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SPECIFIEKE DETECTIE VAN MENSPATHOGENE (OO)CYSTEN IN

WATER

Nieuwe methoden voor
opsporen Cryptosporidium

en Giardia

Moleculaire technieken ontwikkelen zich snel en kunnen steeds beter voor mfcrcbio[u&isch onderzoek
van water worden toegepast. Kiwa heeft deze ontwikkeling omarmt en beschikt nu over moleculaire

methoden waarmee onderscheid gemaakt kan worden tussen wel en niet menspathogene

Cryptosponidium en Giardia-soorten in water.

De huidige methode voor de detectie
van Cryptosporidium en Giardia in water is in
de VS ontwikkeld. Deze methode maakt
gebruik van antilichamen die zijn gelabeld
met een fluorescerende stof die aan de wand
van de (0&)cyste hecht. Daarmee worden ze
zichtbaar onder de fluorescentiemicroscoop.
Deze methode worde wereldwijd gebruike
voor onderzoek van water en is door de US
Environmental Protection Agency en door
het Drinking Water Inspectorate in Groot-
Brittannié voorgeschreven.

De specificiteit berust op de antili-
chaam-antigeen reactie. De afgelopen jaren
is herhaaldelijk gebleken dac andere aquati-
sche organismen ook kunnen reageren met
deze antilichamen. De meeste zijn morfolo-
gisch goed te onderscheiden van (o8)cysten,
maar een deel komt sterk overeen. Er zijn
verfijningen van de methode ontwikkeld
om misidentificatie zo goed mogelijk te
voorkomen, zoals hulpkleuring met DAPI of
onderzoek van de inhoud van [06)cysten met
contrastmicroscopie (DIC). De methode 1s
niet specifiek voor menspathoegene Crypto-
sporidium en Giardia. Hij detecteert ook soor-
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ten die alleen bij bepaalde diergroepen
(vogels, reptielen, vissen| voorkomen en niet
pathogeen zijn voor de mens. Verder maake
de methode geen onderscheid tussen
levende en dode (08)cysten.

EU-EWRI-BTO onderzoek

In een onderzoek dat Kiwa samen met
haar European Water Research Institutes
(EWRI)- partners heeft uitgevoerd, is de
opbrengst en betrouwbaarheid van de
opwerkmethode voor Cryptosporidium en
Giardia verbeterd. Water worde nu eerst
gefiltreerd over een Envirochek filter met
een hogere opbrengst. Na elutie van het
materiaal (met de (08)cysten) dat op het
filter 1s achtergebleven, wordt het concen-
traat gezuiverd door immunomagnetische
separatie (IMS). Het waterconcentraat wordt
gemengd met een suspensie van magneti-
sche bolletjes met daaraan antilichamen
tegen Cryprosperidium en Giardia. De
(06)cysten hechten aan de bolletjes en door
een magneet naast het reageerbuisje te
houden worden de bollegjes vastgehouden
terwijl de overige deeltjes (algen, zand, klei

Zuivering van (o6)cysten uit een waterconcentraat met immunomagnetische bolletjes.
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ctc.) weggespoeld worden (afbeelding 1).
Vervolgens worden de (06)cysten weer van
de bolletjes afgeweeke, gefiltreerd over een
25 mm membraanfiltertje en aangekleurd
met gelabelde antilichamen. Het filter gaat
de Chemscan laser-scanner in dic het prepa-
raat in drie minuten screent op het voorko-
men van fluorescerende deeltjes met de
karakteristieken van (od)cysten. Dit wordt
bevestigd onder de fluorescentiemicroscoop,
waarbij gebruik gemaakt worde van DAPI
om de interne structuren te kunnen deter-
mineren.

Moleculaire methoden

De ontwikkelingen in de moleculaire
technicken gaan snel. Deze methoden
gebruiken de unicke eigenschappen van het
erfelijk materiaal [DNA en RNA). Deze tech-
nieken vinden overal toepassingen, met
forensisch onderzoek als bekend voorbeeld.
Toepassing voor microbiologisch onderzoek
van water wordt al een aantal jaren in steeds
meer research-laboratoria onderzocht. De
methoden zijn in veel gevallen specifieker
en sneller dan de bestaande methoden. Voor
sommige virussen die van belang zijn veor
drink- en zwemwater, zoals de calicivirus-
sen, zijn moleculaire methoden de enige
methoden die detectie mogelijk maken.
Sinds 1998 worden moleculaire methoden
ook bij Kiwa geimplementeerd. In die rela-
tief korte tijd zijn moleculaire methoden al
een belangrijke uitbreiding van het arsenaal
gebleken, bijvoorbeeld voor snelle en speci-
fieke detectie van Legionella en Cryptospori-
dium en Giardia, maar ook typering van E.
coli stammen tijdens de besmetting van
discributienercen.

