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Een onderzoek naar een kwantitatieve detectiemethode en een DNA-isolatiemethode voor Giardia duodenalis
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Samenvatting

Op het Streeklaboratorium Kennemerland is onderzoek gedaan naar tandemrepeats in het genoom van Giardia duodenalis assemblage A. Dit onderzoek werd gedaan op DNA van gekweekte stammen. Met de bruikbare tandemrepeats die gevonden zijn , kan er onderscheid worden gemaakt tussen de verschillende stammen van Giardia duodenalis assemblage A. Hierdoor kan men dan eventueel uitspraken doen over de transmissieroute van Giardia duodenalis assemblage A. Maar om deze uitspraken te kunnen doen, zullen deze tandemrepeats toepasbaar moeten zijn op klinische monsters. Het doel van dit onderzoek was deze tandemrepeats toepasbaar te maken op faeces. Hiervoor was een isolatiemethode nodig die het Giardia DNA uit de faeces kon isoleren. Om te controleren of deze methode voldoende recovery van het Giardia DNA had, werd gezocht naar een kwantitatieve Real-Time PCR(RT-PCR) welke kleine hoeveelheden Giardia DNA kon detecteren en vervolgens onderscheid kon maken tussen Giardia assemblage A en B. De detectie limiet voor deze PCR was vastgesteld op 4,4.10-6 ng/µl. Deze limiet werd niet behaald met een RT-PCR met als target het GdH-gen van Giardia, omdat bijproducten amplificatie van kleine hoeveelheden DNA in de wegstonden. Met een RT-PCR, uit de literatuur, met als als target het β-Giardine gen van Giardia werd wel de limiet behaald. Met deze kwantitative RT-PCR werd vervolgens de recovery bepaald van de DNA isolatie kit Magnetic Extraction Reagents kit van Nuclisens®. De recovery van deze DNA isolatie methode lag tussen de 1 en 13%.

Summary
At the Laboratory of Public Health Kennemerland research is done at tandemrepeats in the genome of Giardia duodenalis assemblage A. This research was done on DNA of cultured strains. The useful tandemrepeats which are found can make a dinstinction between the different strains of Giardia duodenalis assemblage A. This makes it possible to make judgements about the transmission of Giardia duodenalis assemblage A. To do such judgements is it necessary to apply this tandemrepeats on clinical samples. The purpose of this project was to make the tandemrepeats applicable for faeces. Therefore it was necessary to develop a method of DNA isolation. To check the recovery of this method, we tried to find a quantitative Real-Time PCR (RT-PCR), which can detect small amounts of Giardia DNA and subsequently can make a dinstinction between Giardia assemblage A en B. The detection limit for this RT-PCR have been determined on 4,4.10-6 ng/µl. With a RT-PCR with as target the GdH-gene of Giardia, it wasn’t possible to reach this limit, because primer-dimers made it unpossible to detect small amounts of Giardia DNA. With a RT-PCR, founded in the literature, with as target the β-Giardine gene, it was possible to reach the detection limit. With this quantitative RT-PCR the recovery was determined of the DNA isolation kit Magnetic Extraction Reagents kit of Nuclisens®. The recovery of these DNA isolation method lay between 1 and 13%
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Ct:

Cycle Treshold

DNA:

Deoxyribo Nucleic Acid

ELISA:
Enzyme Linked Immuno Assay

GdH:

Glutamaat-dehydrogenase

PCR:

Polymerase Chain Reaction
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RT-PCR:
Real-Time Polymerase Chain Reaction

SAF:
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1. Inleiding

§1.1
Algemeen

Op het Streeklaboratorium Kennemerland wordt onderzoek gedaan naar tandemrepeats in het genoom van Giardia duodenalis assemblage A. Dit onderzoek wordt gedaan op DNA van gekweekte stammen. Als er meerdere bruikbare tandemrepeats zijn gevonden, kan er onderscheid worden gemaakt tussen de verschillende stammen van Giardia duodenalis assemblage A. Hierdoor kan men dan eventueel uitspraken doen over de transmissieroute van Giardia duodenalis assemblage A. Maar om deze uitspraken te kunnen doen, zullen deze tandemrepeats toepasbaar moeten zijn op klinische monsters. Hiervoor is een methode nodig om DNA uit faeces te isoleren. Aangezien dit onderzoek over Giardia duodenalis gaat, zal er eerst in worden gegaan op de achtergrondtheorie van het organisme.

§1.2
Taxonomie en naamgeving

Giardia is in 1681 voor het eerst beschreven door de Nederlander Antoni van Leeuwenhoek (1632-1723). Hij beschreef het typische uiterlijk van Giardia en was daarmee de eerste wetenschapper die Giardia waarnam en beschreef(1). Een verband tussen darmklachten en de aanwezigheid van de parasiet heeft hij echter nooit gelegd.

Meer gedetailleerdere beschrijvingen werden gedaan door Villem Lambl (1824-1895) in 1859 (2). 

Het geslacht Giardia kan op basis van morfologie ingedeeld worden op de, in komende tabel weergegeven, wijze. 

Tabel.1: Wetenschappelijke indeling Giardia

	Divisie
	Eukaryoten

	Rijk
	Protozoa

	Klasse
	Flagellaten

	Orde
	Diplomonadida

	Familie
	Hexamitidae

	Geslacht
	Giardia


Eind 19de en begin 20ste eeuw was de naamgeving en taxonomie van Giardia uiterst ingewikkeld en verwarrend. Verscheidene species werden beschreven door verschillende onderzoekers. Veel van deze species werden van elkaar onderscheiden op basis van hun gastheerspecificiteit, of juist op morfologie(4,5). In 1952 heeft Filice een uitgebreide studie gedaan naar de morfologie van Giardia. De studie concludeerde dat er drie species van Giardia te onderscheiden waren op basis van de morfologie van het axostyl (synoniem voor midden-lichaam); G. duodenalis, welke gezien werd als de soort Giardia die voorkomt bij de meeste zoogdieren, inclusief de mens, huisdieren en vee; G. agilis (amfibieën) en G. muris (knaagdieren)(7). Met de komst van de elektronenmicroscoop zijn er later nog G. ardeae (vogels), G.  psittaci (vogels) en G. microti  (veldmuizen en muskusratten) aan toegevoegd. Voor zover bekend is er buiten G. duodenalis geen andere soort Giardia die de mens kan infecteren(4).

Tegenwoordig zijn er drie synoniemen voor de soort Giardia die pathogeen is voor de mens; Giardia lamblia, Giardia duodenalis en Giardia intestinalis. Over de juiste naamgeving is nog geen eenduidig besluit genomen. In dit verslag zal uitgegaan worden van de naam G.  duodenalis, omdat het grootste deel van de hedendaagse wetenschappelijke onderzoeksartikelen deze nomenclatuur als meest correct beschouwd (5).

§1.3 Levenscyclus en morfologie

De levenscyclus [fig.4] van Giardia kent twee ontwikkelingsstadia: het stadium in de gastheer, de trofozoïet en het stadium buiten de gastheer, de cyste. 

