er 5 ml genomen en gemengd met 5 μl ampicilline (100 ng/ml( 100x103 μg/ml). Ampicilline wordt in de LB medium gedaan om zo een ampicilline-resistente E.coli cellen te krijgen. Dit zorgt er voor dat de E.coli cellen de inserties niet afstoten. Dit wordt 6x gedaan om voldoende bacteriën te kweken. Dit alles wordt overnacht geïncubeerd bij 37°C. Na deze incubatie worden van de kolonies die rein zijn geweekt, een DNA isolatie uitgevoerd m.b.v. opkoken. De inhoud van de buizen met het LB medium, worden in flacons overgegoten. Deze flacons worden 5 minuten afgedraaid bij maximaal snelheid. Na het afdraaien, worden de supernatanten voorzichtig afgegoten. Aan elk pellet wordt 250 μl Cell Resuspension Solution (50 mM Tris-Hcl, pH 7.5, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNase A) toegevoegd. Vervolgens wordt 250 μl Cell Lysis Solution (0.2 mM NaOH, 1% SDS) toegevoegd. 10 μl Alkaline Protease Solution wordt toegevoegd en 5 minuten geïncubeerd bij kamertemperatuur. Hierna wordt 350 μl Neutralization Solution ( 4.09 M guanidine hydrochloride, 0.759 M potassium acetate, 2.12 M glacial acetic acid, pH 4.2) toegevoegd. De inhoud van de flacons wordt overgepipetteerd in een epje van 1.5 ml. Dit wordt vervolgens 10 minuten gecentrifugeerd bij maximale snelheid. De inhoud van het epje wordt in de Spin Column (in een Collection Tube) overgegoten. Deze worden bij maximale snelheid 1 minuut afgedraaid. De inhoud van de Collection Tube wordt weggegooid en bij de Spin Column wordt 750 μl Wash Solution (162.8 mM potassium acetate, 22.6 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.109 mM EDTA, pH 8.0) toegevoegd. Dit wordt weer bij maximale snelheid 1 minuut afgedraaid en de inhoud van de Collection Tube wordt weer weggegooid. Vervolgens wordt 250 μl Wash Solution toegevoegd en 2 minuten afgedraaid bij maximale snelheid. De Collection Tube, met inhoud, wordt nu weggegooid. De Spin Column wordt in een epje van 1.5 ml gezet. Aan de Spin Column wordt vervolgens 100 μl Baker Water toegevoegd. Dit wordt 1 minuut afgedraaid bij maximale snelheid. In het epje bevindt zich nu de interne controle. Dit kan bewaard worden bij -20ºC.

Van de gezuiverde interne controle m.b.v. Wizard Plus en m.b.v. opkoken, wordt een PCR ingezet (zie bijlage III, protocol 6). Na de PCR wordt het op gel gezet. Van de PCR producten wordt weer een DNA sequentie analyse gedaan. Vervolgens worden de gevonden sequenties weer met elkaar vergeleken. 

2.6.7 Concentratie bepaling van het plasmide DNA

Het plasmide DNA, wordt eerst 10 keer verdund. Dit wordt doorgemeten met de spectrofotometer. De OD waarde wordt bij de golflengten van 260 nm en 280 nm gemeten. De OD260 moet hoger zijn dan 0.1 en de uitkomst van OD260/OD280  moet ongeveer tussen de 1.75 en 2.0 liggen. De totale lengte van de plasmide wordt berekend, inclusief de lengte van de vector en de inserts. 

De interne controle is met CT-DNA (1x TE-buffer + 20 ng/µl CT-DNA) verdund van 1x1010 Copy’s/µl naar 10-1 Copy’s/µl. CT-DNA (Calf-Thymus-DNA) wordt als carrier DNA gebruikt omdat er met kleine hoeveelheden DNA wordt gewerkt. Bij te kleine hoeveelheden kan de DNA aan de wand van het epje blijven plakken, waardoor het DNA verloren kan gaan. Deze CT-DNA is in grote hoeveelheid aanwezig en bindt dan het meest aan de wand, waardoor het benodigde DNA gemeten kan worden, zonder dat het verloren gaat. 

Van de verdunningen 1x108 Copy’s/µl tot 1x10-1 Copy’s/µl wordt een LightCycler TaqMan PCR ingezet (Zie bijlage I, protocol 6). De interne controle wordt bij 560 nm op de LightCycler afgelezen. 

2.7 SmartCycler

De IDI-MRSA is een commerciële real-time PCR test die op de SmartCycler (Cepheid Innovation) apparaat wordt gebruikt voor de detectie van MRSA. De SmartCycler heeft 16 I-CORE (Intelligent Cooling-Heating Optical Reaction) modules, die elk onafhankelijk programeerbaar zijn. Er kunnen 16 testen, inclusief positieve en negatieve controle, uitgevoerd worden. Door de I-CORE vindt er een snelle verwarming en koeling plaats, waardoor de PCR-cycli snel kan verlopen. Ook omdat een klein volume reactiemengsel verdeeld is over een groot oppervlakte, verloopt de PCR-cycli snel.
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Figuur 7. De SmartCycler systeem. [18]                           Figuur 8. De SmartCycler reactie tube en de I-CORE 

                                                                                                           module. [19]

De SmartCycler is in staat om bijna alle MRSA stammen (SCCmec types I, II, III, IV) te detecteren. De PCR kan direct van patiëntenmaterialen uitgevoerd worden. Deze test is in staat om onderscheid te maken tussen MRSA en MRSE.
Voor de detectie van MRSA worden 5 verschillende MecA primers gebruikt die op de SCCmec liggen. Ook worden er 1 S.aureus primer en 3 S.aureus probes gebruikt die op de S.aureus chromosomal orfX (open reading frame) liggen, naast de SCCmec. 


[image: image7]
Figuur 9. De SCCmec en de orfX met de primers en de probes. [4]

2.7.1 Moleculair beacons

[image: image14.png]Pache
e Fepoter &

Dematurstis PR (uorecentis) O B Quencher

Primey smneiing
Paohe Bybridisatis__POUTSISe

e i g
toes  TTTIITIIOSTRL L




De SmartCycler assays maken gebruik van zogenaamde moleculair beacons. Het principe van moleculair beacons is te vergelijken met de TaqMan probe. Moleculair beacons hebben ook een fluorescerende reporter en een quencher die dicht  bijelkaar liggen. Zij hebben in dit geval een “hairpin” structuur. Wanneer het moleculair beacon aan het target hybridiseert, gaan de reporter en de quencher uit elkaar. De quencher kan de reporter door de grotere afstand niet meer onderdrukken, zodat de reporter een fluorescerend signaal kan geven dat vervolgens gemeten wordt. Moleculair beacons blijven intact gedurende het amplificatie reactie.

Figuur 10. Het principe van moleculair beacon. [20]

2.7.2 IDI-MRSA methode

Als eerst wordt de mastermix (DNA polymerase complex, Interne Controle (non-infectieus), primers, moleculair probe, dATP, dCTP, dGTP, dTTP, bovine serum albumine, Carbonhydraten, MgCl2) gemaakt. Hiervoor wordt 225 (l diluent (Tris-HCl buffer, MgCl2, (NH4)2SO4, KCl) toegevoegd aan de mastermix tube. Het wordt door het stopje heen gepipetteerd. Vervolgens wordt het 5 tot 10 seconden gemengd door te vortexen. Na deze behandeling wordt het epje direct op ijs gezet. 

Voordat de extracties worden uitgevoerd, wordt het hitte blok aangezet op 95 °C. 

