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Samenvatting
Hoewel  er  in  de  afgelopen  jaren  enkele  nieuwe 
middelen voor de behandeling van tuberculose (tbc) 
en  meer  sensitieve  diagnostiek  van  tbc  zijn 
bijgekomen, zijn er nog steeds belangrijke stappen te 
nemen. Gelukkig zijn er veel interessante bevindingen 
uit  fundamenteel  en  toegepast  onderzoek,  op  het 
gebied van pathogenese, diagnostiek en behandeling, 
die uiteindelijk moeten leiden tot het stoppen van deze 
voortdurende pandemie. In het Amsterdam UMC wordt 
veel  onderzoek  gedaan  naar  potentieel  nieuwe 
middelen,  gebruikmakend  van  het  relatief  jonge 
zebravismodel.  Gentechnieken,  zoals  het  recent 
ontwikkelde CRISPR/Cas9 en CRISPRi  leveren een 
enorme winst in tijd en kosten op in de studie naar zowel 
pathogeen  als  gastheer.  De  impact  van  deze 
vernieuwingen op het onderzoek naar tbc en daarmee 
de zoektocht naar nieuwe geneesmiddelen wordt in dit 
artikel uiteengezet. 

Abstract
Although  we  do  have  some  new  antimycobacterial 
drugs  and  new,  more  sensitive  diagnostics,  new 
findings  from  fundamental and applied  research are 
urgently required to aid in the combat of this ongoing 
pandemic. Fortunately, promising new developments 
in  fundamental  and  applied  research  may  lead  to 
improvements  in  diagnosis  and  treatment  and  our 
understanding of pathogenesis, and ultimately the end 
of  the  tuberculosis  pandemic  The  mycobacterial 
research unit in the Amsterdam UMC has focused on 
the  identification  of  new  potential  antimycobacterial 
targets,  using  the  relatively  recent  zebrafish model. 
Genetic  techniques, such as  the  recently developed 
CRISPR/Cas9 and CRISPRi are a major advance in 
host and pathogen research. Moreover, this zebrafish 
model  and  these  new  genetic  techniques  can  be 
combined to form a very powerful research tool. The 
impact of these novelties in tuberculosis research and 
drug discovery will be discussed in the following article.

Introductie
“Geen  onaangenamer  onderzoek  voor  den 
microbioloog  dan  die  van  den  tuberkelbacil.  De 
herkomst  omslachtig,  vaak  onzeker;  de  vindplaats 
weerzinwekkend,  tot  medelijden  stemmend;  de 
algemeenheid  schrikbarend;  de  biologische  eigen-
schappen niet leerrijk, de vorm gewoon, de afmetingen 
tegelijk te klein en te groot om interessant te zijn, de 
systematische  verwantschap  twijfelachtig,  de  groei 
traag,  de  kultuur moeilijk  en  langzaam;  de  somtijds 
noodzakelijke proeven op dieren uit hun aard treurig, 
en, geheel ten onrechte, door een deel van het publiek 
afgekeurd  en  veracht;  de  therapie,  trots  reusachtig 
onderzoek onvolkomen, en vol teleurstelling voor de 
beste  navorschers.”  (M.W.  Beijerinck,  Het  Gulden 
Boek voor de Tuberculeuse kinderen, 1908)

Hoe  kijkt  de  microbioloog,  nu  de  arts-microbioloog, 
ruim een eeuw later, naar de studie van Mycobacterium 
tuberculosis (Mtb)? Er zijn nog altijd grote lacunes in 
de bestrijding van tuberculose (tbc): een goed werkend 
vaccin ontbreekt, in de laatste 60 jaar is er slechts een 
beperkt  aantal  nieuwe  therapeutische  middelen 
bijgekomen - de sensitiviteit van diagnostiek laat nog 
steeds te wensen over en het is lastig te voorspellen 
welke 5 tot 10 procent van de (latent) geïnfecteerde 
patiënten een actieve  infectie zal ontwikkelen.  In dit 
overzichtsartikel beschrijven wij een aantal belangrijke 
ontwikkelingen die een optimistischer beeld geven van 
het fundamentele onderzoek naar tbc, en het belang 
daarvan  voor  de  pijlers  van  bestrijding:  vaccinatie, 
diagnostiek en behandeling. 
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Diermodellen in tuberculoseonderzoek
Hoe ‘treurig’ ook, diermodellen hebben een essentiële 
bijdrage geleverd aan de ontwikkeling van diagnostiek, 
vaccins en geneesmiddelen. Hoewel muizen vaak het 
favoriete diermodel zijn - gezien de relatief lage kosten 
en overeenkomstige immunologie aan de mens - is het 
nadeel bij tbc-onderzoek dat de meeste muizen geen 
typische  kenmerken  vertonen  zoals  granuloom-
vorming  en  necrose,  in  tegenstelling  tot  cavia’s  en 
konijnen  [1].  Ter  illustratie:  aan  het  begin  van  de 
twintigste eeuw werden diagnostische kweken op Mtb
gedaan bij cavia’s, door het specimen (sputum, pus, 
urine of lumbaalvocht) subcutaan in te spuiten en af te 
wachten  of  het  kenmerkende  ziekteverloop  zou 
optreden. Aangezien dit veel tijd in beslag nam, heeft 
Charlotte  Ruys  in  1938  deze  kweekmethode 
vergeleken met  die  op  de  recent  ontwikkelde  vaste 
voedingsbodems  van  Löwenstein  en  Jensen.  Zij 
concludeerde dat de caviakweek wel iets sensitiever 
en specifieker was, maar dat het wenselijk was beide 
methoden in te zetten om sneller tot een diagnostische 
conclusie  te komen  [2]. Cavia’s en konijnen hebben 
dus wel een pathofysiologie die overeenkomt met die 
van  mensen,  maar  zijn  duurder  en  er  zijn  minder 
immunologische reagentia aanwezig om deze respons 
goed te bestuderen [1]. Niet-humane primaten, zoals 
de makaak, zijn immunologisch het meest verwant aan 
de  mens  en  het  gebruik  ervan  heeft  geleid  tot 
belangrijke  doorbraken  in  tbc-onderzoek;  infectie  bij 
deze  dieren  kan  gedetailleerd  gevolgd  worden  met 
PET/CT.  Hieruit  is  gebleken  dat  progressie  van 
tuberculose een zeer variabel beloop heeft, waarbij de 

lokale  immuunrespons  doorslaggevend  is  voor  het 
ziekteproces [3]. Ook blijkt uit onderzoek bij makaken 
dat  mucosale  bcg-vaccinatie  een  veel  betere 
bescherming  geeft  tegen  tbc  dan  de  gebruikelijke 
intradermale vaccinatie [4]. Het gebruik van makaken 
is  echter  ethisch  bezwaarlijk  en  ook  zeer  kostbaar. 
Dierproeven worden nog steeds door een deel van de 
bevolking veracht en kosten daarbij veel tijd vanwege 
de langzame groei van Mtb. Er is dus behoefte aan een 
aanvullend model dat snel, goedkoop, flexibel, ethisch 
verantwoord en immunologisch valide is. 