Cysten zijn typerend ovaal van vorm en hebben vier haploïde kernen [fig.1]. Over de lengte is een axostyl aan te treffen(8). Cysten zijn zeer resistent en kunnen lang overleven in verscheidene milieus, zoals b.v. water(4). De trofozoïet is 10-20(m lang en beschikt over twee haploïde kernen en 4 flagelparen [fig.2]. Deze flagellen zorgen ervoor dat de trofozoïet zich kan voort bewegen. Kenmerkend is de zogenaamde traanachtige vorm, deze is te herkennen, doordat het anterieure gedeelte relatief bol en dik is en het posterieure gedeelte afloopt in een smalle punt. Aan de ventrale kant van het organisme kan men een zuignap waarnemen die de parasiet gebruikt om aan zich aan de darmmucosa te hechten. De trofozoïet kan alleen voorkomen in een, voor de parasiet, gunstige omgeving(de darmen). Buiten het lichaam hebben trofozoïeten een geringe levensduur(8).
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Fig.1: Cyste[1]


Fig.2 : trofozoïet [1]

De infectieuze staat van de levenscyclus van Giardia is de cyste. De besmetting is faeco-oraal. Dit kan door middel van het drinken of eten van besmet voedsel of water, maar ook van mens tot mens. Onder invloed van het zure milieu en ander factoren in de maag wordt het excysteringsproces van de cysten gestimuleerd, waarbij cysten excysteren [fig.3] tot trofozoïeten(4,16). Uit elke cyste ontstaan bij dit proces twee trofozoïeten. Het proces zelf vindt meestal plaats in het duodenum.


[image: image3.png]



Fig 3: excystering & encystering [1]

De ontstane trofozoïeten migreren daarna verder het duodenum en jejenum in(16). De trofozoïet is de vegatieve vorm en vermenigvuldigd zich ongeslachtelijk in de dunne darm door middel van tweedeling. In de dunne darm hechten de trofozoïeten.zich aan de darmmucosa met hun zuignappen en veroorzaken daar de ziekte symptomen zoals diarree en malabsorptie. 

Onder invloed van galzouten  kunnen sommige trofozoïeten weer differentiëren tot een cyste [fig.3]. Door dit encysteringsproces verliest het organisme zijn bewegelijkheid en worden de nieuw gevormde cysten uitgescheiden met de faeces(4). Trofozoïeten kunnen ook uitgescheiden worden met de faeces door de peristaltische bewegingen van de darm(16). Buiten het lichaam vormen de cysten weer een potentiële infectiebron voor een nieuwe gastheer en is de cyclus [fig.4] weer compleet(4).   
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Fig.4: Levenscylus van Giardia duodenalis

§1.4
De infectie

De incubatietijd van G. duodenalis ligt ongeveer tussen de 12 en 20 dagen. Na het moment van besmetting duurt het nog minimaal 10 tot 36 dagen totdat de parasiet is aan 

te tonen in de faeces. Per jaar worden er wereldwijd 2,8 miljoen mensen geïnfecteerd met Giardia, waarvan volgens epidemiologische en klinische studies 20-84% geen last ondervindt van de infectie(25, 26). Dit noemt men het asymptomatische dragerschap. Na de incubatieperiode kan men last krijgen van verscheidene ziektebeelden, uiteenlopend van een milde zelflimiterende ziekte tot een chronisch ziektebeeld dat maanden kan aanhouden, indien de ziekte niet wordt behandeld. Als een patiënt symptomen vertoont die worden veroorzaakt door een infectie met G. duodenalis, spreekt men van giardiasis. Bij de symptomatische infectie zijn de ziekteverschijnselen over het algemeen karakteristieke malabsorptie problemen zoals: diarree, gepaard gaande met buikklachten, misselijkheid, algehele malaise, gasvorming en vettige stinkende ontlasting. Vaak is hiervan gewichtverlies, zwakheid en een vermoeid gevoel het gevolg(16, 17).

Over de pathogenese van giardiasis is nog weinig bekend. Tot voor kort dacht men dat de oorzaak lag bij de mechanische blokkade van de darmen competitie voor voedingstoffen, veroorzaakt door de bedekking van het epitheeloppervlak van de dunne darm door trofozoïeten. Tegenwoordig wordt aangenomen dat dit geen rol van betekenis heeft in de pathogenese(17).

Men weet nu dat giardiasis wordt veroorzaakt door een multifactorieel proces, waarbij zowel de parasiet als gastheer in zijn betrokken. De kennis over dit proces is nog minimaal, maar recente ontwikkelingen wijzen erop dat, onder andere, secretie/excretie producten van de parasiet en het immuunsysteem van de gastheer een grote rol spelen bij giardiasis(18). 

§1.5
Diagnostiek

De infectie van Giardia wordt vastgesteld door middel van het aantonen van de cysten en/of trofozoïeten in de faeces van de patiënt. Dit wordt middels microscopie gedaan aan de hand van morfologische kenmerken. De microscopische beoordeling wordt gedaan door gebruik te maken van diverse kleur- en concentratietechnieken. Het aantonen van de cysten en trofozoïeten in verse faeces neemt een aantal problemen met zich mee. Ten eerste, de uitscheiding van cysten en trofozoïeten geschiedt niet continu, maar intermitterend. Soms zijn er dagen dat er met de faeces van de geïnfecteerde geen cysten of trofozoïeten worden uitgescheiden en soms zijn er dagen waarbij er een hoge concentratie van de cysten en trofozoïeten worden uitgescheiden met de faeces. Hierdoor kan een infectie snel gemist worden en daardoor is de sensitiviteit om Giardia te diagnosticeren gering. Bij onderzoek van een eenmalig faecesmonster wordt er bij gemiddeld 70% cysten en/of trofozoïeten aangetoond bij patienten met een Giardia infectie. Een tweede probleem is dat de trofozoïeten buiten het lichaam snel afsterven en niet of moeilijk aantoonbaar zijn middels microscopie. Om deze problemen op te vangen wordt er de laatste jaren door verscheidene laboratoria in toenemende mate gebruik gemaakt van de zogenaamde TFT[fig.5].
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     Fig.5: de 3 buizen van de TFT

De TFT (Triple-Faeces-Test) bestaat uit 3 buizen, waarin de patient op drie achtereen volgende dagen  zijn of haar faeces opvangt. In buis 1 en 3 zit een fixatievloeistof, SAF (Sodium Acetate Acetic Formalin). Dit is een fixatievloeistof wat de levende cellen in de faeces intact houdt, zowel de cysten als de trofozoïeten. In de tweede buis wordt de faeces in een leeg buisje opgevangen. Op dag 1, 2 en 3 wordt de faeces in respectievelijk buis 1,2 en 3 opgevangen. Het verzamelde materiaal wordt in het laboratorium microscopisch onderzocht, gebruikmakend van diverse kleur- en concentratietechnieken, op de aanwezigheid van cysten en/of trofozoïeten. Door drie faecesmonsters te onderzoeken i.p.v. éen faecesmonster en het gebruik van SAF is de sensitiviteit voor het aantonen van Giardia verhoogd tot >95%.

Verder wordt er de laatste jaren steeds meer gebruikt gemaakt van ontwikkelde ELISA-testen voor Giardia als aanvulling op de microscopische diagnostiek. Voor de ELISA-test gebruikt men verse faeces, al dan niet verkregen uit buis 2 van de TFT. Deze test is gebaseerd op het aantonen van specifieke antigenen van Giardia in de faeces door gebruik te maken van Giardia antistof. De sensitiviteit van de ELISA van éen faecesmonster benaderd de sensitiviteit van miscroscopisch onderzoek van twee faecesmonsters(27).

§1.6 Epidemiologie 

Wereldwijd is G. duodenalis de meest gediagnosticeerde pathogene protozoa (6), zij komt endemisch voor, zowel in landen met een hoge als met een lage welvaart. Zoals eerder werd genoemd worden er jaarlijks worden er circa. 2,8 miljoen mensen geinfecteerd met Giardia. Besmetting vindt plaats door contact van mens tot mens of het consumeren van faecaal besmet voedsel of water. Er zijn meerdere gevallen bekend, van grootschalige uitbraken van G. duodenalis, die zijn toegeschreven aan besmette watervoorzieningen, zowel waterzuiveringsinstallaties als recreationele watervoorzieningen(9). Om deze reden wordt in Nederland zorgvuldig gecontroleerd in waterzuiveringsinstallaties op het risico dat G. duodenalis verspreid zou kunnen worden. Ook kleinschaligere uitbraken door besmet voedsel zijn beschreven. In Nederland is de belangrijkste transmissieroute van mens tot mens. De rol van dieren in de transmissieroute is nog onduidelijk(28). 