Bacterie stammen:

Als eerste worden MRSA stammen verdund. Dit wordt gedaan om de gevoeligheid van de IDI-MRSA test te bepalen. Vervolgens wordt de MRSA stam met 2- voudige stappen verder verdund. 
Er worden ook verdunningen gedaan met een mix van MRSA, MRSE, S.aureus en CNS stammen. Dit wordt gedaan om er achter te komen of de IDI-MRSA test daadwerkelijk alleen de MRSA detecteert. Hiervoor wordt er een mix gemaakt van: 

· 50 µl mengsel van 500 CFU MRSE, 500 CFU S.aureus en 500 CFU CNS en 
· 50 µl van MRSA met verdunningen.
De samplebuffer tubes (Tris-EDTA buffer) en de lysis tubes (glas korreltjes) worden genummerd. In de bacteriesuspensie die getest moet worden, wordt een droge wattenstok gestopt. Vervolgens wordt deze stok in de corresponderende samplebuffer tube gestopt. De wattenstok wordt steriel afgebroken en het dekseltje van de samplebuffer tube wordt er weer opgedraaid. De tube wordt 2 minuten op volle snelheid gemengd door te vortexen m.b.v. de multi-vortex. Na het vortexen wordt er zoveel mogelijk vloeistof overgepipetteerd in de lysis tube. De lysis tube wordt 5 minuten op de maximale snelheid gecentrifugeerd bij kamertemperatuur. Het supernatant wordt afgepipetteerd. Vervolgens wordt 50 (l samplebuffer toegevoegd aan de pellet. Dit wordt gemengd door 5 minuten op volle snelheid te vortexen. Na het centrifugeren van de tube, wordt het 2 minuten bij 95(C geïncubeerd. Het DNA dat nu is geëxtraheerd wordt bewaard tot gebruik bij -20(C (>15 min.) of  -80(C (10 min.). Het is belangrijk dat de samples optisch bevroren zijn geweest voordat de PCR wordt ingezet. 

Sputum: 

De samplebuffer tube en de lysis tube worden eerst genummerd. De verdunningen van MRSA stammen die gemaakt zijn, worden hier ook gebruikt. Er wordt steeds 100 (l van de verdunningen en 2 ml van sputum genomen en bij elkaar gevoegd. De stok wordt eerst in het mengsel gestopt en vervolgens in de corresponderende samplebuffer tube. Vervolgens wordt op dezelfde manier gewerkt als bij de bacteriestammen. Dit wordt gedaan om de gevoeligheid te bepalen van de IDI-MRSA test met sputum. 

Urine:

Ook wordt hier de gemaakte verdunningen van MRSA stammen gebruikt. Er wordt 100 (l van de verdunningen en 10 ml van urine bij elkaar gevoegd. Dit mengsel wordt 10 minuten bij 3000 rpm gecentrifugeerd in de buizencentrifuge. De samplebuffer tube en de lysis tube worden genummerd. Het supernatant wordt na het centrifugeren voorzichtig afgepipetteerd. 1 ml samplebuffer wordt aan het sediment toegevoegd. Dit mengsel wordt vervolgens terug in de samplebuffer tube gepipetteerd. De tube wordt 2 minuten op volle snelheid gemengd door te vortexen m.b.v. de multi-vortex. Vervolgens wordt op dezelfde manier gewerkt als bij de bacteriestammen. 

Bij het inzetten van de PCR wordt ervoor gezorgd dat niet meer dan 1 epje tegelijk open is. De epjes worden dus na het inpipetteren van de samples direct dicht gedaan. Eerst wordt er 225 (l sample buffer aan controle DNA (Tris-EDTA buffer, Carbonhydraten, non-infectieus genomisch MRSA DNA) gepipetteerd. De samplebuffer wordt door het stopje heen gepipetteerd. Dit wordt vervolgens 5 tot 10 seconden gemengd door te vortexen en daarna op ijs gezet. De benodigde hoeveelheid SmartCycler tubes worden in het SmartCycler koelblok gezet. Er wordt per SmartCycler tube 25 (l mastermix toegevoegd. De tubes worden hierna gesloten en genummerd. Nadat de lysaten bevroren zijn geweest, worden ze ontdooid bij kamertemperatuur. De lysaten worden kort gecentrifugeerd. Er wordt 2.8 (l lysaat toegevoegd aan de corresponderende SmartCycler tubes en het dekseltje worden goed gesloten. Dit wordt ook gedaan met de positieve en negatieve controles. De restanten van de lysaten worden bewaard bij -20(C. De SmartCycler tubes worden kort gecentrifugeerd in de daarvoor bestemde centrifuge, voordat ze in de PCR apparaat worden gezet. Het SmartCycler programma wordt gestart. Als de positieve en/of negatieve controle ‘invalid’ is na de run, dan dient de gehele PCR-run herhaald te worden.

Hoofdstuk 3: Resultaten

3.1 Opzetten van een real-time PCR op de LightCycler

3.1.1 Annealingstemperaturen
Hieronder staan de resultaten van de geteste primers bij verschillende annealingstemperatuur:

	MecA gen
	
	

	
	SYBR Green I 55°C
	SYBR Green I 65°C
	TaqMan probe 55°C

	MRSA
	+
	+
	+

	MRSE
	+
	+
	+

	S.aureus
	-
	-
	-

	CNS
	+
	+
	+


	Sau gen 
	
	

	
	SYBR Green I 55°C
	SYBR Green I 65°C
	TaqMan probe 55°C

	MRSA
	+
	+
	+

	MRSE
	+
	+
	-

	S.aureus
	+
	+
	+

	CNS
	-
	-
	-


Tabel 2. De verschillende annealingstemperaturen van het MecA gen en het S.aureus gen bij detectie met SYBR 

              Green I en TaqMan probe.

De annealingstemparaturen werden ook getest bij 67(C, 65(C, 63(C en 61(C met de TaqMan probe. Hieruit blijkt dat de annealingstemperatuur van het MecA gen en het S.aureus gen voor beide genen 63(C is. 

3.1.2 Gevoeligheid
De resultaten van de verdunde stammen staan hieronder: 

	
	MecA gen
	S.aureus gen 

	MRSA 1x104 CFU/100µl
	+
	+

	MRSA 1x103 CFU/100µl
	-
	-

	S.aureus  1x104 CFU/100µl
	-
	+

	S.aureus  1x103 CFU/100µl
	-
	-

	MRSE 1x105 CFU/100µl
	+
	-

	MRSE 1x104 CFU/100µl
	-
	-

	CNS 1x105 CFU/100µl
	+
	-

	CNS 1x104 CFU/100µl
	-
	-

	E.coli
	-
	-

	Pneumokok
	-
	-

	Enterokok
	-
	-


Tabel 3. Verdunningen van verschillende stammen. 

De gevoeligheid van MRSA en S.aureus stammen op deze PCR ligt tussen 1x104 CFU/100(l en 1x103 CFU/100(l. Per PCR run ligt dit dus tussen 500 CFU/5(l en 50 CFU/5(l.

De gevoeligheid van MRSE en CNS stammen ligt wat hoger, tussen 1x105 CFU/100(l en 1x104 CFU/100(l. Per PCR run ligt dit dan tussen 5000 CFU/5(l en 500 CFU/5(l. 

Van de MRSA stammen die met 2-voudige stappen verder zijn verdund, is de detectiegrens bij 8.000 CFU/100(l. Dit is per run 400 CFU/5(l. 
3.1.3 S.aureus stammen
Bij de 111 S.aureus stammen die opgekookt zijn, was 50% van de resultaten negatief voor het S.aureus gen. Vervolgens is de DNA extractie gedaan m.b.v. Boom-extractie. Alle stammen werden toen positief voor het S.aureus gen. Maar 10 S.aureus stammen werden MecA gen positief. Deze stammen zijn ook bacteriologisch gekweekt en gedetermineerd. Hieruit blijkt dat alle stammen S.aureus zijn. Van deze stammen is ook een MRSA-screen test gedaan. De MRSA-screen is negatief voor alle stammen. Bij het herhalen van de Boom-extractie zijn alle stammen negatief voor het MecA gen geworden.