Zebravissen als diermodel
Sinds begin van deze eeuw zijn zebravissen (Danio 
rerio) succesvol gebleken als diermodel  in de studie 
naar  infectieziekten.  Ondanks  de  afwezigheid  van 
longen en de koudbloedige constitutie van de vis,  is 
tbc een ziekte die hierin goed onderzocht kan worden 
[5]. Infectie met Mtb leidt niet tot ziekte bij koudbloedige 
dieren,  maar  infectie  met  Mycobacterium  marinum 
(Mmar) veroorzaakt een systemische op tbc lijkende 
ziekte bij zebravissen [6] (figuur 1).
Zebravissen reproduceren snel (tot wel 300 eitjes per 
week), zijn in grote hoeveelheden te onderhouden en 
in het larvestadium zijn ze transparant. Dat maakt dat 
gastheer-pathogeeninteracties in vivo te volgen zijn. In 
de  eerste  weken  van  de  ontwikkeling  hebben 
zebravissen alleen een aangeboren afweersysteem. 
Het  adaptieve  immuunsysteem ontwikkelt  zich  later, 
zodat  beide  systemen  apart  van  elkaar  bestudeerd 
kunnen  worden  [7].  Alle  componenten  van  het 
aangeboren en adaptieve immuunsysteem van de 
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Figuur 1. Vroege granuloom-
vorming in zebravislarven (met 
toestemming overgenomen uit 
ref. 6).

A. Zebravislarve geïnfecteerd met 
rood fluorescerende Mmar vijf 
dagen na infectie. B-D. Hogere 
vergroting van beginnende 
granulomen. B. Mmar in rood. 
C. Fagocyten (L-plastine 
gelabeld) in groen. D. 
Samengevoegde beelden om co-
lokalisatie van bacteriën met 
fagocyten te tonen. (Schaal: witte 
streep = 35um).
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mens zijn aanwezig in het genoom van de zebravis (7]. 
Van ongeveer 70 procent van alle humane genen  is 
een  ortholoog  in  de  zebravis  aanwezig  [8].  Een 
groeiende beschikbaarheid van transgene lijnen en het 
gebruik  van  knockdownvarianten  met  behulp  van 
CRISPR/Cas9-technieken  maken  het  een  enorm 
flexibel model waarbij cellulaire processen in detail in 
beeld gebracht kunnen worden [9]. 

Mycobacterium marinum als modelpathogeen
Mmar  is  genetisch  zeer  verwant  aan  Mtb;  beide 
bacteriën  delen  3.000  orthologen,  hebben 
overeenkomstige virulentiemechanismen en beide zijn 
voornamelijk  terug  te  vinden  in  geïnfecteerde 
macrofagen [10]. Tevens veroorzaakt Mmar ziekte bij 
de mens, maar gezien de voorkeurstemperatuur van 
30 tot 33°C, blijven de granulomateuze laesies beperkt 
tot de huid. Dit geeft dan aanleiding tot aquarium- of 
zwembadgranuloom.  Bij  immuungecompromitteerde 
patiënten (die met name TNFα-remmers en steroïden 
gebruiken)  zijn  gedissemineerde  infecties  gerap-
porteerd,  met  granuloomvorming  in  verschillende 
orgaansystemen,  radiologisch  en  histo-pathologisch 
vergelijkbaar met  (extra pulmonale)  tbc  [11]. Gezien 
het ziektebeeld bij vissen en de overleving in (humane) 
macrofagen lijkt de temperatuur de voornaamste reden 
waarom Mmar geen groter probleem vormt. Een groot 
voordeel is de tijdwinst die het gebruik van Mmar als 
pathogeen  oplevert.  Dankzij  de Mmar-varianten  die 
fluorescerende  eiwitten  tot  expressie  brengen,  zijn 
infecties met Mmar (verdubbelingstijd 4 tot 6 uur ten 
opzichte van 20 tot 24 uur voor Mtb) bij de zebravislarve 
al  na  enkele  dagen  zichtbaar  [6].  Mycobacteriën 
kunnen in verschillende stadia en via meerdere routes 
geïnjecteerd worden (6). Door gebruik te maken van 
specifieke mutanten  kunnen  zebravissen  ook  latent 
geïnfecteerd raken [12].

Onderzoek naar tuberculose bij zebravissen 
Wat heeft het zebravismodel ons geleerd over tbc?

Fagosoomescape
Met  behulp  van  het  Mmar-zebravismodel  zijn  de 
afgelopen  decennia  nieuwe  gastheer-pathogeen-
interacties  ontrafeld.  De  eerste  was  al  meteen 
spectaculair; vrij snel werd aangetoond dat Mmar na 
opname in de macrofaag op den duur ontsnapt aan het 
fagosoom  binnen  in  de  macrofaag  en  hiermee  dus 
ontkomt aan intracellulaire doding [13]. Dit was nieuw 

en aanleiding voor tbc-onderzoekers om het model niet 
serieus te nemen. Enkele jaren later liet Nicole van der 
Wel echter zien dat ook Mtb ontsnapt, zij het iets later 
in de infectiecyclus, waardoor een dogma in het tbc-
veld omver werd geworpen [14]. In beide bacteriën was 
hiervoor hetzelfde eiwitsecretiesysteem nodig, dat nu 
bekend  is  onder  de  naam  ESX-1  [14].  Dit  systeem 
ontbreekt  in het  tuberculosevaccin BCG en  is deels 
verantwoordelijk voor de attenuatie [15].