Personen die een gebrek aan persoonlijke hygiëne hebben en groepen (vnl. kinderen), die in nauw contact met elkaar staan, hebben een verhoogd risico om geïnfecteerd te raken. Uit onderzoek is gebleken dat de incidentie bij kinderen in kinderdagverblijven in Nederland tussen de 0 en 38% bedraagt. 

Andere risciogroepen zijn mensen die immuno-incompetent zijn, zoals HIV-patienten en mensen met immunodeffiënties. Deze mensen hebben een verhoogde kans op een chronisch verloop van de ziekte en kunnen een ernstig verloop krijgen.

Een veelvuldig waargenomen probleem bij G. duodenalis  patiënten is het risico op herinfectie. Verwacht wordt dat deze herinfectie wordt veroorzaakt door gezinsleden of

huisdieren die ook besmet zijn met G. duodenalis. Dragerschap van gezinsleden moet daarom gecontroleerd wordt wanneer behandeling wordt ingezet.

Menginfecties met de verschillende assemblages van G. duodenalis komen bij 8% van de menselijke patiënten voor, deze gevallen worden meestal geassocieerd met patiënten die zijn blootgesteld aan vervuilde waterbronnen, of andere bijzondere epidemiologische situaties.(14)  

§1.7 Genotypes

De laatste jaren is door verschillende onderzoekers gepoogd om een verder onderscheid te maken binnen de species G.duodenalis. Dit heeft geleid tot verschillende naamgevingen in verschillende gebieden.

Voorbeelden hiervan zijn Nash groep 1,2 en 3 (Noord-Amerika), de Belgium en Poland strains (Europa) en Assemblage A t/m G (Australië). 

Het is echter gebleken dat al deze groepen met elkaar overeenkomen. Er is dan ook door een hoog animo in de wetenschappelijke wereld om de algemene term ‘assemblage            A t/m G’ in gebruik te nemen, voor de verschillende genotypen. (4, 5) 

Deze indeling is als volgt uit te drukken:

Tabel 2: Overzicht overeenkomst indeling giardia ‘groepen’

	Genotype
	Assemblage
	Nash et al.
	Homan et al.

	A
	A
	1, 2
	Poland

	B
	B
	3
	Belgium


G.duodenalis ass. A en B komen, naast de mens, ook voor bij verschillende diersoorten. Dit zijn voor een groot deel dieren die in nauw contact staan met de mens. Voorbeelden hiervan zijn huisdieren, zoals honden en katten en verschillende soorten vee zoals runderen, schapen en paarden. 

Het feit dat G. duodenalis assemblage A en B zowel voorkomen in de mens als in de bovengenoemde dieren geeft reden om ervan uit te gaan dat G. duodenalis een zoönotische parasiet is. Sluitend bewijs voor deze hypothese ontbreekt tot nu toe echter nog. Er zijn bovendien momenteel geen gegronde uitspraken te doen over de frequentie waarmee G. duodenalis zoönotische infecties zou veroorzaken, aangezien een typeringsmethode die verschillende stammen kan onderscheiden tot nog toe ontbreekt.

Een typeringstechniek die gebruik maakt van tandemrepeats zou hier meer inzicht in kunnen geven. Met zo’n techniek zou het verloop van een uitbraak in kaart kunnen worden gebracht en zouden mogelijk uitspraken kunnen worden gedaan over de risico’s voor de mens op besmetting met G. duodenalis vanuit een dierlijk reservoir.

Er moet met behulp van deze techniek meer informatie gewonnen worden over het risico van blootstelling aan dierlijke faeces besmet met G. duodenalis cysten, zodat het aantal zoönotische infecties kan worden teruggedrongen. 

§1.8 Moleculaire technieken

Het onderscheid tussen de assemblages wordt in het laboratorium gemaakt met behulp van verschillende moleculaire technieken. Deze technieken kunnen alleen onderscheid maken tussen de verschillende genotypes, maar maken geen onderscheid tussen verschillende stammen binnen de genotypes.

De meest gebruikte technieken zijn polymerase-ketting-reacties (PCR’s),

die gedeelten van het DNA amplificeren. Deze fragmenten kunnen vervolgens met behulp van restriction-fragment-length-polymorfism’s (RFLP), primer(-probes), of sequentieanalyse worden getypeerd.

De genen die hiervoor als doelwit dienen, zijn onder andere het glutamaat-dehydrogenase (GdH) gen, het β-Giardine gen, het triose-fosfaat isomerase (tpi) gen, het elongatiefactor α1 (el α1) gen en het 18S ribosomaal RNA fragment. 

Op het Streeklaboratorium Kennemerland zijn tandemrepeats gevonden zijn die  onderscheid kunnen maken tussen verschillende Giardia assemblage A stammen. Elke tandemrepeat maakt een ander onderscheid tussen stammen. Met gebruik van de verschillende tandemrepeats zou het mogelijk kunnen zijn om elke afzonderlijke stam te onderscheiden van andere stammen. Hierdoor is het theoretisch mogelijk om de transmissieroute te beschrijven van Giardia assemblage A. Hiervoor moet de tandemrepeats toe te passen zijn op klinische monsters; zowel dierlijk als menselijke feaces. Het onderzoek naar de tandemrepeats is gedaan op zuiver Giardia DNA en met dit DNA is de techniek goed toepasbaar. Maar om deze tandemrepeats toe te passen op klinisch materiaal is er een DNA isolatiemethode uit faeces nodig. Om de kwaliteit van deze isolatiemethode te controleren is het van belang om een kwantitatieve detectiemethode te ontwikkelen. Een Real-Time PCR is hiervoor een goede optie.

De laatste jaren wordt er steeds meer gebruikt gemaakt van Real-Time PCR (RT-PCR) i.p.v. de klassieke PCR. Het voordeel van RT-PCR is dat deze PCR techniek veel sneller is; vanaf de beginfase van de amplificatie wordt het vermenigvuldigde DNA al geanalyseerd m.b.v. fluorescentie. Bij de klassieke PCR kan men pas na de amplificatie  het DNA worden analyseren. Een ander voordeel van de RT-PCR is dat het niet alleen DNA kan detecteren, maar ook kan kwantificeren. Omdat de RT-PCR zoveel sneller is en kan kwantificeren wordt er in onderzoek naar Giardia steeds vaker gezocht naar een RT-PCR voor Giardia. In de literatuur zijn er al enkele onderzoeken naar RT-PCR’s voor Giardia beschreven(22, 23, 24, 29). Omdat Giardia wordt uitgescheiden met de faeces, moet het DNA, wat gebruikt wordt  voor de RT-PCR, geïsoleerd worden uit de faeces. De isolatie van Giardia uit faeces neemt moeilijkheden met zich mee. De cysten van Giardia hebben een vrij dikke beschermende celwand, waardoor de cysten vrij resistent zijn tegen extreme omstandigheden. Hierdoor is het moeilijker om DNA uit de cysten te krijgen. In de beschreven onderzoeken wordt gebruikt gemaakt van verschillende commerciële isolatie-kits. Maar omdat de cysten zo resistent zijn worden bij de verschillende onderzoeken de faeces voorbehandeld waardoor de cysten openbreken en het DNA makkelijker geïsoleerd kan worden. Deze voorbehandelingen bestaan voornamelijk uit vriezen-dooien, centrifugeren en/of proteïnase K toevoeging. 