3.1.4 CNS stammen
Bij het testen van de primers blijkt dat een CNS stam MecA gen positief is. Deze stam is dus een MRSE. En bij de MRSE stam blijkt dat het stam positief is voor het MecA gen en S.aureus gen. Deze MRSE is dus een MRSA. Hierdoor zijn er meer CNS stammen getest op de aanwezigheid van het MecA gen en S.aureus gen. Hieronder staan de resultaten:

	
	stam
	MecA gen
	S.aureus gen

	1
	S.haemolyticus
	+
	-

	2
	
	+
	-

	 
	
	 
	

	1
	S.epidermidis
	-
	-

	2
	
	-
	-

	3
	
	-
	-

	4
	
	+
	-

	5
	
	+
	-

	 
	
	 
	

	1
	CNS
	+
	-

	2
	
	+
	-

	3
	
	-
	+

	4
	
	+
	+

	5
	
	+
	+

	6
	
	-
	+

	 
	
	 
	

	1
	S.saprofiticus
	-
	-

	 
	
	 
	

	1
	S.schleiferi
	-
	-

	2
	
	-
	+


Tabel 4. 16 verschillende CNS stammen getest op het MecA gen en S.aureus gen. 

Hieruit blijkt dat sommige stammen daadwerkelijk het MecA gen en/of het S.aureus gen hebben. Van de 16 CNS stammen zijn er 4 MRSA, 6 MRSE en 1 S.aureus stammen gedetermineerd. Deze 11 stammen zijn ook bacteriologisch gekweekt en gedetermineerd. Hieruit  blijkt ook dat deze 11 CNS stammen daadwerkelijk 4 MRSA, 6 MRSE en 1 S.aureus stammen zijn. Van de 4 MRSA stammen is er ook een MRSA-screen test gedaan. Hieruit blijkt ook dat deze 4 stammen MRSA stammen zijn. 

3.2 Interne amplificatie controle

De twee linkers die gehybridiseerd zijn in een PCR reactie met 1 cyclus zien er als volgt uit: 

 3’ MecF – StapF – Probe3 – PertR – MecR – StapR – ChlaF – Probe4 – ChlaR 

De totale lengte van de linker is 221 bp.

Van de 20 geselecteerde kolonies is er een PCR ingezet. Hiervoor zijn M13 forward en M13 reverse primers gebruikt. De lengte van M13 forward naar M13 reverse is in totaal (zonder insert) 199 bp. Het insert DNA is 221 bp. In totaal is dus de lengte van de vector met het insert DNA 420 bp. Na de PCR zijn de PCR producten op gel gezet. Op de gel zijn de bandjes van de geselecteerde kolonies te zien. De pijl geeft de grootte 420 pb aan. De marker DNA is een 100 bp ladder. 
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Figuur 11. De 20 geselecteerde witte kolonies (1-20) en 1 blauwe kolonie (21). 
Bij de bandjes met de juiste grootte (420 pb) is het ligeren en kloneren gelukt. 

3.2.1 Sequentie analyse

De nucleotide volgorde van sequentie producten wordt vergeleken met het construct van de interne controle. 1 van de 20 verschillende sequenties komt 100% overeen met het construct van de interne controle.
Van het plasmide DNA’s die geïsoleerd zijn m.b.v. opkoken en Wizard Plus is er een PCR ingezet. Op de gel is er weer een bandje van 420 bp grootte zichtbaar. 
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Figuur 12. Geïsoleerde plasmide DNA. Bandje 1 is geïsoleerd  m.b.v. Wizard Plus, bandje 2 is opgekookt en 
                  bandje 3 is de negatieve controle.  

3.2.2 Concentratie bepaling van het plasmide DNA

De OD waarde wordt bij een golflengte van 260 nm en bij 280 nm gemeten. Hieronder staan de resultaten:

	OD260
	0,621

	OD280
	0,298


Tabel 5: De OD260 en OD280 waarden.

De OD260 wordt door OD280 gedeeld. De uitkomst hiervan is 20.1

De totale lengte van het plasmide DNA wordt berekend, inclusief de lengte van de vector en de inserts. De lengte van de pCRII-TOPO vector is 3929 bp. 3929 bp vector + 221 bp plasmide DNA is in totaal 4150 bp. De hoeveelheid interne controle is berekend van ng per µl naar copy’s per µl. Met een computer programma uitgerekend is de hoeveelheid interne controle in totaal 6.82x1010 Copy’s/µl.

Van het verdunde plasmide DNA met CT-DNA zijn alle resultaten positief geworden.

3.3 SmartCycler

3.3.1 Gevoeligheid

De resultaten van de verdunningen van MRSA stammen staan hieronder: 

	MRSA
	 

	3x10^3 CFU/100µl
	+

	3x10^2 CFU/100µl
	-


Tabel 6. Verdunningen van MRSA stam.

De gevoeligheid van MRSA op deze PCR ligt tussen 3x103 CFU/100(l en 3x102 CFU/100(l. Dit ligt dan per run tussen 168 CFU/2.8(l en 16.8 CFU/2.8(l, waarbij 2,8 μl de input van de PCR is.
Van de MRSA stam die met 2-voudige stappen verder zijn verdund, ligt de detectiegrens tussen 300 CFU/100µl en 200 CFU/100(l. Dit ligt dus tussen 16.8 CFU/2.8µl en 11.2 CFU/2.8(l.

Hieronder staan de resultaten van de mix van MRSA, MRSE, S.aureus en CNS:

	
	

	1,000 CFU/100 µl
	+

	100 CFU/100 µl
	-


Tabel 7. Verdunningen van MRSA stam met MRSE, S.aureus en CNS stammen. 

Bij de verdunning 1.000 CFU/100µl wordt er een positieve waarde weergegeven. Dit betekent dat er MRSA is aangetoond. 

3.3.2 Patiëntenmateriaal SmartCycler

Sputum en urine zijn als patiëntenmaterialen getest. 

Hieronder staan de resultaten van sputum: 

	
	1e PCR run
	2e PCR run

	 
	
	

	1x105 CFU/100µl
	unresolved
	unresolved

	1x104 CFU/100µl
	unresolved
	unresolved

	1x103 CFU/100µl
	unresolved
	neg

	1x102 CFU/100µl
	unresolved
	unresolved

	0
	unresolved
	unresolved


Tabel 8. MRSA verdunningen in sputum.

Sputum is niet te detecteren. 

Hieronder staan de resultaten van urine: 

	105 CFU/100µl
	+

	104 CFU/100µl
	+

	103 CFU/100µl
	-

	102 CFU/100µl
	unresoveld

	0
	-


Tabel 9. MRSA verdunningen in urine.

De gevoeligheid van urine op deze PCR ligt tussen de 104 CFU/100µl en 103 CFU/100µl. Dit ligt dan per run tussen 560 CFU/2.8µl en 56 CFU/2.8µl. Dit is verder verdund. Hieronder staan de resultaten:

	100.000 CFU/100µl
	+

	50.000 CFU/100µl
	unresolved

	10.000 CFU/100µl
	unresolved

	5.000 CFU/100µl
	+


Tabel 10. Verdere verdunningen van MRSA in urine.

De detectiegrens van IDI-MRSA bij urine ligt tussen 1x104 CFU/100µl en 5x103 CFU/100µl. per PCR run ligt dit dus tussen 560 CFU/2.8µl en 280 CFU/2.8µl. 
Hoofdstuk 4: Discussie

Bij het testen van de primers bleek dat de CNS stam MecA gen positief was. Deze stam was dus een MRSE. Bij de stam MRSE bleek dat deze stam het MecA gen en het S.aureus gen had. Alleen MRSA heeft het MecA gen en het S.aureus gen. Deze stam was dus een MRSA. Hierdoor zijn 16 CNS stammen getest uit de stammenbank. Hieruit bleek dat sommige CNS stammen verkeerd zijn getest en opgeslagen. Van de 16 geteste CNS stammen waren er namelijk 4 MRSA, 6 MRSE en 1 S.aureus stammen. Dit bleek ook uit de bacteriologisch kweken van de stammen. Ook zie je in tabel 2 dat de MRSE stam, die dus eigenlijk een MRSA stam is, bij de TaqMan PCR bij 55(C S.aureus gen negatief is. Dit kan komen doordat de annealingstemperatuur lager was dan de optimale annealingstemperatuur van de probe. Dit optimale annealinstemperatuur is namelijk 63(C.