Granuloomvorming
De formatie van granulomen, het kenmerk van tbc, kan 
door  visualisatie  op  celniveau  in  de  zebravis 
gedetailleerd  in  kaart  gebracht  worden.    Zo  blijkt 
granuloomvorming een zeer dynamisch proces te zijn 
dat mede wordt gedreven door virulentiefactoren van 
de  mycobacterie,  waaronder  het  ESX-1-secretie-
systeem.  Virulentiefactoren  van  het  ESX-1-systeem 
interageren met gastheer matrix-metallo-proteïnase9 
(MMP9) en zijn zo van invloed op granuloomvorming 
[16]. Granuloomvorming komt al snel na de infectie op 
gang,  zelfs  in  zebravislarven  die  nog  geen  adaptief 
immuunsysteem hebben. Initiële granuloomvorming is 
dus niet afhankelijk van T-cellen, zoals lang gedacht 
werd.  Granulomen  dienen  om  mycobacteriën  in  te 
kapselen en verdere verspreiding  te voorkomen. Ze 
vormen ook een proliferatieniche voor bacteriën. Bij 
zebravissen is aangetoond dat vooral in de vroege fase 
van  granuloomvorming  het  aangeboren  immuun-
systeem door mycobacteriën geëxploiteerd wordt voor 
verdere verspreiding [17].

Mycobacteriële passage van de bloedhersen
barrière
Tuberculeuze meningitis is de dodelijkste vorm van tbc. 
Bij  zebravissen  kan  Mmar  ook  het  centraal 
zenuwstelsel infecteren [18]. In Amsterdam is in beeld 
gebracht  dat  mycobacteriën  via  diverse  routes  de 
bloed-hersenbarrière kunnen passeren: meeliftend in 
macrofagen  (‘Trojan  horse’-methode)  of  als  vrije 
bacteriën  via  opname  en  groei  in  endotheelcellen. 
Opvallend  was  dat  in  afwezigheid  van  macrofagen 
‘vrije’ passage via de endotheelcellen afhankelijk was 
van opnieuw een functioneel ESX-1-secretiesysteem. 
Deze vrije passage ging gepaard met vasculitis  (zie 
figuur  2)  [19].  Vasculitis  is  een  kenmerkend 
pathologisch verschijnsel bij tbc-meningitis bij mensen 
en ligt  ten grondslag aan de intracraniële pathologie 
en morbiditeit van de ziekte [20].

Het linkerpaneel laat onbehandelde zebravislarve zien (controle) en het rechterpanel laat behandelde zebravislarve 
zien, waarbij de macrofagen zijn uitgedund. 
(a) Controlelarve 5 dpf, waarbij macrofagen in groen te zien zijn (anti-L-plastine gelabeld). (b) Behandelde larve 5 
dpf, waarbij macrofagen uitgedund zijn. (c) Dorsale opname van een Fli1:GFP-larve, dit is een transgene lijn waarbij 
de vasculatuur groen fluorescerend is, op 5 dpi, met M� marinum (rood) en macrofagen in blauw (anti-L-plastine 
gelabeld). Hier is vroege granuloomvorming zichtbaar. (d) Uitvergroting van witte vak in (c), om lokalisatie van M� 
marinum en macrofagen preciezer in beeld te brengen. (e) Corresponderend rood fluorescent kanaal om distributie 
van M� marinum te zien. (f) In aanwezigheid van macrofagen verlaat M� marinum (rood gekleurd) het bloedvat 
(groen) in fagocyten (blauw) (aan pijlpunt is een losse macrofaag zichtbaar) en vormt vroege granulomen in 
hersenweefsel. Schaal afbeelding c = 100 μm, schaal afbeelding d t/m f = 25 μm. (g) Dorsale opname van 
macrofagen (in blauw, anti-L-plastine gelabeld) gedepleteerde Fli1:GFP larve, na systemische infectie met 
M. marinum (rood). Het wit-omkaderde gebied is uitvergroot in afbeelding h, i en j. (h). In afwezigheid van 
fagocyterende cellen zijn er mycobacteriën zichtbaar buiten de bloedvaten. Er is een suggestie dat mycobacteriën 
zich in endotheelcellen bevinden (*). (i) Corresponderende rode kanaal laat weefselinfiltratie zien dat de distributie 
van de bloedvaten volgt. (j) Intracellulair fenotype van M� marinum co-lokalisatie met een bloedvat, in afwezigheid 
van macrofagen. Schaal afbeelding g = 100 μm, schaal h t/m j = 25 μm.
Dpf = days post fertilisation (aantal dagen na bevruchting), dpi = days post infection (aantal dagen na infectie).

Figuur 2. Mycobacteriële passage van de bloedhersenbarriere (met toestemming overgenomen uit ref� 19)� 
Wildtype M� marinum kan nog steeds hersenweefsel infecteren bij afwezigheid van macrofagen�
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mens zijn aanwezig in het genoom van de zebravis (7]. 
Van ongeveer 70 procent van alle humane genen  is 
een  ortholoog  in  de  zebravis  aanwezig  [8].  Een 
groeiende beschikbaarheid van transgene lijnen en het 
gebruik  van  knockdownvarianten  met  behulp  van 
CRISPR/Cas9-technieken  maken  het  een  enorm 
flexibel model waarbij cellulaire processen in detail in 
beeld gebracht kunnen worden [9]. 
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voornamelijk  terug  te  vinden  in  geïnfecteerde 
macrofagen [10]. Tevens veroorzaakt Mmar ziekte bij 
de mens, maar gezien de voorkeurstemperatuur van 
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tot de huid. Dit geeft dan aanleiding tot aquarium- of 
zwembadgranuloom.  Bij  immuungecompromitteerde 
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porteerd,  met  granuloomvorming  in  verschillende 
orgaansystemen,  radiologisch  en  histo-pathologisch 
vergelijkbaar met  (extra pulmonale)  tbc  [11]. Gezien 
het ziektebeeld bij vissen en de overleving in (humane) 
macrofagen lijkt de temperatuur de voornaamste reden 
waarom Mmar geen groter probleem vormt. Een groot 
voordeel is de tijdwinst die het gebruik van Mmar als 
pathogeen  oplevert.  Dankzij  de Mmar-varianten  die 
fluorescerende  eiwitten  tot  expressie  brengen,  zijn 
infecties met Mmar (verdubbelingstijd 4 tot 6 uur ten 
opzichte van 20 tot 24 uur voor Mtb) bij de zebravislarve 
al  na  enkele  dagen  zichtbaar  [6].  Mycobacteriën 
kunnen in verschillende stadia en via meerdere routes 
geïnjecteerd worden (6). Door gebruik te maken van 
specifieke mutanten  kunnen  zebravissen  ook  latent 
geïnfecteerd raken [12].