§1.9 Real-Time PCR m.b.v. Lightcycler®

De lightcycler (Roche®) is een real-time PCR apparaat die per reactievaatje (capillair) een meetcurve in de tijd kan opnemen d.m.v. het meten van de fluorescentie. 

In de PCR-mix kunnen er verscheidene fluorescerende reagentia toegevoegd worden. Eén van deze stoffen is SYBR® Green. Dit is een fluorescerende stof wat bij de standaard PCR reactiemengsel wordt toegevoegd. SYBR® Green bindt aan dubbelstrengs DNA [fig.6] en fluoresceert dan groen. Als er om een gegeven moment genoeg dubbelstrengs DNA is geamplificeerd, wordt er fluorescentie gemeten. Met een computer wordt de verandering van fluorescentie geanalyseerd. Onder het amplificeren wordt de hoeveelheid uitgestoten fluorescentie gemeten tegen de hoeveelheid PCR cycli. Dit wordt weergegeven in een amplificatie-curve. Hoe eerder de fluorescentie wordt gemeten, hoe eerder de amplificatie-curve opkomt. De amplificatiecurve geeft een Ct-waarde (Cycle Treshold), wat het aantal cycli aangeeft wanneer een bepaalde drempelwaarde overschreden wordt in de fluorescentie. De Ct-waarde correleert met de hoeveelheid uitgangs template; hoe lager de Ct-waarde, hoe hoger de hoeveelheid uitgangs template.

Na de amplificatie kan m.b.v. lightcycler® het onstane PCR-product worden verhit. Door de verhitting valt het DNA uit elkaar en zal er verlies van fluorescentie gemeten worden. Dit wordt weergegeven in een meltingcurve, waarbij het verlies van fluorescentie(-dF/dT) tegenover de temperatuur gezet wordt. Als er éen product wordt geamplificeerd zal dat product ook in éen keer uit elkaar vallen bij een bepaalde temperatuur en dus éen  piek weergeven in de meltingcurve. Als er pieken met andere smelttemperaturen worden gezien in de meltingcurve, wijst dat er op dat er andere producten zijn gevormd met de PCR. Met behulp van SYBR® Green kan er geen select genproduct worden aangetoond als er ook veel bijproducten worden geamplificeerd, omdat van alle dubbelstrengs DNA dat wordt geamplificeerd de fluorescentie kan worden gemeten. Bijproducten kunnen het ontwikkelen van een kwantitatieve PCR compliceren, omdat  SYBR® Green geen onderscheid maakt tussen het select genproduct en bijproduct.
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fig.6: SYBR® Green hecht zich tussen elk geamplificeerd dubbelstrengs DNA.

Voor een kwantitatieve RT-PCR kan men ook werken met een TaqMan probe i.p.v. SYBR® Green. Bij zo’n PCR wordt er naast twee primers ook gebruik gemaakt van een DNA probe. Deze probe, die ligt tussen de twee primers, bindt aan het selecte genproduct waar de Taq-polymerase langs komt. Aan deze probe (TaqMan probe) zit een fluorescerend label (reporter) en een label met een dovend vermogen (quencher). Zolang de probe aan het selecte genproduct zit, wordt de reporter gehinderd in zijn fluorescentie door de quencher. Hierdoor wordt er geen fluorescentie gemeten door de Lightcycler®. De TaqMan probe maakt gebruik van de 5’ exonuclease activiteit van Taq Polymerase. Als de Taq Polymerase in de extensie fase van de PCR bij de probe gekomen is, wordt de probe afgebroken door de 5’ exonuclease activiteit van de Taq Polymerase, zodat de reporter vrijkomt van de quencher [fig.7]. Door het loskomen van de reporter van de quencher is het mogelijk om fluorescentie te meten met de Lightcycler®.  De Taqman-probe is veel selectiever dan SYBR® Green. Als er fluorescentie wordt gemeten met een Taqman-probe betekent het dat het selecte genproduct geamplificeerd is. 
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Fig.7: De Taqman probe hecht zich aan het selecte genproduct. Zodra de polymerase bij de probe arriveert valt de probe uiteen, door5’ exonuclease activiteit van Taq Polymerase. Hierdoor komt de reporter vrij van de quencher, waardoor het mogelijk is om fluorescentie te meten m.b.v de Lightcycler®. 

§1.10 DNA-isolatie

Zoals eerder vermeld hebben Giardia cysten een zeer sterke celwand, waardoor DNA-isolatie bemoeilijkt wordt. 

Om het DNA uit de cysten te krijgen, wordt bij onderzoeken naar Giardia DNA isolatie de faeces vaak voorbehandeld(22, 23, 24, 29). Hierdoor gaat de wand van de cyste kapot en kan het DNA geisoleerd worden. Voor het isoleren van het Giardia DNA zijn twee dingen van belang. Ten eerste moet men een homogene faeces suspensie hebben om de DNA-isolatie uit te voeren en ten tweede moeten de storende factoren die aanwezig zijn in de faeces verwijderd worden. Om DNA uit faeces te isoleren kan er gebruik gemaakt worden van verscheidene commerciële isolatie kits. Eén van deze kits is de Magnetic Extraction Reagents kit van Nuclisens®. Met deze kit wordt gewerkt met magnetische silica. Om een goede homogene feaces suspensie te krijgen, wordt de faeces met lysisbuffer goed gevortexed. De lysisbuffer zorgt ervoor dat de nucleïnezuren vrijkomen en doordat lysisbuffer het chaotropische zout Guanidinethiocyanaat bevat, wordt het vrijgekomen nucleïnezuur gestabiliseerd. Onder deze zoute omstandigheden bindt nucleinezuur aan de magnetische silica. Nadat het nucleinezuur aan de magnetische silica is gebonden, wordt door verscheidene wasstappen met wasbuffers storende factoren verwijderd. Het wassen wordt gedaan m.b.v. de Nuclisens® MiniMAG™. Dit apparaat  laat de magnetische silica roteren in de wasbuffers, zodat de storende factoren eruit worden gewassen. Na het wassen wordt vervolgens het geisoleerde DNA geëlueerd van de magnetische silica m.b.v. elutiebuffer. Onderstaande figuur 8 geeft een schematisch overzicht van de isolatie.
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Fig.8: Overzicht DNA-isolatie m.b.v. Magnetic Extraction Reagents kit van Nuclisens® en de Nuclisens® MiniMAG™. De faeces wordt gehomogeniseerd in lysisbuffer, magnetische silica wordt toegevoegd en vervolgens wordt de oplossing door verscheidene wasbuffers gewassen m.b.v. de Nuclisens® MiniMAG™ om storende factoren te verwijderen. Ten slotte wordt elutiebuffer toegevoegd om het geisoleerde DNA op te lossen.

2.Onderzoeksdoelstelling

Het doel van dit onderzoek is om de techniek van de tandemrepeats toepasbaar te maken op faeces. Hiervoor is een reproduceerbare DNA-isolatie methode nodig om DNA uit faeces te isoleren. Om de kwantiteit te controleren van deze DNA-isolatie methode zal er een kwantitatieve detectie methode voor Giardia ontwikkeld moeten worden. Hiervoor zal gekeken worden naar een RT-PCR, omdat met deze techniek zowel DNA gedetecteerd alsmede gekwantificeerd kan worden. Er zal worden gestreefd om een RT-PCR te ontwikkelen dat ook onderscheid kan maken tussen assemblage stammen A en B, want de tandemrepeats zijn immers ontwikkeld voor assemblage A stammen.