Bij de verdunningen van MRSA, MRSE, S.aureus, CNS, E.coli, S.pneumoniae en E.faecalis is in tabel 3 te zien dat de CNS stam ook het MecA gen heeft. Dit is omdat de CNS stam een MRSE stam was. 

Omdat eerst de primers zijn getest, is er gebruik gemaakt van SYBR Green I methode. Bij de SYBR Green I wordt er geen probe gebruikt. De SYBR Green I deeltjes fluoresceren als de deeltjes tussen het dsDNA komen. Maar bij het testen van de primers bij SYBR Green I wordt er geen onderscheid gemaakt tussen alle dsDNA soorten. SYBR Green I fluoresceert dus ook als het tussen de dubbelstrengs van bijproducten bindt (b.v. primer-dimers of andere PCR producten). Er moet dus een smelt curve analyse plaatsvinden om de PCR producten van de primer-dimers te kunnen onderscheiden. Er wordt dan naar de Tm-waarde gekeken worden. Soms is dit niet voldoende om goed onderscheid te kunnen maken. Er moet dan en agarose gel worden ingezet. 

Na het testen van de primers zijn ook de probes getest. Dit is gedaan voor de TaqMan probe methode. Door gebruik te maken van probe wordt er een specifieke DNA sequentie gedetecteerd. Hierbij wordt er geen primer-dimers gevormd. Er wordt dan één signaal weergegeven. De TaqMan probe methode is dus beter dan de SYBR Green I methode. 

Bij de 111 S.aureus stammen die opgekookt zijn, bleek dat de DNA niet goed is vrijgekomen. De celwanden werden niet goed afgebroken, waardoor 50% van de stammen negatief voor het S.aureus gen was. De bacteriën werden toen geëxtraheerd m.b.v. Boom-extractie. Alle stammen waren toen positief voor het S.aureus gen. Maar 10 S.aureus stammen werden ook MecA gen positief. Na het herhalen van de Boom-extractie en de PCR werden deze stammen negatief voor het MecA gen. Uit de bacteriële kweken bleek ook deze stammen S.aureus stammen zijn. De reden voor positieve MecA gen kwam waarschijnlijk doordat er contaminatie van de stammen plaatsvond tijdens het extraheren. 

De testen die bij de LichtCycler zijn gedaan, zijn gedaan zonder interne controle. Bij een negatief resultaat kan dus eigenlijk niet met zekerheid geconcludeerd worden, dat het echt negatief is. Er is een kans dat er remming heeft plaats gevonden. Het kunnen vals negatieve resultaten zijn. Nadat de interne controle getest is, moeten alle negatieve resultaten opnieuw getest worden met de interne controle. Hier was echter geen tijd meer voor. Dit zou dus in een vervolg onderzoek gedaan kunnen worden. Ook moet er op de LightCycler patiëntenmaterialen getest worden, zoals urine en sputum. 

Nadat het plasmide DNA verdund werd met CT-DNA en getest werd op de LightCycler, werden alle resultaten positief. De reden hiervoor kan contaminatie zijn. Maar dit is niet met zekerheid te zeggen. Hiervoor moet er meerdere testen worden uitgevoerd. Voor dit onderzoek was er echter niet genoeg tijd om dit te kunnen onderzoeken. 

Voor een optimaal ligatie moeten de PCR producten snel geligeerd worden. De 3’A-uiteinden kunnen na verloop van tijd gaan afbreken, waardoor de efficiëntie van de ligatie kan verminderen. Er moet ook voorzichtig met de pCR 2.1 vector gewerkt worden om te voorkomen dat de 3’T-uiteinden verloren gaan. Ook hierdoor kan de efficiëntie van de ligatie verminderen. Door de vector langer dan 6 maanden te bewaren, kan ook de 3’T-uiteinde verloren gaan of er kunnen zelf-ligaties plaatsvinden. Hierdoor kan er vals positieve witte kolonies verkregen worden. 

De IDI-MRSA detecteert geen MRSA in sputum. Het sputum moet waarschijnlijk voor de prelysis gedecontamineerd worden, zodat het DNA beter gezuiverd kan worden tijdens de Boom-extractie. MRSA in urine is wel goed te detecteren met de IDI-MRSA test. De gevoeligheid van de IDI-MRSA is met patiëntenmateriaal wel minder geworden. De detectiegrens ligt nu tussen 560 CFU/2.8µl en 280 CFU/2.8µl. Er heeft dus remming plaatsgevonden. 

De IDI-MRSA detecteert ook MRSA als er een mix is van MRSA, MRSE, S.aureus en CNS stammen. De “inhouse” LightCycler assay detecteert dan het MecA gen van de MRSA en MRSE en het S.aureus gen van MRSA en S.aureus. De IDI-MRSA is dus specifieker.

Anderen hebben aangetoond dat MRSA stammen hun MecA gen kunnen verliezen na meer dan 2 jaar opslag van MRSA stammen bij -80(C. Bij dit onderzoek was er geen sprake van het verlies van het MecA gen. 

Hoofdstuk 5: Conclusie

Resistentie van S.aureus neemt nog steeds toe. Het is belangrijk om de patiënten te behandelen met de juiste antibiotica. Snelle MRSA detectie is dus erg belangrijk om te voorkomen dat de infectie zich verspreid. De conventionele MecA gen PCR is erg traag. Een real-time PCR is veel sneller en minder contaminatie gevoelig. Het testen van MRSA op de SmartCycler met de IDI-MRSA assay of de “in house” LightCycler assay zijn dus een goede en snelle manier. Het is dan mogelijk om MRSA binnen enkele uren te detecteren als de PCR direct op de patiëntenmateriaal wordt gedaan. Door de snellere detectie van MRSA zal de nodige isolatie van patiënten verkort kunnen worden. Hierdoor zullen niet alleen de patiënten tevreden zijn, maar de kosten zullen ook verminderen. 

De detectiegrens van de LightCycler per run is 400 CFU/5µl. De detectiegrens van IDI-MRSA per run ligt tussen 16.8 CFU/2.8µl en 11.2 CFU/2.8µl. De SmartCycler is dus gevoeliger dan de LightCycler. De SmartCycler is ook veel sneller dan de LightCycler. Bij de IDI-MRSA is het DNA binnen enkele uren geëxtraheerd en is de PCR in 1 uur klaar. Bij de LightCycler moet het materiaal eerst een paar uur voor worden behandeld met enzymcocktail voor lysis van de bacteriën. De IDI-MRSA test is ook nauwkeuriger omdat het alleen de MRSA detecteert bij een mix van MRSA, MRSE, S.aureus en CNS stammen. Omdat de SmartCycler sneller en nauwkeuriger is dan de LightCycler hoeven de patiënten ook niet langer geïsoleerd verpleegd te worden.

Voor een goede behandeling van de patiënt is het ook belangrijk dat er geen vals negatieve resultaten worden waargenomen. Door gebruikt te maken van een interne controle kan dit dus voorkomen worden. 
Door het PCR product te kloneren werd een witte kolonie opgepikt. Deze kolonie bevatte een sequentie die overeenkwam met de sequentie van het interne controle construct. 

Het kloneren van de interne controle is gelukt. Doordat na verdunning met CT-DNA geen detectiegrens bepaald kon worden, moet dit nog gedaan worden voordat de interne controle gebruikt kan worden voor de diagnostiek.

Ten slotte zijn er geen MecA gen positieve S. aureus stammen uit de stammenbank gedetecteerd. De huidige methode van MRSA detectie conform de Nederlandse Vereniging voor Medische Microbiologie (NVMM) richtlijn lijkt daarom succesvol te zijn.
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Bijlagen

Bijlage I: De protocollen voor de LightCycler

Protocol 1: Verdunningsreeks.

Er wordt een bacteriesuspensie gemaakt in PBS. Als uitgangsmateriaal wordt een suspensie gemaakt met een OD600 –waard van 0,5 (1 McFarland). Dit komt overeen met 3.108 bacteriën/ml.