Onderzoek naar tuberculose bij zebravissen 
Wat heeft het zebravismodel ons geleerd over tbc?

Fagosoomescape
Met  behulp  van  het  Mmar-zebravismodel  zijn  de 
afgelopen  decennia  nieuwe  gastheer-pathogeen-
interacties  ontrafeld.  De  eerste  was  al  meteen 
spectaculair; vrij snel werd aangetoond dat Mmar na 
opname in de macrofaag op den duur ontsnapt aan het 
fagosoom  binnen  in  de  macrofaag  en  hiermee  dus 
ontkomt aan intracellulaire doding [13]. Dit was nieuw 

en aanleiding voor tbc-onderzoekers om het model niet 
serieus te nemen. Enkele jaren later liet Nicole van der 
Wel echter zien dat ook Mtb ontsnapt, zij het iets later 
in de infectiecyclus, waardoor een dogma in het tbc-
veld omver werd geworpen [14]. In beide bacteriën was 
hiervoor hetzelfde eiwitsecretiesysteem nodig, dat nu 
bekend  is  onder  de  naam  ESX-1  [14].  Dit  systeem 
ontbreekt  in het  tuberculosevaccin BCG en  is deels 
verantwoordelijk voor de attenuatie [15].

Granuloomvorming
De formatie van granulomen, het kenmerk van tbc, kan 
door  visualisatie  op  celniveau  in  de  zebravis 
gedetailleerd  in  kaart  gebracht  worden.    Zo  blijkt 
granuloomvorming een zeer dynamisch proces te zijn 
dat mede wordt gedreven door virulentiefactoren van 
de  mycobacterie,  waaronder  het  ESX-1-secretie-
systeem.  Virulentiefactoren  van  het  ESX-1-systeem 
interageren met gastheer matrix-metallo-proteïnase9 
(MMP9) en zijn zo van invloed op granuloomvorming 
[16]. Granuloomvorming komt al snel na de infectie op 
gang,  zelfs  in  zebravislarven  die  nog  geen  adaptief 
immuunsysteem hebben. Initiële granuloomvorming is 
dus niet afhankelijk van T-cellen, zoals lang gedacht 
werd.  Granulomen  dienen  om  mycobacteriën  in  te 
kapselen en verdere verspreiding  te voorkomen. Ze 
vormen ook een proliferatieniche voor bacteriën. Bij 
zebravissen is aangetoond dat vooral in de vroege fase 
van  granuloomvorming  het  aangeboren  immuun-
systeem door mycobacteriën geëxploiteerd wordt voor 
verdere verspreiding [17].

Mycobacteriële passage van de bloedhersen
barrière
Tuberculeuze meningitis is de dodelijkste vorm van tbc. 
Bij  zebravissen  kan  Mmar  ook  het  centraal 
zenuwstelsel infecteren [18]. In Amsterdam is in beeld 
gebracht  dat  mycobacteriën  via  diverse  routes  de 
bloed-hersenbarrière kunnen passeren: meeliftend in 
macrofagen  (‘Trojan  horse’-methode)  of  als  vrije 
bacteriën  via  opname  en  groei  in  endotheelcellen. 
Opvallend  was  dat  in  afwezigheid  van  macrofagen 
‘vrije’ passage via de endotheelcellen afhankelijk was 
van opnieuw een functioneel ESX-1-secretiesysteem. 
Deze vrije passage ging gepaard met vasculitis  (zie 
figuur  2)  [19].  Vasculitis  is  een  kenmerkend 
pathologisch verschijnsel bij tbc-meningitis bij mensen 
en ligt  ten grondslag aan de intracraniële pathologie 
en morbiditeit van de ziekte [20].

Het linkerpaneel laat onbehandelde zebravislarve zien (controle) en het rechterpanel laat behandelde zebravislarve 
zien, waarbij de macrofagen zijn uitgedund. 
(a) Controlelarve 5 dpf, waarbij macrofagen in groen te zien zijn (anti-L-plastine gelabeld). (b) Behandelde larve 5 
dpf, waarbij macrofagen uitgedund zijn. (c) Dorsale opname van een Fli1:GFP-larve, dit is een transgene lijn waarbij 
de vasculatuur groen fluorescerend is, op 5 dpi, met M� marinum (rood) en macrofagen in blauw (anti-L-plastine 
gelabeld). Hier is vroege granuloomvorming zichtbaar. (d) Uitvergroting van witte vak in (c), om lokalisatie van M� 
marinum en macrofagen preciezer in beeld te brengen. (e) Corresponderend rood fluorescent kanaal om distributie 
van M� marinum te zien. (f) In aanwezigheid van macrofagen verlaat M� marinum (rood gekleurd) het bloedvat 
(groen) in fagocyten (blauw) (aan pijlpunt is een losse macrofaag zichtbaar) en vormt vroege granulomen in 
hersenweefsel. Schaal afbeelding c = 100 μm, schaal afbeelding d t/m f = 25 μm. (g) Dorsale opname van 
macrofagen (in blauw, anti-L-plastine gelabeld) gedepleteerde Fli1:GFP larve, na systemische infectie met 
M. marinum (rood). Het wit-omkaderde gebied is uitvergroot in afbeelding h, i en j. (h). In afwezigheid van 
fagocyterende cellen zijn er mycobacteriën zichtbaar buiten de bloedvaten. Er is een suggestie dat mycobacteriën 
zich in endotheelcellen bevinden (*). (i) Corresponderende rode kanaal laat weefselinfiltratie zien dat de distributie 
van de bloedvaten volgt. (j) Intracellulair fenotype van M� marinum co-lokalisatie met een bloedvat, in afwezigheid 
van macrofagen. Schaal afbeelding g = 100 μm, schaal h t/m j = 25 μm.
Dpf = days post fertilisation (aantal dagen na bevruchting), dpi = days post infection (aantal dagen na infectie).
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Translationeel onderzoek
Een  bijzonder  voorbeeld  van  hoe  bevindingen  bij 
zebravissen  vertaald  kunnen  worden  naar  klinisch 
onderzoek,  is  de  ontdekking  van  de  rol  van  de 
leukotriene-A4  hydrolase  (LTA4H)-locus  van  de 
gastheer. Door genetische screening van zebravissen 
op vatbaarheid voor infectie met Mmar bleken mutaties 
in  het  LTA4H-gen  te  leiden  tot  een  hypergevoelig 
fenotype  [21].  LTA4H  is  een  enzym  dat  de  balans 
reguleert  tussen  de  pro-  en  anti-inflammatoire 
eicosanoïden (immuunregulerende hormonen), en is 
daarmee  bepalend  voor  de  geproduceerde 
hoeveelheid  pro-inflammatoire  tumornecrosefactor 
alfa (TNF-α). Mutaties in de vis kunnen enerzijds leiden 
tot  een  hyperinflammatoir  profiel  met  hoge  TNF-α-
productie,  en  anderzijds  tot  een  hypo-inflammatoir 
profiel  met  lage  TNF-α-productie;  beide  zijn 
geassocieerd met ernstiger  infectie ten opzichte van 
een wildtype vis [21]. Bij patiënten met tbc-meningitis 
lijkt sprake te zijn van een vergelijkbaar beeld. In de 
normale  bevolking  komen  mutaties  (SNP’s)  in  de 