3.Materiaal en methode

§3.1 Gebruikte Giardia stammen
Bij het opzetten van een kwantitative detectiemethode voor Giardia met een RT-PCR is gebruikt gemaakt van gezuiverd DNA van gekweekte stammen van Giardia duodenalis.
Tabel 3: de gebruikte stammen van Giardia duodenalis voor het opzetten van kwantitatieve detectiemethode.
	DNA Code 
	Species.


	Assemblage
	Geografische

Herkomst 
	Gastheer
	Referentie

	420
	G. duodenalis
	A1
	Cambodja
	Mens
	Homan et al. 1998

	432
	G. duodenalis
	B1
	Nederland
	Mens
	Homan et al. 1991

	437
	G. duodenalis
	A1
	Indonesië
	Mens
	Homan et al. 1991

	438
	G. duodenalis
	B5
	Ghana
	Mens
	Homan et al. 1991


Om de sensitiviteit te bepalen van de RT-PCR werd gebruikt gemaakt van stam #420(zie tabel). Deze had een concentratie van 25 ng/µl. Vanuit deze standaardconcentratie werd de stam verder (door)verdund m.b.v. 1xTE(Tris EDTA Buffer 100x 1:100 Fluka®). 

Om de RT-PCR te kwantificeren werd geïsoleerd faeces DNA zonder Giardia gespiked met verschillende verdunningen van stam #420. Het geïsoleerde faeces DNA was faeces uit de diagnostiek waar geen Giardia in was gediagnosticeerd. Deze faeces was met de Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit en de MiniMAG (BioMérieux®) geïsoleerd. De spike bestond uit 1µl geïsoleerd faeces DNA zonder Giardia met 1µl Giardia DNA (verdunnining stam #420).
Om de specificitiet te onderzoeken van de probe werd gebruikt gemaakt van 2 assemblage A stammen (#420 en #437) en 2 assemblage B stammen (#423 en 438). 

§3.2 RT-PCR’s
§3.2.1 GdH-bepaling 

Het reactiemengsel dat gebruikt werd voor de RT-PCR voor GdH:
	H2O
	14,6 (l

	SYBR Green* 
	2 (l

	MgCl2 (25mM)
	1 (l

	Primer 289
	0.2 (l

	Primer 288
	0.2 (l


*SybrGreen (Lightcycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green I, 10xconc.) bevat Faststart Taq DNA polymerase, Reactie buffer, dNTP mix, SYBR Green I kleurstof en 10 mM MgCl2
§3.2.2 (-Giardine-bepaling 

Het reactiemengsel dat gebruikt werd voor de RT-PCR voor (-Giardine:
Detectie met probe:

     
	H2O
	12,4 (l

	Hotstartmix*
	2 (l

	MgCl2 (25mM)
	3(l

	Primer 317
	0.2(l

	Primer 320
	0.2 (l

	Probe 346
	0.2 (l


*Hotstartmix (Lightcycler® Faststart Reaction Mix HybProbe) bevat  Faststart Taq DNA Polymerase, reactie buffer, dNTP mix en 10 mM MgCl2

	H2O
	12,6 (l

	SYBR Green*
	2 (l

	MgCl2 (25mM)
	3(l

	Primer 319
	0.2(l

	Primer 320
	0.2 (l


Detectie met SYBR® Green:
*SybrGreen (Lightcycler® FastStart Reaction Mix SYBR Green I, 10xconc.) bevat Faststart Taq DNA polymerase, Reactie buffer, dNTP mix, SYBR Green I kleurstof en 10 mM MgCl2
§3.2.3 PhHV-bepaling

Van isolaties van faeces, die geisoleerd waren Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit en de MiniMAG (BioMérieux®) werd de PhHV(zeehondenvirus), wat toegevoegd was bij de faeces tijdens de isolatie.

Het reactiemengsel dat gebruikt werd voor de RT-PCR voor PhHV:
	H2O
	13 ul
	

	Hotstartmix*
	2 ul
	

	MgCl2 (25mM)
	2.4 ul 
	

	PHhV-fp
	0.2 ul
	Forward primer

	PHhV-rp
	0.2 ul
	Reverse primer

	PHhV-tp-fam
	0.2 ul
	Taqman probe 


*Hotstartmix (Lightcycler® Faststart Reaction Mix HybProbe) bevat  Faststart Taq DNA Polymerase, reactie buffer, dNTP mix en 10 mM MgCl2

18 (l van deze mastermix werd met 2 (l DNA sample in een Lightcycler® capillair (Roche®) gepipetteerd. Als blanco werd 2 (l TE(Tris EDTA Buffer 100x 1:100 Fluka®) of elutiebuffer gebruikt i.p.v. DNA sample. Als het DNA verdund of opgelost was met TE werd als blanco TE meegenomen en als het DNA verdund of opgelost was met elutiebuffer werd als blanco elutiebuffer meegenomen.Vervolgens werden de gevulde capillairen in een carrousel (Roche®)  geplaatst en afgedraaid in een carrousel centrifuge (Roche®) voor 15 sec. Daarna werd de carrousel in de Lightcycler® 2.0 System geplaatst en werd de PCR gerund.
Het PCR programma voor GdH-bepaling:
	Activation
	1 cycle
	Denaturation
	95°C
	10 min.

	Amplification
	45 cycles
	Annealing
	74°C
	5 sec.

	
	
	Extension
	74°C
	40 sec.


Het PCR programma voor (-Giardine:
	Activation
	1 cycle
	Denaturation
	95°C
	10 min.

	Amplification
	45 cycles
	Annealing
	60°C
	30 sec.

	
	
	Extension
	74°C
	30 sec.


Het PCR programma voor PHhV:

	Activation
	1 cycle
	Denaturation
	95ºC
	10 min.

	Amplification
	4 cycles
	Annealing
	64ºC
	5 sec.

	
	
	Extension
	72ºC
	20 sec.

	
	41 cycles
	Annealing
	60ºC
	5 sec.

	
	
	Extension
	72ºC
	20 sec.


Met behulp met Lightcycler software 4.05 van Roche® werden de amplificatiecurves en meltingcurves geanalyseerd. 

De verwachte Ct-waarde van de PHhV bepaling van de isolaties moest rond de 31 of lager liggen. Als de Ct-waarde hoger dan 31 was, was er remming van de isolatie.

§3.3 Agarosegel electroforese

DNA-producten die geamplificeerd waren met.de RT-PCR voor GdH en (-Giardine  werden zichtbaar gemaakt op een agarosegel d.m.v. electroforese
Werkwijze:

Gelbereiding:

Er werd 1,5 gr. agarose (Fluka®) afgewogen in een Erlenmeyer en daar werd 100 ml 0,5 TBE (0,5x Tris/Borate/EDTA buffer, Sigma®) aan toegevoegd en daarna gezwenkt. In de magnetron werd de TBE met agarose gekookt, net zolang totdat alle agarose was opgelost. Daarna  werd er 2 (l EtBr (10 mg/ml, Merck®) aan toegevoegd. 50 ml. van deze oplossing, als die was afgekoeld tot handwarmte, werd in een geltray gegoten en een kam werd in de oplossing geplaatst. Als de gel gestold was, werd de kam en de schotjes verwijderd. De geltray werd in een gelelectroforese-bak geplaatst en er werd 0,5 TBE toegevoegd, totdat de gel onderstond.

Gel runnen:

In een microtiterplaat werd 3 (l DNA monster en 1 (l loadingbuffer gemengd en vervolgens werd er daarvan 3 (l in een slotje van de gel gepipetteerd. Van een DNA marker (100bp, Genecraft®) werd 1 (l gepipetteerd in een slotje. Door het meelopen van de DNA marker kan men de lengte van het DNA-fragment bepalen. Voor de GDH-bepaling werd er gezocht naar een fragment van ±300 bp, terwijl bij de (-Giardine-bepaling gezocht werd naar een fragment van ±90 bp.  Tenslotte werd een deksel op gelelectroforese-bak geplaatst en de gel werd gerund bij 100V.