-  Maak een suspensie van de benodigde bacterie in 5 ml PBS.



-  Meet de OD600 op de spectrofotometer: Kies op de spectrofotometer ‘cell   

   culture’. Als referentie wordt 1 ml PBS gebruikt. Meet het sample.



-  Maak een 10-voudige verdunningsreeks (500 μl eindvolume) tot en met 101 

   bacteriën/ml in PBS. 



-  Plaat 100 (l van elke verdunning, in duplo, uit op een bloedplaat. Neem ook

                           een negatieve extractiecontrole mee (alleen PBS). Incubeer overnacht bij   

                           37 °C.

Protocol 2: Kolonietellingen. 

Bepaal de hoeveelheid CFU/ml van de verdunningsreeks:

· Tel het aantal kolonies op de plaat (Doe dit bij de verdunningen waar de kolonies los liggen en niet te veel zijn om te tellen).

· Beoordeel of de duplo’s met elkaar overeen komen.

· Bereken of het aantal CFU’s overeenkomt met de te verwachten waarde.

Als deze waarden met elkaar overeenkomen is de verdunningsreeks betrouwbaar.
 Protocol 3: DNA isolatie m.b.v. prelysis en Boom-extratie.

· Maak een bacteriesuspensie en neem daarvan 86.5 (l. 

· Voeg daarbij 20.5 enzymcocktail toe. 

Enzymcocktail bestaat uit:

	Reagentia
	Stock
	Eindconcentratie in reactie

	8.9 µl Achromopeptidase*
	10000 U/ml
	1000 U/ml

	8.9 µl Mutanolysine
	1000 U/ml
	100 U/ml

	0.89 µl Lysostaphine*
	3000 U/ml
	30 U/ml

	0.89 µl Lysozym
	100 mg/ml
	1 mg/ml

	0.89 µl 100x TE
	100x concentraat
	1x TE

	20.5 µl totaal
	 
	 


*Achromopeptidase zorgt voor de lysis van de celwanden van gram-positieve cellen *lysostaphine zorgt er voor dat de celwanden van S.aureus lyseren.

· Maak voor het benodigde aantal extracties (+ 1 extra) de prelysis mix (1 (l proteinase K (20 mg/ml + 10 (l 10x Prelysis Mod.)

· Pipeteer in elk epje 11 µl Prelysis mix. 

Prelysis-Mod bestaat uit:

	Reagentia
	Stock
	Eindconcentratie in reactie

	10% SDS
	nvt
	1% SDS

	5% Tween-20
	nvt
	0.5% Tween-20

	5% Sarkosyl
	nvt
	0.5% Sarkosyl

	100x TE
	100x TE
	1x TE


· Incubeer 2 uur bij 56(C in een heatblock (schudden).

· Voeg aan de 100 (l sample 900 µl L6 toe.

· Voeg 20 µl silica (goed vortexen voor gebruik) toe.

· Vortex deze oplossing.

· Incubeer 10 min. bij kamertemperatuur (vortex een paar keer).

· Vortex en draai 15 sec. af op maximale snelheid in een eppendorfcentrifuge.

· Zuig het supernatant.af. 

· Was de pellet 2x met L2 wasbuffer (Wassen: pellet + 900 µl L2, vortex tot pellet uit elkaar valt, draai ca. 15 sec. af bij maximaal snelheid (12000 rpm), supernatant verwijderen).

· Was de pellet 2x met 70% ethanol.

· Was de pellet 1x met aceton.

· Verwijder het aceton supernatant en droog de pellet bij 56(C  gedurende 8 min. in een heat- block. Laat de reactievaatjes hierbij open.

· Voeg 100 µl TE-buffer toe. Vortex totdat de pellet uit elkaar valt en incubeer 10 min. bij 56(C. 

· Draai 1 min. af bij maximaal snelheid en pipetteer voorzichtig het supernatant in een nieuw epje. 

· Bewaar het DNA bij –20(C. 

Protocol 4: DNA isolatie m.b.v. opkoken.

· Pipetteer 100 µl baker water (demiwater) in een epje.

· Maak een suspensie van de benodigde bacterie.

· Incubeer de suspensie 10 min. bij 100ºC.

· Draai het epje 3 min. af bij max. snelheid.

· Pipetteer het supernatant naar een nieuw epje. Hierin bevindt zich de DNA.

Protocol 5: PCR inzetten op de LightCycler met SYBR Green I.

Mix en programma:

Maak een PCR mix voor het benodigde aantal samples + 1 extra. De master-mix moet donker en koel bewaard worden. Een mix voor 1 PCR bestaat uit:

Mastermix Sybr Green I*

2 μl


MgCl2 (25 mM)


3,2 μl

Forward primer (100 ng/μl)

0,2 μl


Reverse primer (100 ng/μl)

0,2 μl

UNG (1U/μl)



0,2 μl

Water




12,2 μl

*Master mix SYBR Green I: FastStart Taq DNA Polymerase, reactie buffer, dNTP mix (dUTP i.p.v. dTTP), SYBR Green I deeltjes, 10 mM MgCl2.

· Pipetteer 18 (l mix in elk PCR capillair. 

· Pipetteer daarbij 2 (l DNA bij. Neem ook een negatieve en een positieve PCR controle mee. 

· Centrifugeer de capillairen kort in de daarvoor bestemde centrifuge.

· Zet de capillairen in de PCR apparaat en start het benodigde programma:

	50°C
	5 min.
	

	95°C
	10 min.
	

	95°C
	10 sec.
	

	55°C
	10 sec.
	( 45x

	72°C
	10 sec.
	

	55°C
	30 sec.
	

	37°C
	30 sec.
	


Protocol 6: PCR inzetten op de LightCycler met TaqMan probe.
Mix en programma:

Maak een PCR mix voor het benodigde aantal samples + 1 extra. De master-mix moet donker en koel bewaard worden. Een mix voor 1 PCR bestaat uit:

Mastermix TaqMan*


4.0 µl

Forward primer (10 pmol/μl)

1.0 µl



Reverse primer (10 pmol/μl)

1.0 µl

Probe (10 pmol/μl)


0.5 µl

UNG (1U/μl)



0.2 µl

Water




8.3 µl

*Master mixTaqMan: FastStart Taq DNA Polymerase, reactie buffer, MgCl2, dNTP mix (dUTP i.p.v. dTTP)

· Pipetteer 15 (l mix in elk PCR capillaire. 

· Pipetteer daarbij 5 (l DNA bij. Neem ook een negatieve en een positieve PCR controle mee. 

· Centrifugeer de capillairen kort in de daarvoor bestemde centrifuge.

· Zet de capillairen in de PCR apparaat en start het benodigde programma:

	50°C
	5 min.
	

	95°C
	10 min.
	

	95°C
	10 sec.
	

	63°C
	10 sec.
	( 45x

	72°C
	 5 sec.
	

	40°C
	30 sec.
	


Protocol 7: Color Compensation.
· maak een mix voor de benodigde aantal samples + 1 extra. 

· Pipetteer 15 (l mix in elk PCR capillair. 

· Pipetteer in het eerste capillair 5 (l baker water bij. 

· Pipetteer bij het tweede capillair target DNA bij.

· Pipetter bij het derde capillair interne controle probe bij.

· Centrifugeer de capillairen kort in de daarvoor bestemde centrifuge.

· Zet de capillairen in de PCR apparaat. 

· Kies ‘Color Compebsation’ bij de ‘Analysis Mode’.

· Geef de cappilairen een naam.

· Start het benodigde programma:

	50°C
	5 min.
	

	95°C
	10 min.
	

	95°C
	10 sec.
	

	63°C
	10 sec.
	( 45x

	72°C
	 5 sec.
	

	40°C
	30 sec.
	

	95°C
	0 sec.
	

	40°C
	30 sec.
	

	95°C
	0 sec.
	