promotor  van  het  LTA4H-gen  voor  en  kan  een 
onderverdeling gemaakt worden tussen mensen met 
een  gemiddelde,  hoge  en  lage  LTA4H-productie, 
analoog  aan  de  mutaties  bij  zebravissen.  Bij 
Vietnamese  patiënten  met  tbc-meningitis  lijkt  de 
uitkomst  van  aanvullende  behandeling  met 
dexamethason  voor  deze  drie  LTA4H-categorieën 
verschillend.  Patiënten  met  een  profiel  passend  bij 
hoge  LTH4A-productie  (circa  10  procent  van  de 
patiënten),  hadden  een  disproportioneel  betere 
overleving met dexamethason  in vergelijking met de 
gemiddelde (circa 40 procent van de patiënten) en lage 
(circa 50 procent van de patiënten) LTA4H [22]. Dat 
zou  betekenen  dat  adjuvante  behandeling  met 
dexamethason  wellicht  bij  een  minderheid  van  de 
patiënten  tot  relevante afname  in mortaliteit  leidt en 
mogelijk contraproductief is bij patiënten met een hypo-
inflammatoir profiel. Deze bevindingen hebben geleid 
tot de opzet van een nieuwe gerandomiseerde studie, 
waarin LTA4H toegepast wordt als een marker voor 
behandelsucces van dexamethason [23]. 

Zoektocht naar nieuwe geneesmiddelen
Doelwitidentificatie met CRISPRi
Rond  de  eeuwwisseling  was  target-based  drug 
discovery (TBDD) de belangrijkste strategie om nieuwe 
antibiotica te ontdekken. Hierbij wordt een essentieel 
‘targeteiwit’,  een  mogelijk  doelwit  voor  nieuwe 
antibiotica, gezuiverd waarna een stof wordt gezocht 
die dit eiwit in vitro remt. Helaas is deze aanpak voor 
antibioticumontwikkeling  vrij  onsuccesvol  gebleken 
[24].  Veel  van  de  stoffen  falen  in  vivo,  bijvoorbeeld 
omdat  ze  niet  de  bacteriële  membraan  kunnen 
passeren of door effluxpompen uit de bacterie worden 
verwijderd. Daarnaast is de mate van inhibitie van het 
essentiële  targeteiwit  van  belang.  Eiwitten  die  bij 
geringe inhibitie al een duidelijke remming in groei laten 
zien  zijn  de  meest  interessante  targets.  Door 
genexpressie  in bacteriën gecontroleerd  te verlagen 
met CRISPRi (BOX 1, B) is het nu mogelijk om de beste 
targets  te  identificeren.  Met  deze  methode  hebben 
Bosch et al.  [25]  laten zien dat voor veel essentiële 
eiwitten  bijna  100  procent  inhibitie  nodig  is  voordat 
groei wordt geremd, wat betekent dat dit geen goede 
antibioticumtargets  zijn.  Het  meest  interessant  voor 
TBDD zijn de eiwitten die slechts deels geremd hoeven 
te worden voor groeionderbreking. In tegenstelling tot 

TBDD kan met behulp van dezelfde methode ook een 
onbekend target gevonden worden voor een nieuwe 
werkzame  stof.  Men  kan  een  mycobacteriële  bank 
maken waarin de expressie van alle potentiële targets 
met behulp van CRISPRi verlaagd wordt (hypomorf). 
Wanneer een specifieke hypomorf gevoeliger is voor 
de nieuwe stof, acteert deze stof zeer waarschijnlijk op 
het gen met de verlaagde expressie of een gen met 
een verwante functie. 

In vivo naar geneesmiddelen zoeken
Hoewel  bovengenoemde  fenotypische  onderzoeken 
een stap in de goede richting zijn, zijn er nog andere 
hindernissen te nemen voor de doorontwikkeling van 
nieuwe  antimicrobiële middelen. Om  de werking  en 
toxiciteit  in  vivo  te  controleren,  is  weer  de  zebravis 
interessant, gebruikmakend van de voordelen van dit 
infectiemodel. Met behulp van een speciale  injectie-
robot  kunnen  honderden  zebravisembryo’s  in  een 
experiment geïnfecteerd worden, waarna stoffen in het 
water kunnen worden toegevoegd om het in vivo-effect 
te  testen  [26].  De  effectiviteit  wordt  uitgelezen  met 
behulp  van  fluorescentiemicroscopie  en  op  ‘deep 
learning’ gebaseerde software die de zebravislarven 
herkent en de mate van besmetting kan uitlezen. 