Gel bekijken:

Om de gel te bekijken werd de stroom uitgedaan en de gel werd uit de gelelectroforese-bak gehaald. De gel werd in de UV lichtbak (Syngene®) geplaatst en werd bekeken. Van de gel werd een foto gemaakt m.b.v. het computerprogramma GeneSnap(. Indien het nodig was, werd de gel weer verder gerund.

§3.4 Overzicht gebruikte oligonucleotiden

	Lab. nr.
	Primer
	Sequentie 5'-3'
	Firma
	Experiment
	referentie

	143
	GDH-F mlst
	GGCCTCCG TTCCACCCCTCTGT
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	144
	GDH-F mlst
	TGGGATACTTCTCCTTGAACT
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	287
	GDH 1-F
	GTCTACTTCCTGGAGGAGATG
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	288
	GDH 1-R
	ATGATGCAATCCATCTGGCCCT
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	289
	GDH 2-F
	AGATGTGCAAGGACAACAACACT
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	290
	GDH 2-R
	GATGCAATCCATCTGGCCCTC
	Isogen
	GDH-gene
	eigen ontwerp

	317
	Giardin-F
	AGCGCCAGGCCTCGTT
	Isogen
	beta-Giardine 
	Guy et al. 2004

	318
	Giardin-R
	GCTTAGTGCTTTGTGACCATCG
	Isogen
	beta-Giardine 
	Guy et al. 2004

	319
	Giardin-F-inner
	CATCCGCGAGGAGGTCAA
	Isogen
	beta-Giardine 
	Guy et al. 2004

	320
	Giardin-R-inner
	GCAGCCATGGTGTCGATCT
	Isogen
	beta-Giardine 
	Guy et al. 2004

	346
	Giardin probe I
	AAGTCCGCCGACAACATGTACCTAACGA
	Isogen
	Taqman probe 
	Guy et al. 2004

	 
	PHhV-fp
	 
	 
	Interne controle
	STECproject RIVM

	 
	PHhV-rp
	 
	 
	Interne controle
	STECproject RIVM

	 
	PHhV-tp-fam
	 
	 
	Interne controle
	STECproject RIVM


§3.5 DNA-isolatie 
Er werd voor het isoleren van Giardia DNA uit faeces, faeces gebruikt welke microscopisch positief waren bevonden door de afdeling Parasitologie van het Streeklaboratorium Kennemerland.

Met behulp van Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit en de MiniMAG (BioMérieux®) werd DNA geisoleerd uit faeces.
Werkwijze lysis:

200 mg. faeces werd afgewogen en in een epje gedaan. Bij de faeces werd 800 L6 lysisbuffer (Nuclisens®) en de suspensie werd daarna goed gehomogeniseerd, gepipetteerd naar een 1,5 ml. epje en bewaard bij -20(C tot DNA-isolatie of er werd direct verder gegaan met DNA-isolatie.

Het 1,5 ml. epje werd 5 minuten gecentrifugeerd bij 13000 rpm. Van het supernatant werd er 200 µl met 2 ml Lysis buffer (Nuclisens®) in een centrifugebuis gedaan. Dit werd daarna goed gemixed m.b.v. een vortex, om vervolgens 10 minuten bij kamertemperatuur te worden geïncubeerd. 

Werkwijze binding:

Na de 10 minuten incubatie werd er 50 (l Magnetic beads (Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit) toegevoegd. Als interne controle werd er 40 (l zeehondenvirus (PHhV) toegevoegd. De centrifugebuis werd daarna goed gemixed m.b.v. een vortex, om vervolgens 10 minuten bij kamertemperatuur te worden geïncubeerd. 
Werkwijze wassen:
Na de 10 minuten incubatie bij kamertemperatuur werd het epje voor 2 minuten gecentrifugeerd bij 1000 rpm. Na het centrifugeren werd het supernatant verwijderd, de  Magnetic beads werden opgelost in 400µl wasbuffer 1, overgepipeteerd naar een 1,5 ml epje en werd er volgens onderstaand schema gewassen met behulp van de MiniMAG (BioMérieux®)(Tabel x)

Tabel 4: schema wasstappen MiniMAG
	Wasstap
	Wasbuffer
	Hoeveelheid (µl)
	Was tijd (sec.)

	 
	 
	 
	 

	1
	1
	200
	30

	2
	1
	400
	30

	3
	2
	500
	30

	4
	2
	500
	30

	5
	3
	500
	15


Na elke wasstap werd de buffer verwijderd en daarna de magneet van de MiniMAG (BioMérieux®) uitgedaan om de volgende wasbuffer toe te voegen. Na toevoeging van de nieuwe wasbuffer werd de magneet van de MiniMAG (BioMérieux®) weer aangedaan en werd de magnetische silica vervolgens weer gewassen op Step 1(=1 rotatie per sec.) van de MiniMAG (BioMérieux®).

Werkwijze elutie:

Nadat bij de laatste wasstap de wasbuffer was verwijderd, werd er bij de magnetische silica 100 (l elutiebuffer (Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit) toegevoegd en de oplossing werd vervolgens gesuspendeerd. Hierna werd de oplossing 5 minuten geincubeerd bij 60°C in de thermoshaker (Thermomixer compact, Eppendorf®) bij een snelheid van 1400 rpm. Na deze incubatie werden de epjes in een magnetisch rek geplaatst om het eluaat over te brengen in een schoon epje. Dit epje werd bewaard bij -20°C.

§3.6 Spiken van faeces

Werkwijze:

Een faeces, waarbij Giardia was gediagnosticeerd door de afdeling parasitologie van Streeklaboratorium Kennemerland te Haarlem en gedetecteerd was met de RT-PCR, werd verdund met water om een homogene faecessuspensie te krijgen. Bij deze faecesoplossing werd een magnetisch roerstaafje toegevoegd en vervolgens 3 uur m.b.v. een magnetische roerder goed gehomogeniseerd. Deze suspensie werd geteld(Zie Giardia tellen in faeces). De homogene faecessuspensie werd in verschillende verhoudingen met een faeces, waar geen Giardia in was gediagnosticeerd, goed gemengd(Tabel 5). Van deze verschillende faecesmonsters werd het aantal cysten per gram berekend.

Tabel 5: De 7 verschillende verhoudingen waarmee de faeces zonder Giardia gemengd werd met de faeces met het bekende aantal cysten per gram. 

	Nr. faeces monster
	Faeces zonder Giardia (mg.)
	Faeces met Giardia (mg.)