Sla de Color Compensation na de PCR run op, door te klikken op ‘Save CC Object’. 
Bijlage II: Het construct van de interne controle
Het structuur van de 2-delige interne controle ziet er als volgt uit:

3’ MecAF – SauF – Probe – PertR – MecAR 

                                                            MecAR – SauR – ChlaF – Probe – ChlaR 

Na een PCR cyclus worden de 2 linkers aan elkaar geligeerd: 

3’ MecAF – SauF – Probe – PertR – MecAR -------------------------> verlengen

    verlengen  <---------------------------MecAR – SauR – ChlaF – Probe – ChlaR 

De totale lengte van de interne controle is 221 bp.

De nucleotide volgorde van de interne controle ziet er als volgt uit:

5’-GCACTTGTAAGCACACCTTCAGTCGGTACACGATATTCTTCACGACTAAATAAAGAGAGCGCGAGACGAAGTACTGCGCCCATCAAGTTTGTGTGCCTGAATTCACCAGGTTCAACTCAAAAACGTTGCATCGGAAACATTGTGTTTCGGTTGAGGAAGAGTTTATGGCTATGAGAGCGCGAGAGGAAGTACTGACCAAGGCGATGACGTCTAGGCGGATT-3’
MecA (forward primer) 

5’-GCACTTGTAAGCACACCTTCA

MecA complement (forward primer)

5’-TGAAGGTGTGCTTACAAGTGC

Sau (forward primer)

5’-GTCGGTACACGATATTCTTCACG

Sau complemet (forward primer)

5’-CGTGAAGAATATCGTGTACCGAC

Probe (=PUIC)

5’-GAGAGCGCGAGACGAAGTACTG

Probe complement

5’-CAGTACTTCGTCTCGCGCTCTC

Pertussis (reverse primer)

5’-CGCCCATCAAGTTTGTGTGCCTGAA

Pertussis compliment (reverse primer)

5’-TTCAGGCACACAAACTTGATGGGCG

MecA (reverse primer)

5’-TTCACCAGGTTCAACTCAAAAA

MecA complement (reverse primer)

5’-TTTTTGAGTTGAACCTGGTGAA

Sau (reverse primer)

5’-CGTTGCATCGGAAACATTGTGT

Sau complement (reverse primer)

5’-ACACAATGTTTCCGATGCAACG
Cpneum (forward primer)

5’-TTCGGTTGAGGAAGAGTTTATG

Cpneum complement (forward primer)

5’-CATAAACTCTTCCTCAACCGAA

Probe (=PUIC)

5’-GAGAGCGCGAGACGAAGTACTG

Probe complement

5’-CAGTACTTCGTCTCGCGCTCTC

Cpneum (reverse primer)

5’-CGATGACGTCTAGGCGGATT

Cpneum complement (reverse primer)

5’-AATCCGCCTAGACGTCATCG 

Bijlage III: De protocollen voor de interne controle

Protocol 1: De linkers aan elkaar ligeren.
Om de linkers te hybridiseren is de volgende mix gemaakt:

	Linker 1+2
	
	
	
	

	reagent
	Conc.stock
	Conc final
	µl/rxn
	µl/ 2 rxns

	10x PCRII*
	10x
	1x
	5.00
	10

	MgCl2
	25 mM
	3 mM
	6.00
	12

	dNTP*
	10 mM
	1 mM
	5.00
	10

	BSA
	5 mg/ml
	0.1 mg/ml
	1.00
	2

	Linker 1
	0.05 µM
	0.01 µM
	10.00
	20

	Linker 2
	0.05 µM
	0.01 µM
	10.00
	20

	Amplitaq gold
	5 U/µl
	0.025 U/µl
	0.25
	0.5

	water
	 
	 
	12.75
	25.5

	totaal
	 
	 
	50.00
	100.00


*10x PCR buffer: 100 mM Tris-HCL, pH 8.3, 500 mM KCL, 25 mM MgCl2, 0.01% gelatin

*50 mM dNTPs: 12.5 mM dATP, 12.5 mM dCTP, 12.5 mM dGTP, 12.5 mM dTTP, pH 8

 En de PCR cyclus is: 

	95°
	10 min.

	55°
	10 min.

	77°
	10 min .

	4°
	∞


Protocol 2: Conventionele PCR. 
Maak een mix voor de benodigde aantal sample + 1 extra. Een mix voor 1 sample (PCR) bestaat uit:
	reagent
	Conc.stock
	Conc final
	µl/rxn

	Thermophilic DNA poly
	10x
	1x
	5.00

	MgCl2
	25 mM
	2,5 mM
	5.00

	dNTP
	10 mM
	1 mM
	1.00

	Forward
	10 µM
	1 µM
	5.00

	Reverse
	10 µM
	1 µM
	5.00

	Amplitaq gold
	
	0.025 U/µl
	0.25

	template
	
	
	20.00

	water
	
	
	8.75

	totaal
	
	
	50.00


· Pipetteer 30 (l mix in elk PCR epje.

· Pipetteer vervolgens 20 (l template DNA bij de mix in het epje.

· Neem ook een negatieve PCR controle, baker water.

· Zet de epjes in de PCR apparaat en start het benodigde programma. 

PCR cycli:

	95°
	5 min.
	

	95°
	1 min.
	

	55°
	1 min.
	 ( 35 x

	72°
	2.30 min.
	

	72°
	10 min.
	

	4°
	∞
	


Protocol 3: Gel electroforese, foto maken.

· Verdun 5x TBE tot 0,5x TBE-buffer (100 ml TBE + 900 ml aqua dest).

· Giet 100 ml 0,5 x TBE in maatkolf (hoeveelheid afhankelijk van de te gebruiken gel-bak).

· Voeg 1 g agarose toe (1% gel).

· Verhit in magnetron totdat de agarose is opgelost, af en toe zwenken.

· Koel af onder de kraan.

· Voeg 5 μl ethidiumbromide toe (in de kast).

· Giet de gel in de kast; Let op dat er geen luchtbellen ontstaan, “prik” deze anders door met een pipetpunt. Laat de gel ongeveer een half uur stollen.

· Doe 2 (l loading-buffer op een stukje parafilm of in een epje.

· Doe 10 (l PCR product bij 2 (l loading-buffer en meng. Pipetteer 12 (l in slotje.

· Doe in de 2 uiterste slotjes 10 (l 100 bp ladder.

· Zet de elektroforese-bak aan, stel het voltage in met Voltage select. 

Foto maken:
· Haal de gel uit de bak en leg hem in het bruine bakje.

· Leg de gel op de UV-bak en bekijk het resultaat.

· Zet de apparatuur aan (knop op stekkerdoos, links).

· Zet de camera aan (knopje camera indrukken).

· Stel de foto scherp m.b.v camera en interfereren.

· Print de foto uit; zet het palletje van de printer op print en druk op print.

Protocol 4: Het zuiveren van DNA fragmenten uit een agarose gel.

In dit protocol is er steeds van 100 mg agarose gel uitgegaan.

· Snij het benodigde bandje uit de agarose gel onder een UV licht. Probeer bij het uitsnijden zo weinig mogelijk agarose gel mee te nemen.

· Stop het gesneden agarose gel in een steriele 1.5 ml epje.

· Bereken het gewicht van de gesneden agarose gel. Doe dit door het gewicht van epje met het agarose gel af te trekken van het gewicht van het epje zonder het agarose gel.

· Voeg 300 (l Binding Buffer toe bij elk 100 mg agarose gel.

· Los het agarose gel op zodat het DNA vrijkomt:

         -  vortex het epje 15 – 30 seconden

                           -  incubeer 10 minuten bij 56°C

         - vortex het epje bij ieder 2-3 minuten tijdens het incubatie.

· Voeg 150 (l isopropanol voor elk 100 ng agarose gel.

· Kort vortexen.

· Doe een High Pure Filter Tube in een Collection Tube.

· Pipetteer het hele inhoud van het epje in deze  High Pure Filter Tube. Als het inhoud meer >700 µl is, verdeel het dan over twee Filter Tubes. 

· Centrifugeer 1 min. bij max. snelheid.