Cryptosporidium en Giardia

Sinds 1998 1s gewerkt aan de implemen-
ratie van moleculaire methoden voor de
detectie van Cryptosporidium en Giardia, in
het kader van het Bedrijfstakonderzoek en
met cen extra impuls van Waterbedrijf
Europoort. In de internationale literatuur
zijn de eerste toepassingen al in 1991
beschreven, maar hebben de methoden pas
de laatste jaren een echte impuls gekregen.
Hoe meer bekend wordt over de genetische
opbouw van deze parasieten, hoe beter de
methoden toe te passen zijn. In 1997 en 1998
publiceerden onderzoekers van het Metro-
politan Water District of Southern Califor-
nia en Australian Water Technologies min of
meer gelijktijdig het gebruik van het gene-
risch mareriaal dat codeert voor heat shock
proteins voor de specifieke detectie van Cryp-
tosporidium parvum, toen nog de enige
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Afbeelding 2: Het resultaat van een Guardiaen Cryptosportdium RT-PCR analysts. PCR A and PCR B.

Laan 1: 100 bp molecular weight marker. laan 2-4: mengel van Cryptosporidium en Guar-
dia [0d]cysten (positieve controle). laan 5-6: negatieve cDNA procescontrole (IPC). laan 7:
rivier water monster (Rujn). laan 8-9: negatieve PCR controles. A1: Cryprosporidium species
307 bp hspyo product. A2: Giardia intestinalis 218 bp Guardine gen product. B1: Crypro-
sporidium parvim 590 bp hspzo product. B2: Interne Positieve Controle 330 bp product. B3

Giardia species 171 bp Grardine gen product.

menspathogene soort. Deze methoden zijn
door Kiwa in huis gehaald en geoptimali-
seerd voor toepassing in watermonsters uit
de Nederlandse bedrijfstak. In cweede
nstantie zijn de methoden voor Glardia in
huis gehaald en geoptimaliseerd. Belang-
rijke onderdelen van de optimalisatie waren
de gevoeligheid en kwaliteitsborging van de
methoden. De methoden zijn nu in staat
cen tot enkele (o6)cysten in een watermon-
ster te detecteren en door gebruik van posi-
tleve en negatieve controles en een interne
procescontrole zijn de resultaten geborgd.
De concentrering van (od)cysten uit water-
monsters gaat op dezelfde manier als hier-
boven beschreven. Als de (08)cysten aan de
IMS-bolletjes zitten worden ze opengemaakt
om hun erfelijk materiaal te isoleren. Het
mRNA wordt met een tweede IMS-stap
gezuiverd en omgezet in cDNA om in de
PCR (Polymerase Chain Reaction) te kunnen
vermenigvuldigen. Door gebruik te maken
van specificke primers wordt in twee PCR
reacties het cDNA van Cryptosporidium en
Giardia vermenigvuldigd tot scukken SNA
van een specifieke lengre. Dit wordt daarna
zichtbaar gemaake met een electroforese-gel
(atbeelding 2). Er is gekozen voor mRNA als
basis voor de detectie, omdat mRNA snel
wordt afgebroken. In dode cellen is al snel
geen mRNA aanwezig. Als mRNA wel
aanwezig is geeft dic dus aan dac de cel nog
levensvatbaar is.

Detectie menspathogene typen
Vorig jaar kwam een aantal publicaties
uit over het gebruik van het 18s rRNA gen
om onderscheid te maken tussen de
verschillende typen pathogenen. Deze
methode bleek goed te combineren met de

lopende methode en wordt nu ook toegepast
in een RIWA-onderzoek. Van de PCR-
producten van dit gen wordt de base-volg-
orde bepaald. Die verschilt tussen stammen
en is goed bruikbaar om de verwantschap
van stammen te onderzocken. De sequenties
van stammen uit water worden vergeleken
met die van stammen uit mensen en dieren
die in Genbanken op het internet gepubli-
ceerd zijn. De eerste resultaten laten zien
dat het nu mogelijk is om van de (06)cysten

die in water worden aangetroffen aan te
geven of deze sterk verwant zijn met stam-
men uit de mens of stammen die alleen byj
dieren voorkomen (afbeclding 3).

Toekomstperspectief

De snelle ontwikkelingen in de molecu-
laire technieken maken een steeds beter
onderscheid mogelijk. Ock zullen steeds
meer micro-crganismen specifiek en snel
met deze technieken kunnen worden aange-
toond. Implementatie in het laboratorium
vraagt het in huis halen van specificke
expertise, omdat de technieken sterk
verschillen van de "tradicionele’ microbiolo-
gische methoden. Ze zullen niet snel de
goedkope kweekmethoden voor parameters
als koloniegetallen en thermotolerante
bacterién van de coligroep vervangen, maar
wel steeds meer hun weg vinden voor
gericht onderzock naar pathogenen in de
grondstof, het voorkomen van specificke
micro-organismen in biofilms of in de
zuivering, bijvoorbeeld bij biofouling, maar
ock bij biologische actief-koolfiltratic om
ons begrip en daarmee de beheersbaarheid
van deze aspecten te vergroten. &

Met dank aan Gertjan Medema
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Afbeelding 3: Fylogenetische stamboom die toont dat sommige stammen wit water sterk verwant zin met
menspathogene stammen (rode pijlen), andere met stammen die niet pathogeen zijn voor de
mens (groene pijlen) en een stam die daartussen ligt (oranje pyl).
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