	1
	0
	800

	2
	100
	700

	3
	200
	600

	4
	400
	400

	5
	600
	200

	6
	700
	100

	7
	800
	0


§3.7 Giardia tellen in faeces

De concentratie cysten werd bepaald van faeces, welke microscopisch positief waren bevonden door de afdeling Parasitologie van het Streeklaboratorium Kennemerland  

Werkwijze:

Van faeces, waarbij Giardia was gediagnosticeerd door de afdeling parasitologie van Streeklaboratorium Kennemerland te Haarlem en gedetecteerd was met de RT-PCR, werd ongeveer 0,25 gram opgelost in 1,75 ml. aquadest (verdunning 1:8). De oplossing werd zo goed mogelijk gehomogeniseerd met behulp van een vortex. Van deze oplossing werden 1 druppel gemengd met 1 druppel JKJ (3 gr. Kaliumjodide +2 gr. Jodiumkristallen aangevuld tot 100ml. met aquadest). JKJ wordt gebruikt om voornamelijk de inwendige structuur van o.a. kernen en vacuolen beter zichtbaar te maken van zowel het vegatieve als het cyste stadium van protozoaire darmparasieten. Van deze gemengde oplossing werd met behulp van een pasteurse pipet de Burker-telkamer gevuld. De Burker-telkamer werd onder de microscoop bekeken bij een 10x40 vergroting. De Burker-telkamer bestaat uit 2 vakken ieder weer onderverdeeld in 144 kleinere vakjes. Elk klein vakje heeft een inhoud van 0,004mm3. Van de telkamer werd van 25 vakjes (0,1 mm3 = 0,1μl) het aantal Giardia cysten geteld in duplo. Als het beeld moeilijk te beoordelen was door storende bestanddelen van de faeces, werd de 1 ml. van de gehomogeniseerde faecesoplossing nog een keer verdund met 1 ml. aquadest (verdunning 1:16). Om het aantal cysten per ml faeces te berekenen werd het aantal getelde cysten vermenigvuldigd, rekening houdend met de 1 op 1 verdunning met JKJ, met 16.104 (verdunnining aquadest 1:8) of 32.104 (verdunning aquadest 1:16). Er werd uitgegaan dat 1 gram faeces hetzelfde was als 1 ml faeces, zodat gezegd kon worden dat het berekende aantal cysten per gram was i.p.v. ml.

4.Resultaten

§4.1 Opzetten kwantitatieve detectiemethode
§4.1.1 GdH-bepaling
Voor het opzetten van een kwantitatieve detectie methode voor Giardia werd gezocht naar een RT-PCR. Als target was gekozen voor het GdH-gen van Giardia, want binnen dit gen zit verschil in sequentie tussen assemblage A en B.
Op NCBI werd gezocht naar een sequentie van het GdH-gen van een Giardia stam. Hieruit werd willekeurig U 47632 uit geselecteerd. De sequentie van het GdH-gen van deze Giardia stam werd geBLAST met behulp van BLASTn van NCBI (National Center of Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Hieruit zijn 10 andere stammen uit geselecteerd, waarbij is gekeken naar de diversiteit van het genotype, gastheer en herkomst (Bijlage I)

Met behulp van het computerprogrammapakket Lasergene® van DNA-Star 

werden de sequenties van het GdH-gen van deze 11 stammen met elkaar vergeleken, een zogenaamde alignement (Bijlage II). Als eerste werd in deze alignement de restrictiesites van het restrictie-enzym DDE-1 opgezocht. De eerste restrictiesite van dit enzym lag op 770 bp van stam M84604, wat de langste sequentie had en bovendien de Portland strain was. Deze restrictiesite was niet bruikbaar, want de base-variatie zat alleen op de ‘n’-plaats van de site (CTnAG), waardoor er geen onderscheid gemaakt kon worden tussen verschillende assemblages. De tweede restrictiesite lag op 997 bp van stam M86404. Deze site was wel bruikbaar, omdat deze alleen knipt bij assemblage A, dus een onderscheidend vermogen tussen assemblage A en non-A.

De tweede restrictiesite van DDE-1 lag op 997 bp van stam M86404. Deze site moest tussen de forward primer en de reverse primer liggen. Er werden primers gezocht tussen de 860 bp en 1210 bp van stam M86404, waarbij de forward-primers voor 997 bp lag en de reverse-primers na 997 bp lag en zowel de forward-primers en de reverse-primers in zo constant mogelijke regio’s van de sequenties lagen. Met behulp van de website www.changbioscience.com werden twee geschikte forward- en twee geschikte reverse-primers gevonden.

De beste primersetcombinatie (F-289/R-288) en beste MgCl2-concentratie (1 μl 25 mM), waarbij het meeste select genprodukt en het minste bijprodukt werd gevormd, werd bepaald voor de GdH-bepaling(Deze resulaten zijn niet opgenomen in het verslag).
Van verschillende verdunningen van Giardia DNA werd de GdH-bepaling ingezet op de Lightcycler®. Detectie werd gedaan met SYBR® Green.
Curves van de GdH-bepaling bij annealingstemperatuur van 60°C: 
Amplificatie curve

	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)

	1
	25.100

	2
	25.10-1

	3
	25.10-2

	4
	25.10-3

	5
	25.10-4
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Fig.9 Resulaten RT-PCR GdH-bepaling van verschillende Giardia DNA concentraties bij annealingstemperatuur van 60°C.
Omdat de verdunningen van het Giardia DNA steeds met een factor 10 werden verdund werd bij de amplificatiecurve steeds een verschil in cycli verwacht van ±3,2 (2x=10). Bij nr.1, 2 en 3 lijkt dit te kloppen, maar naarmate de concentratie van het DNA kleiner werd kwamen de amplificatiecurves dichter op elkaar te liggen. Dit duidde op amplificatie van bijproducten. Dit is ook te zien bij de meltingcurve. Bij nr.1, 2 en 3 onstaat dezelfde piek (rode pijl), maar bij nr.4 en 5 onstaan er andere pieken, wat duidde op het uit elkaar vallen van een ander product dan het selecte genproduct. Op de gel vervolgens is goed te zien dat bij nr.1, 2 en 3 het selecte genproduct van 307bp te zien was. Bij nr.3 werd ook nog bijproduct gevormd en bij nr.4 en 5 werden alleen maar bijproducten gevormd. 
De detectielimiet die bepaald was voor de kwantitatieve detectiemethode was 4,4.10-6 ng/µl (Zie bijlage IV). Met de GdH-bepaling werd nu nog maar 25.10-2 ng/µl aangetoond.
Om de RT-PCR gevoeliger te krijgen moesten de bijproducten weg gewerkt worden. Dit werd geprobeerd d.m.v. verhogingen van de aneallingstemperatuur en verschillende verdunningen van de primers te gebruiken:
Annealingstemperatuur 65°C:

	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)

	1
	Blanco

	2
	2,5.100

	3
	2,5.10-1

	4
	2,5.10-2

	5
	2,5.10-3

	6
	2,5.10-4

	7
	2,5.10-5

	8
	2,5.10-6
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Fig.10: Resulaten RT-PCR GdH-bepaling bij annealingstemperatuur van 65°C.
Annealingstemperatuur 69°C , primerconcentratie van de primers vergleken met een 10x verdunning van de primerconcentratie:
	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)
	

	1
	Blanco
	primers onverdund

	2
	2,5.10-1
	primers onverdund

	3
	2,5.10-1
	primers onverdund

	4
	Blanco
	primers verdund 1:10

	5
	2,5.10-1
	primers verdund 1:10

	6
	2,5.10-1
	primers verdund 1:10
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Fig.11: Resulaten RT-PCR GdH-bepaling annealingstemperatuur van 69°C en  vergelijking concentratie van de primers met een 10x verdunning van de primerconcentratie.
Annealingstemperatuur 74°C, verschillende primerverdunningen:

	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)
	

	1
	2,5.10-1
	primers onverdund

	2
	2,5.10-1
	primers verdund 1:2

	3
	2,5.10-1
	primers verdund 1:4

	4
	2,5.10-1
	primers verdund 1:8
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Fig.12: Resulaten RT-PCR GdH-bepaling annealingstemperatuur van 74°C en  vergelijking verschillende verdunningen van de primerconcentratie.
Verhoging van de annealingstemperatuur gaf niet het gewenste effect dat de grote hoeveelheid bijproducten verdween. Zelfs bij 74°C gaf de RT-PCR nog veel bijproducten. Door de primers te verdunnen werd er wel steeds minder bijproduct geamplificeerd, maar ook veel minder select genproduct. 
Het was niet mogelijk om de grote hoeveelheid bijproducten te verminderen door de RT-PCR voor het GdH-gen te optimaliseren. Variaties in de annealingstemperatuur, primerconcentraties en MgCl2-concentratie hebben niet mogen baten om deze bijproducten te doen verminderen of verdwijnen. Omdat de hoeveelheid bijproducten zo groot bleef, was het onmogelijk om een gevoelige RT-PCR te ontwikkelen die de detectielimiet van 4,4.10-6 ng/µl kon bereiken. De bijproducten zaten in de weg om kleine hoeveelheden Giardia DNA te detecteren en te amplificeren.