Box 1. Een greep uit de CRISPR/Cas9-toolbox

CRISPR-technologie  een moleculaire  genetische manipulatietechniek  die  kan worden  toegepast  in 
zowel prokaryoten als eukaryoten. Twee van de vele toepassingen wordenhierboven afgebeeld.
(A) Met het wildtype Cas9-enzym is het mogelijk om het genoom met grote precisie aan te passen. Een 
RNA-molecuul (guide RNA of sgRNA), dat voor nagenoeg ieder targetgen ontworpen kan worden, vormt 
samen met het eiwit Cas9 (blauw) een complex dat precies knipt op de plek waar een deel van het RNA-
molecuul complementair is aan het genoom (altijd in juxtapositie van een PAM-sequentie, in afbeelding 
oranje).  Uiteindelijk  leidt  deze  knipactiviteit  tot  een  somatische  mutatie,  doordat  het  eigen  DNA-
reparatiemechanisme van de celinserties of deleties veroorzaakt. De frameshiftmutaties  leiden tot het 
elimineren van de genfunctie. (B) Ook is het mogelijk om de knipactiviteit van Cas9 te elimineren (dCas9) 
zodat het complex gebonden blijft aan het genoom en het RNA-polymerase (RNAP) verhindert RNA te 
maken voor eiwittranslatie. Deze techniek wordt CRISPRinterference (CRISPRi) genoemd.

Figuur 3. Automatische analyse van zebravislarvenplaatjes met behulp 
van deep learning (DL)-software.

A. Een masker (kleur) geeft de 
identificatie van de zebravis weer 
met behulp van DL. Iedere 
individuele vissenlarve krijgt een 
eigen masker, gebaseerd op de in 
DL gedefinieerde vorm van een 
zebravis. De getallen (in rood op de 
zebravislarven) geven de mate van 
infectie met fluores-
centiemycobacteriën aan, die 
gemeten wordt in een fluorescent 
kanaal (niet getoond). 
B. Een vergrote weergave van één 
zebravislarve. De dooierzak 
(druppelvormig grijs oppervlak in de 
larve) wordt automatisch uitgesloten 
van analyse omdat deze auto-
fluorescentie vertoont en dus niet 
meegeteld dient te worden. 
C. Activiteit van de nieuwe inhibitor 
TBA, een aspartyl-tRNA synthetase 
(AspS) inhibitor (elk punt is een 
zebravislarve); fluorescentie (mate 
van infectie) neemt af bij 
toenemende concentraties TBA.
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Translationeel onderzoek
Een  bijzonder  voorbeeld  van  hoe  bevindingen  bij 
zebravissen  vertaald  kunnen  worden  naar  klinisch 
onderzoek,  is  de  ontdekking  van  de  rol  van  de 
leukotriene-A4  hydrolase  (LTA4H)-locus  van  de 
gastheer. Door genetische screening van zebravissen 
op vatbaarheid voor infectie met Mmar bleken mutaties 
in  het  LTA4H-gen  te  leiden  tot  een  hypergevoelig 
fenotype  [21].  LTA4H  is  een  enzym  dat  de  balans 
reguleert  tussen  de  pro-  en  anti-inflammatoire 
eicosanoïden (immuunregulerende hormonen), en is 
daarmee  bepalend  voor  de  geproduceerde 
hoeveelheid  pro-inflammatoire  tumornecrosefactor 
alfa (TNF-α). Mutaties in de vis kunnen enerzijds leiden 
tot  een  hyperinflammatoir  profiel  met  hoge  TNF-α-
productie,  en  anderzijds  tot  een  hypo-inflammatoir 
profiel  met  lage  TNF-α-productie;  beide  zijn 
geassocieerd met ernstiger  infectie ten opzichte van 
een wildtype vis [21]. Bij patiënten met tbc-meningitis 
lijkt sprake te zijn van een vergelijkbaar beeld. In de 
normale  bevolking  komen  mutaties  (SNP’s)  in  de 

promotor  van  het  LTA4H-gen  voor  en  kan  een 
onderverdeling gemaakt worden tussen mensen met 
een  gemiddelde,  hoge  en  lage  LTA4H-productie, 
analoog  aan  de  mutaties  bij  zebravissen.  Bij 
Vietnamese  patiënten  met  tbc-meningitis  lijkt  de 
uitkomst  van  aanvullende  behandeling  met 
dexamethason  voor  deze  drie  LTA4H-categorieën 
verschillend.  Patiënten  met  een  profiel  passend  bij 
hoge  LTH4A-productie  (circa  10  procent  van  de 
patiënten),  hadden  een  disproportioneel  betere 
overleving met dexamethason  in vergelijking met de 
gemiddelde (circa 40 procent van de patiënten) en lage 
(circa 50 procent van de patiënten) LTA4H [22]. Dat 
zou  betekenen  dat  adjuvante  behandeling  met 
dexamethason  wellicht  bij  een  minderheid  van  de 
patiënten  tot  relevante afname  in mortaliteit  leidt en 
mogelijk contraproductief is bij patiënten met een hypo-
inflammatoir profiel. Deze bevindingen hebben geleid 
tot de opzet van een nieuwe gerandomiseerde studie, 
waarin LTA4H toegepast wordt als een marker voor 
behandelsucces van dexamethason [23]. 

Zoektocht naar nieuwe geneesmiddelen
Doelwitidentificatie met CRISPRi
Rond  de  eeuwwisseling  was  target-based  drug 
discovery (TBDD) de belangrijkste strategie om nieuwe 
antibiotica te ontdekken. Hierbij wordt een essentieel 
‘targeteiwit’,  een  mogelijk  doelwit  voor  nieuwe 
antibiotica, gezuiverd waarna een stof wordt gezocht 
die dit eiwit in vitro remt. Helaas is deze aanpak voor 
antibioticumontwikkeling  vrij  onsuccesvol  gebleken 
[24].  Veel  van  de  stoffen  falen  in  vivo,  bijvoorbeeld 
omdat  ze  niet  de  bacteriële  membraan  kunnen 
passeren of door effluxpompen uit de bacterie worden 
verwijderd. Daarnaast is de mate van inhibitie van het 
essentiële  targeteiwit  van  belang.  Eiwitten  die  bij 
geringe inhibitie al een duidelijke remming in groei laten 
zien  zijn  de  meest  interessante  targets.  Door 
genexpressie  in bacteriën gecontroleerd  te verlagen 
met CRISPRi (BOX 1, B) is het nu mogelijk om de beste 
targets  te  identificeren.  Met  deze  methode  hebben 
Bosch et al.  [25]  laten zien dat voor veel essentiële 
eiwitten  bijna  100  procent  inhibitie  nodig  is  voordat 
groei wordt geremd, wat betekent dat dit geen goede 
antibioticumtargets  zijn.  Het  meest  interessant  voor 
TBDD zijn de eiwitten die slechts deels geremd hoeven 
te worden voor groeionderbreking. In tegenstelling tot 
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Deze software kan ook aangeven of de vissen een 
afwijkende vorm hebben, wat kan duiden op toxiciteit 
(figuur  3).  In  eerste  instantie  zijn  alle  eerste-  en 
tweedelijns-middelen getest in dit systeem, met goede 
resultaten;  Mmar  bleek  bij  de  vis  vaak  dezelfde 
gevoeligheid  te  vertonen  voor middelen  als Mtb  bij 
mensen  [27].  In  een  vervolgstudie  zijn  240  nieuwe 
stoffen getest die in vitro goed werkten tegen Mtb en 
Mmar.  Van  deze  stoffen werken  er  bij  zebravissen 
maar  14  tegen  Mmar,  wat  bevestigt  dat  dit  een 
belangrijke bottleneck is in de ontwikkeling van nieuwe 
antibiotica. Onder deze werkzame stoffen bevond zich 
een nieuwe remmer van het essentiële aspartyl-tRNA 
synthetase AspS (figuur 3) [28]. De volgende stap is 
om  deze  in  vivo-activiteit  te  bevestigen  in  een 
muizenmodel.