· Gooi het inhoud van de Collection tube weg en zet het weer onder de Filter Tube.

· Voeg 500 µl Wash Buffer in de Filter Tube

· Centrifugeer dit 1 min. bij max. snelheid

· Gooi het inhoud van de Collection Tube weg en zet het weer onder de Filter Tube

· Voeg 200 µl Wash Buffer in de Filter Tube.

· Gooi het Collection Tube weg. En zet een 1.5 epje onder de Filter Tube.

· Voeg 50 – 100 µl Elution Buffer in de Filter Tube. 

· Centrifugeer dit 1 min. bij max. snelheid.

· Bewaar het gezuiverde DNA bij -20°C.

Protocol 5: DNA ligatie. 

Maak een mix voor de Control Ligation Reaction (ligatie) van DNA:

	steril water
	5 µl

	10x Ligation Buffer*
	1 µl

	pCR vector* (25ng/µl )
	2 µl

	Fresh PCR product (~10ng)
	1µl

	T4 DNA ligatie (4.0 Weiss units/µl)
	1µl


*10x Ligation Buffer:  60 mM Tris-HCl, pH 7.5, 60 mM MgCl2, 50 mM NaCl, 1 mg/ml rund serum albumine, 70 mM β-mercaptoethanol, 1 mM ATP, 20 mM dithiothreitol, 10 mM spermidine. 

*pCR 2.1 verctor, linear: 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8

· Incubeer overnacht bij 14°C. 

· Haal de One Shot Competent Cells uit de vriezer (-80°C) en zet het op ijs. Deze cellen moeten namelijk langzaam gaan ontdooien. 

· Neem hiervan 50 μl in een 1.5 ml epje.

· Pipetter er 2 μl van de Control Ligation Reaction bij.

· Incubeer dit 30 min. op ijs (-20°C).

· Incubeer de mix direct op 42°C voor 30 sec. (Dit zorgt voor een warmte shock).

· Zet het direct op ijs. 

· Voeg 250 μl S.O.C. medium toe.

· Incubeer 1 uur bij 37°C. Tijdens deze incubatie moet de mix ook geschud worden bij 225 rpm. 

· Plaat de mix uit op de LB plaat. Doe dit met 20 μl , 50 μl en 100 μl . 

· Incubeer overnacht de platen bij 37°C.

· Zet de platen paar uur in de koelkast. 

· Pipetter 30 μl steriel water in een epje.

· Neem een van de witte kolonie en resuspendeer in het steriel water.

· Maak een reinkweek met dezelfde öze op LB plaat.

· Doe dit met totaal 20 verschillende witte kolonies.

· Doe dit ook met een blauwe kolonie voor de negatieve controle.

· Incubeer de suspensie bij 95°C gedurende 10 min.

· Draai ze 3 min. af bij max. snelheid.

Protocol 6: PCR inzetten. 

Maak een PCR mix met de benodigde hoeveelheden:

	reagent 
	Conc. stock
	Conc final
	μl/rxn
	μl/    23 rxns

	Thermophilic DNA
	10x
	1x
	2.50
	57.50

	MgCl2
	25 mM
	2.5 mM
	2.00
	46.00

	dNTP
	10 mM
	0.2 mM
	0.50
	11.50

	M13 Forward
	1 μM
	0.1 μM
	2.50
	57.50

	M13 Reverse
	1 μM
	0.1 μM
	2.50
	57.50

	Amplitaq
	5 U/μl
	0.025 U/μl
	0.20
	4.60

	template
	
	
	2.00
	46.00

	water
	
	
	12.30
	282.90

	totaal
	
	
	25.00
	575.00


Run een PCR met het volgende programma: 

	95°C
	5 min.
	

	95°C
	1 min.
	

	55°C
	1 min.
	 ( 25x

	72°C
	2,30 min.
	

	72°C
	10 min.
	

	10°C
	∞
	


Zet de PCR producten vervolgens op gel.

Protocol 7: DNA sequentie analyse.

Maak een mix met de benodigde hoeveelheden. Maak een mix voor zowel de forward als de reverse reactie: 

	BDT (10x)
	1 μl

	SB (5x)
	3 μl

	Primer (1μM)
	1 μl

	Baker water
	4 μl

	DNA (10x verdund)
	1 μl

	mix volume
	10 μl


· Verdun de PCR producten 10 keer met TE (de concentratie van het DNA varieert: PCR product 0.5-50 ng, dubbelstrengs DNA 100-250 ng. Door PCR product 10x te verdunnen zal het binnen de marges van de juiste concentratie vallen).

· Nummer de epjes. Voorzie ze van nummer en initialen. Begin bij 1 en nummer de epjes door. Gebruik geen notaties als 1a of 1F.

· Pipetteer steeds 9 μl van de mix in elk epje.

· Pipetter 1 μl van het verdunde product bij 9 μl mix, bij de juiste epjes.

· Zet een sequentie PCR in.

Het sequens programma ziet er als volgt uit: 
	96°C
	1 min.
	

	96°C
	10 sec.
	

	50°C
	5 sec.
	 ( 25x

	60°C
	4 min.
	

	10°C
	∞
	


· Voeg na het PCR in alle epjes 10 μl Baker water toe, zodat het eindvolume 20 μl is.

· Breng de epjes (monsters) vervolgens naar het sequentielaboratorium. 

Sequentie analyse:

· Verkort eerst de sequentie namen.

· Open ‘Pregap4’. 

· Kies ‘add files’.

· Kies de juiste Files uit de lijst, dit zijn meestal de forward en de reverse sequentie van een stam. Klik op open.

· Klik op ‘Run’.

· Schakel ‘screen for unclipped vector’en ‘cloning vector clip’ uit. 

· Schakel ‘Gap4 shotgun assembly’ aan. Kies in dit scherm voor ‘create new database’. Vul de database version (4.7) in en geef de sequentie een naam in het vakje achter ‘Gap4 database name’.

· Klik op ‘Run’.

· Wacht tot ‘Processing finished’ in beeld verschijnt, sluit dan Pregap4 af.

· Open ‘Gap4’.

· Open via menu file de sequentie ([naam sequentie].aux).

· Klik met de rechtermuisknop op de zwarte lijn en kies ‘edit contig’. 

· Vink het vakje voor ‘insert’ aan.

· Klik op ‘Edit Modes’ en klik op de stippellijn aan.

· Vink alle opties aan, behalve ‘edit by base type’.

· Kies in het menu ‘Settings’ voor Highlight Disagreements by Background colour. 

· Dubbelklik op de sequenties waarvan het electroferogram bekeken moet worden.

· Corrigeer waar nodig de basen. Doe dit in de consensus streng.

· Geef de consensus streng een naam sla hem op door op ‘Save consensus Trace’ te klikken in het menu Commends.

· Sla de bewerkte consensus op onder dezelfde naam.

· Open het programma Chromas. Open hier de consensus streng.

· Kopieer en plak dit in de aligment software Blast. (http://www.ncbi.nlm.nih/gov/blasr/Blast.cgi). 

· Vergelijk op deze manier de consensus met de construct van de interne controle.

Werk verder met de kolonies die 100% overeenkomen:

· Maak een reinkweek van de kolonie op de LB plaat

· Kweek dezelfde kolonie ook in een ophopingmedium (LB medium) met ampicilline. Doe dit 6 keer. Neem 5 ml van de LB medium en 5 μl van ampicilline (100 ng/ml( 100x103 μg/ml).

· Incubeer dit overnacht bij 37°C. zorg ervoor dat tijdens het incuberen de buizen geschud worden.

Protocol 8: Plasmid DNA isolatie m.b.v. Wizard Plus.

· Giet de inhoud van de buis in een flacon.

· Draai de flacons 5 min. af bij max. snelheid.

· Giet de supernatant voorzichtig af.

· Voeg bij elk pellet 250 μl Cell Resuspension Solution toe.

· Voeg 10 μl Alkaline Protease Solution toe. Incubeer dit 5 min. bij kamertemperatuur.  

· Voeg 350 μl Neutralization Solution toe. 