Meer  toepassingen  van  het  zebravismodel 
met CRISPR/Cas9
Gastheergerichte therapie
Naast het gebruik van antibiotica die direct aangrijpen 
op Mtb is er steeds meer interesse in het gebruik van 
medicijnen die aangrijpen op de gastheerrespons. Met 
CRISPR/Cas9  (BOX  1)  in  combinatie  met  next-
generation  sequencing  is  het  mogelijk  om  een 
biologisch effect direct te koppelen aan een gen of een 
set  genen.  Recentelijk  heeft  een  CRISPR/Cas9-
screen  met  macrofagen  aangetoond  dat  de  aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) in de gastheer essentieel 
is  voor  de  groei  van  Mtb.  Remming  van  deze 
signaleringsroute  met  behulp  van  het  klinisch 
goedgekeurde medicijn cerdulatinib remt dan ook de 
groei van Mtb in vitro [29]. Een voorbehoud is dat deze 
studie  is  uitgevoerd  met  de  niet-virulente  bacterie 
BCG. Aangezien het gedrag van deze vaccinstam erg 
verschilt van dat van virulente tuberculosebacteriën is 
de verwachting dat er in de toekomst meer en nieuwe 
gastheereiwitten  geïdentificeerd  worden  die  een 
belangrijk effect  hebben op de groei  of  invasie  van 
gastheercellen. De identificatie van deze eiwitten en 
bijbehorende cellulaire signaleringsroutes kan leiden 
tot  hergebruik  (repurposing)  van  bestaande 
medicijnen. Naar verwachting zal het klinische effect 
van deze gastheergerichte therapieën wel kleiner zijn 
dan van conventionele antibiotica. Daarnaast zullen 
ze  alleen  ingezet  worden  als  er  geen  andere 
behandelopties  zijn  of  als  aanvulling  op  antimyco-
bacteriële therapie.

Knock-downmodellen
De CRISPR-techniek is niet alleen geschikt voor het 
screenen  van  gastheercellen  maar  ook  voor  het 
maken  van  mutanten  bij  muizen  en  zebravissen. 
Vooral bij zebravissen is het een krachtige techniek, 
omdat injectie van het systeem in het stadium van een- 
of tweecellige embryo’s kan leiden tot wel 80 procent 
homozygote deletie  [30]. Het  is dus niet altijd nodig 
om  vissen  te  laten  doorgroeien  tot  volwassen 
exemplaren  of  om  nakomelingen  te  gebruiken, wat 
een groot verschil is met andere diermodellen zoals 
de  muis.  Met  het  CRISPR-systeem  bestaat  nu  de 
mogelijkheid om de rol van de humane SNP´s die is 
geassocieerd  met  een  ander  verloop  van  Mtb-
infecties, direct te bestuderen bij zebravissen. In deze 
context  kunnen  dan  ook  direct  verschillende 
behandelingen  worden  getest.  Dit  biedt  mogelijk-
heden  om  aanvullende  therapieën  te  ontwikkelen 
gericht op de genetische predispositie van de patiënt. 

Conclusie en toekomstvisie
Quote Beijerinck: “De eenige lichtstraal in de duistere 
geschiedenis van dit  voorwerp der ontzetting,  is de 
gerechtigde hoop op het verdwijnen daarvan van de 
aarde,  in  een  niet  te  verre  toekomst,  door  de 
samenwerking van alle wetenschappen”. 
Concluderend  is  de  progressie  van  onderzoeks-
technieken zodanig, dat er inderdaad een lichtstraal 
is  die  verder  reikt  dan  in  de  tijd  van Beijerinck. De 
kruisbestuiving  tussen  verschillende  onderzoeks-
velden is essentieel geweest voor de ontwikkeling van 
het  zebravismodel  en  CRISPR-gerelateerde 
moleculaire  technieken. Ruim een eeuw  later  is het 
formaat  van  de  bacterie  van  ondergeschikt  belang, 
aangezien recombinante technieken het toelaten om 
de ‘vindplaats’ fluorescent in beeld en de pathogenese 
verder  in  kaart  te  brengen. De  identificatie  van  het 
ESX-1-systeem, dat essentieel is voor virulentie, heeft 
geleid tot een exponentiële groei van het onderzoek 
naar  dit  secretiesysteem,  een  uiterst  leerrijke 
biologische  eigenschap.  Met  behulp  van  het 
zebravissenmodel,  dat  een  aanzienlijke  kosten-
besparing  en  tijdwinst met  zich meebrengt,  zijn  de 
interacties tussen gastheer en mycobacterie verder in 
kaart  gebracht.  Het  risico  op  teleurstelling  is 
afgenomen,  ook  in  het  onderzoek  naar  nieuwe 
geneesmiddelen door gebruik te maken van CRISPR-
technieken en het zebravisscreeningsmodel. De WHO 

heeft  een  zeer  ambitieus  plan  om  in  2030  al  een 
reductie  te  hebben  van  90  procent  van  het  aantal 
mensen dat overlijdt aan tbc ten opzichte van 2015. 
Met behulp van meer onderzoek en nieuwe middelen 
is dit hopelijk nog steeds haalbaar. 
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Deze software kan ook aangeven of de vissen een 
afwijkende vorm hebben, wat kan duiden op toxiciteit 
(figuur  3).  In  eerste  instantie  zijn  alle  eerste-  en 
tweedelijns-middelen getest in dit systeem, met goede 
resultaten;  Mmar  bleek  bij  de  vis  vaak  dezelfde 
gevoeligheid  te  vertonen  voor middelen  als Mtb  bij 
mensen  [27].  In  een  vervolgstudie  zijn  240  nieuwe 
stoffen getest die in vitro goed werkten tegen Mtb en 
Mmar.  Van  deze  stoffen werken  er  bij  zebravissen 
maar  14  tegen  Mmar,  wat  bevestigt  dat  dit  een 
belangrijke bottleneck is in de ontwikkeling van nieuwe 
antibiotica. Onder deze werkzame stoffen bevond zich 
een nieuwe remmer van het essentiële aspartyl-tRNA 
synthetase AspS (figuur 3) [28]. De volgende stap is 
om  deze  in  vivo-activiteit  te  bevestigen  in  een 
muizenmodel.

Meer  toepassingen  van  het  zebravismodel 
met CRISPR/Cas9
Gastheergerichte therapie
Naast het gebruik van antibiotica die direct aangrijpen 
op Mtb is er steeds meer interesse in het gebruik van 
medicijnen die aangrijpen op de gastheerrespons. Met 
CRISPR/Cas9  (BOX  1)  in  combinatie  met  next-
generation  sequencing  is  het  mogelijk  om  een 
biologisch effect direct te koppelen aan een gen of een 
set  genen.  Recentelijk  heeft  een  CRISPR/Cas9-
screen  met  macrofagen  aangetoond  dat  de  aryl 
hydrocarbon receptor (AhR) in de gastheer essentieel 
is  voor  de  groei  van  Mtb.  Remming  van  deze 
signaleringsroute  met  behulp  van  het  klinisch 
goedgekeurde medicijn cerdulatinib remt dan ook de 
groei van Mtb in vitro [29]. Een voorbehoud is dat deze 
studie  is  uitgevoerd  met  de  niet-virulente  bacterie 
BCG. Aangezien het gedrag van deze vaccinstam erg 
verschilt van dat van virulente tuberculosebacteriën is 
de verwachting dat er in de toekomst meer en nieuwe 
gastheereiwitten  geïdentificeerd  worden  die  een 
belangrijk effect  hebben op de groei  of  invasie  van 
gastheercellen. De identificatie van deze eiwitten en 
bijbehorende cellulaire signaleringsroutes kan leiden 
tot  hergebruik  (repurposing)  van  bestaande 
medicijnen. Naar verwachting zal het klinische effect 
van deze gastheergerichte therapieën wel kleiner zijn 
dan van conventionele antibiotica. Daarnaast zullen 
ze  alleen  ingezet  worden  als  er  geen  andere 
behandelopties  zijn  of  als  aanvulling  op  antimyco-
bacteriële therapie.

Knock-downmodellen
De CRISPR-techniek is niet alleen geschikt voor het 
screenen  van  gastheercellen  maar  ook  voor  het 
maken  van  mutanten  bij  muizen  en  zebravissen. 
Vooral bij zebravissen is het een krachtige techniek, 
omdat injectie van het systeem in het stadium van een- 
of tweecellige embryo’s kan leiden tot wel 80 procent 
homozygote deletie  [30]. Het  is dus niet altijd nodig 
om  vissen  te  laten  doorgroeien  tot  volwassen 
exemplaren  of  om  nakomelingen  te  gebruiken, wat 
een groot verschil is met andere diermodellen zoals 
de  muis.  Met  het  CRISPR-systeem  bestaat  nu  de 
mogelijkheid om de rol van de humane SNP´s die is 
geassocieerd  met  een  ander  verloop  van  Mtb-
infecties, direct te bestuderen bij zebravissen. In deze 
context  kunnen  dan  ook  direct  verschillende 
behandelingen  worden  getest.  Dit  biedt  mogelijk-
heden  om  aanvullende  therapieën  te  ontwikkelen 
gericht op de genetische predispositie van de patiënt. 

Conclusie en toekomstvisie
Quote Beijerinck: “De eenige lichtstraal in de duistere 
geschiedenis van dit  voorwerp der ontzetting,  is de 
gerechtigde hoop op het verdwijnen daarvan van de 
aarde,  in  een  niet  te  verre  toekomst,  door  de 
samenwerking van alle wetenschappen”. 
Concluderend  is  de  progressie  van  onderzoeks-
technieken zodanig, dat er inderdaad een lichtstraal 
is  die  verder  reikt  dan  in  de  tijd  van Beijerinck. De 
kruisbestuiving  tussen  verschillende  onderzoeks-
velden is essentieel geweest voor de ontwikkeling van 
het  zebravismodel  en  CRISPR-gerelateerde 
moleculaire  technieken. Ruim een eeuw  later  is het 
formaat  van  de  bacterie  van  ondergeschikt  belang, 
aangezien recombinante technieken het toelaten om 
de ‘vindplaats’ fluorescent in beeld en de pathogenese 
verder  in  kaart  te  brengen. De  identificatie  van  het 
ESX-1-systeem, dat essentieel is voor virulentie, heeft 
geleid tot een exponentiële groei van het onderzoek 
naar  dit  secretiesysteem,  een  uiterst  leerrijke 
biologische  eigenschap.  Met  behulp  van  het 
zebravissenmodel,  dat  een  aanzienlijke  kosten-
besparing  en  tijdwinst met  zich meebrengt,  zijn  de 
interacties tussen gastheer en mycobacterie verder in 
kaart  gebracht.  Het  risico  op  teleurstelling  is 
afgenomen,  ook  in  het  onderzoek  naar  nieuwe 
geneesmiddelen door gebruik te maken van CRISPR-
technieken en het zebravisscreeningsmodel. De WHO 

heeft  een  zeer  ambitieus  plan  om  in  2030  al  een 
reductie  te  hebben  van  90  procent  van  het  aantal 
mensen dat overlijdt aan tbc ten opzichte van 2015. 
Met behulp van meer onderzoek en nieuwe middelen 
is dit hopelijk nog steeds haalbaar. 
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