· Pipetteer het hele inhoud over in een 1.5 ml epje.

· Centrifugeer dit 10 min. bij max. snelheid.   

· Doe een Spin Column in een Collection Tube. 

· Giet de inhoud van het epje in deze Spin Column over. 

· Draai dit 1 min. af bij max. snelheid.

· Gooi de inhoud van de Collection Tube weg.

· Voeg bij de Spin Column 750 μl Wash Solution (met ethanol) toe.

· Draai dit weer 1 min. af bij max. snelheid en gooi de inhoud van de Collection Tube weer weg.

· Voeg 250 μl Wash Solution toe. 

· Draai dit 2 min. af bij max. snelheid. 

· Gooi de Collection Tube met inhoud weg .

· Zet onder de Spin Column een epje van 1.5 ml en voeg vervolgens 100 μl Baker Water toe.

· Draai dit 1 min. af bij max. snelheid.

In het epje bevind zich nu de interne controle. Dit kan bewaard worden bij -20ºC.

Van de kolonies op de plaat is de DNA geïsoleerd m.b.v. opkoken. 

Protocol 9: Concentratie bepaling van het plasmide DNA.

· Verdun de plasmide DNA 10 keer.

· Meet dit met de specrofotometer door.

· Meet de OD waarde bij de golflengte van 260 nm en 280 nm.

· Bereken de totale lengte van de plasmide DNA. Dit is inclusief de lengte van de vertor en de inserts.

· Verdun de interne controle met CT-DNA van 1x1010 Copy’s/µl naar 10-1 Copy’s/µl.
· Zet een LightCycler TaqMan PCR in.
Bijlage IV: De pCR 2.1 vector met sequentie van de kloneringplaats 

[image: image11.png]



De lengte van de M13 reverse primer tot en met de M13 forward primer is in totaal 199 nucleotiden.

Bijlage V: De sequentie van de interne controle 

Sequentie:

Score =  425 bits (221),  Expect = 3e-116

Identities = 221/221 (100%), Gaps = 0/221 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query  1    GCACTTGTAAGCACACCTTCAGTCGGTACACGATATTCTTCACGACTAAATAAAGAGAGC  60

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  1    GCACTTGTAAGCACACCTTCAGTCGGTACACGATATTCTTCACGACTAAATAAAGAGAGC  60

Query  61   GCGAGACGAAGTACTGCGCCCATCAAGTTTGTGTGCCTGAATTCACCAGGTTCAACTCAA  120

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  61   GCGAGACGAAGTACTGCGCCCATCAAGTTTGTGTGCCTGAATTCACCAGGTTCAACTCAA  120

Query  121  AAACGTTGCATCGGAAACATTGTGTTTCGGTTGAGGAAGAGTTTATGGCTATGAGAGCGC  180

            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  121  AAACGTTGCATCGGAAACATTGTGTTTCGGTTGAGGAAGAGTTTATGGCTATGAGAGCGC  180

Query  181  GAGAGGAAGTACTGACCAAGGCGATGACGTCTAGGCGGATT  221

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct  181  GAGAGGAAGTACTGACCAAGGCGATGACGTCTAGGCGGATT  221

Bijlage VI: De protocollen voor de SmartCycler

Protocol 1: Het master mix.
Master mix:

· Voeg 225 (l diluent (zwart label) toe aan mastermix tube (wit label); pipeteer door het stopje heen.

· Vortex 5-10 sec. en zet het epje op ijs.

Extractie:

Zet voor met de extracties wordt begonnen een heat block aan op 95 °C.

Protocol 2: Bacteriestammen.
· Maak een suspensie van de bacteriestammen die getest moeten worden (eventueel verdunningen).

· Nummer de samplebuffer tubes (blauw deksel).

· Nummer de lysis tubes (geel deksel).

· Stop de wattenstok in de bacteriesuspensie.

· Stop de wattenstok vervolgens in corresponderende samplebuffer tube.

· Breek de wattenstok steriel af en draai het dekseltje terug op de samplebuffer tube.

· Vortex 2 min. op volle snelheid m.b.v. multi-vortex.

· Pipeteer zoveel mogelijk vloeistof over in lysis tube.

· Centrifugeer lysis tube 5 min. op max. snelheid bij kamertemperatuur.

· Pipeteer supernatant af. 

· Voeg 50 (l samplebuffer toe aan pellet.

· Vortex 5 min. op volle snelheid m.b.v. multi-vortex.

· Kort centrifugeren.

· Incubeer 2 min. 95(C.

· Bewaar tot gebruik in -20(C (>15 min.) of  -80(C (10 min.).

N.B. Samples dienen optisch bevroren te zijn geweest voordat de PCR wordt ingezet!

Protocol 3: Sputum.

· Maak een suspensie van bacteriestammen die getest moeten worden (eventueel verdunningen).

· Nummer de samplebuffer tubes (blauw deksel).

· Nummer de lysis tubes (geel deksel).

· Neem steeds 100 (l van de bacteriesuspensies die gemaakt zijn en pipeteer. steeds 100 (l van deze bacteriesuspensies in 2 ml sputum. 

· Stop de wattenstok in de sputum met de bacteriën. 

· Werk vanaf nu op dezelfde manier als bij de bacteriestammen. 

Protocol 4: Urine.

· Maak een suspensie van bacteriestammen die getest moeten worden (eventueel verdunningen).

· Neem steeds 100 (l van de bacteriesuspensies die gemaakt zijn en pipeteer steeds 100 (l van deze bacteriesuspensies in 10 ml urine. 

· Centrifugeer 10 min. bij 1500g (= ca. 3000 rpm buizencentrifuge).

· Nummer de samplebuffer tubes (blauw deksel).

· Nummer de lysis tubes (geel deksel).

· Pipetteer supernatant voorzichtig af.

· Voeg 1 ml samplebuffer toe aan sediment en pipeteer terug in samplebuffer tube.

· Vortex 2 min. op volle snelheid m.b.v. multi-vortex.

· Werk vanaf nu op dezelfde manier als bij de bacteriestammen. 

Protocol 5: PCR inzetten.

Zorg ervoor dat niet meer dan 1 epje tegelijk open is, sluit het epje na het inpipetteren van een monster direct.

· Voeg 225 (l sample buffer (blauwe deksel) toe aan controle DNA (rood label); pipeteer door het stopje heen.

· Vortex 5-10 sec. en zet het epje op ijs.

· Zet x+2 SmartCycler tubes in het SmartCycler koelblok. 

· Voeg per SmartCycler tube 25 (l mastermix toe.

· Sluit de tubes en nummer de deksels.

· Controleer of de lysaten bevroren zijn en ontdooi ze bij kamertemperatuur.
· Centrifugeer de lysaten kort.

· Voeg 2.8 (l lysaat toe aan corresponderende SmartCycler tube en sluit het dekseltje.

· Voeg 2.8 (l controle DNA toe aan 1 na laatste SmartCycler tube en sluit het dekseltje.

· Voeg 2.8 (l sample buffer toe aan laatste SmartCycler tube en sluit het dekseltje.

· Bewaar het restant van de lysaten in -20(C.

· Vervoer samples naar SmartCycler.

Protocol 6: Runnen van de PCR op de SmartCycler.

· Centrifugeer de SmartCycler tubes kort in de daarvoor bestemde centrifuge.

· Zet SmartCycler aan.

· Zet PC aan.

· Start SmartCycler programma en log in.
· username: mrsa
· password: mrsa1
· <create run>
· <run name>: jjjj-mm-dd-[naam analist]
· <lotno. kit>

· <exp. date> 
· <no. of specimens>: aantal patientenmonsters
· Klik apply
· <Sample ID>: voer monsternummers en patientnaam in

· Zet de SmartCycler tubes in de corresponderende I-CORE modules
· <start run>

· Log nogmaals in wanneer hierom gevraagd wordt.
Na de run: 

Indien de positieve en/of negatieve controle ‘invalid’ is, dient de gehele PCR-run herhaald te worden.
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