§4.1.2 β-Giardine bepaling

Gezien de resultaten die werden behaald met de RT-PCR voor de GdH bepaling, werd er gekeken naar een nieuwe RT-PCR. Omdat het onderzoek gericht was op een goed werkende Giardia DNA isolatie-methode uit faeces, moest deze RT-PCR snel worden gevonden. Om weer een nieuwe RT-PCR te ontwikkelen, zoals de GdH bepaling, zou er teveel tijd verloren gaan. Om die reden werd er besloten om een RT-PCR uit de literatuur te halen(22). Hierbij werd gewerkt met β-Giardine als target (Bijlage III).
De β-Giardine bepaling werd getest op verschillende verdunningen van Giardia DNA om de sensitivitiet te bepalen. De detectie werd gedaan met SYBR® Green.
Amplicifatie curve
	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)

	1
	Blanco

	2
	5.10-2

	3
	5.10-4

	4
	5.10-6

	5
	5.10-7
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Fig.13: Resulaten RT-PCR β-Giardine -bepaling annealingstemperatuur van 60°
Tussen de DNA-concentraties van nr.2, 3 en 4 zat steeds een factor 100. Verwacht was dat de amplificatiecurves van de verschillende DNA-verdunningen na elkaar zouden opkomen met ±6,6 cycli er tussen (2x=100). Dit was niet het geval, dus naast productie van het β-Giardine, was er ook amplificatie van bijproducten. Dit is goed te zien bij de meltingcurves. De rode pijl geeft de meltingcurve van β-Giardine weer, maar naarmate de concentratie van Giardia DNA kleiner wordt, komen er andere pieken op. Dit duidde op amplificatie van bijproducten. Op de gel is tot nr.4 (5.10-6 ng DNA/µl) een bandje te zien van 97bp. Naarmate de concentratie van het Giardia DNA afnam, nam de hoeveelheid bijproduct toe. De detectielimiet van 4,4.10-6 ng DNA/µl werd wel benaderd met de β-Giardine bepaling. Hiermee bleek dat de sensitiviteit van de PCR goed genoeg was.
De volgende stap was om geïsoleerd faeces DNA zonder Giardia te spiken met verschillende verdunningen van Giardia DNA om de RT-PCR te kwantificeren. Hiervan werd de β-Giardine bepaling. De detectie werd gedaan met SYBR® Green.
Amplificatiecurve

	nr.
	Concentratie spike (ng/µl)

	1
	pos.controle

	2
	Blanco

	3
	5

	4
	5.10-1

	5
	5.10-2

	6
	5.10-3

	7
	5.10-4

	8
	5.10-5

	9
	5.10-6
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fig.14:Resultaten β-Giardine-bepaling van geïsoleerd DNA uit faeces waar geen Giardia inzat gespiked met aflopende concentraties van Giardia DNA bij annealingstemperatuur60°C.
Bij de amplificatiecurve is te zien dat bijna alle Ct-waarde bij elkaar zitten, dit duidde op amplificatie van bijproducten. Bij de meltingcurve is dat ook goed te zien. Naast de piek van het β-Giardine(rode pijl) zijn er steeds meer andere pieken te zien naarmate de concentratie van de spike kleiner werd. Op de gel zijn de vele bijproducten aantoonbaar gemaakt. Naarmate de concentratie van de spike kleiner werd, werd het selecte genproduct van 97bp op de gel steeds minder goed zichtbaar. Met gespiked faeces DNA was het nog niet mogelijk om een kwantitative detectiemethode te ontwikkelen met de β-Giardine bepaling. Het DNA in de faeces zorgde voor veel bijproducten, zodat de RT-PCR niet de kleine concentraties Giardia DNA kon detecteren en amplificeren.Door bij het volgende experiment de annealingstemperatuur te verhogen naar 65°C en de extensietijd te verlagen naar 4 sec. werd getracht de grote hoeveelheid bijproducten te verminderen. De detectie werd gedaan met SYBR® Green.
Amplificatiecurve

	nr.
	Concentratie spike (ng/µl)

	1
	pos.controle

	2
	Blanco

	3
	5

	4
	5.10-1

	5
	5.10-2

	6
	5.10-3

	7
	5.10-4

	8
	5.10-5

	9
	5.10-6
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fig.15:Resultaten β-Giardine-bepaling van geïsoleerd DNA uit faeces waar geen Giardia inzat gespiked met aflopende concentraties van Giardia DNA bij annealingstemperatuur 65°C en extensietijd 4 sec..
Door de veranderingen in de annealingstemperatuur en extensietijd werd de hoeveelheid bijproducten aanzienlijk verminderd. Maar bij de lagere spike-concentraties werden er wel steeds meer bijproducten gevormd, wat je kan zien bij de meltingcurve. Naast de piek van het β-Giardine(rode pijl) zijn er steeds meer andere pieken te zien naarmate de concentratie van de spike kleiner werd. Op de gel is dat ook goed te zien, bij lagere spike concentraties neemt de hoeveelheid bijproducten toe. 

Door de bijproducten in faeces DNA was het niet mogelijk om met SYBR® Green een kwantitatieve PCR te ontwikkelen, omdat met SYBR® Green alle dubbelstrengs DNA wordt gemeten. Daarom werd een Taqman-probe ontwikkeld, beschreven in de literatuur(22)(Bijlage III). Met een Taqman-probe wordt de fluorescentie van de bijproducten niet gemeten, maar alleen van het selecte genproduct, waardoor het mogelijk wordt om je PCR te kwantificeren.

Eerst werd de sensitiviteit van de  β-Giardine bepaling met de probe getest. De β-Giardine bepaling werd gedaan op verschillende verdunningen van Giardia DNA. Detectie werd gedaan met de Taqman-probe. De bepaling werd gedaan met een annealingstemperatuur van 65°C.
Amlificatiecurve

	nr.
	Concentratie DNA (ng/µl)

	1
	5.10-1

	2
	5.10-3

	3
	5.10-6
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 Fig.16: Resultaten  sensitiviteit β-Giardine-bepaling met Taqman-probe
Bij elke verdunning van het Giardia DNA heeft de amplificatiecurve een Ct-waarde. Het β-Giardine gen is bij elke verdunning aangetoond. Bij een DNA concentratie van 5.10-6 ng/µl werd ook een Ct-waarde aangetoond. De β-Giardine bepaling met de probe was gevoelig genoeg om de detectielimiet te benaderen.

Vervolgens werd geïsoleerd faeces DNA zonder Giardia gespiked met verdunningen van Giardia DNA om de RT-PCR te kwantificeren. Hier werd de β-Giardine bepaling van gedaan. Detectie werd gedaan met de Taqman-probe.

Amplificatiecurve
	nr.
	Concentratie spike (ng/ul)

	1
	Blanco I

	2
	Blanco II

	3
	5.10-6

	4
	5.10-5

	5
	5.10-4

	6
	5.10-3

	7
	5.10-2

	8
	5.10-1
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Bij elke 10x verdunning van de spike concentratie zie je de Ct-waarde met ±3,3(2x=10) stijgen. Nr.3 heeft ook een oplopende curve. De RT-PCR voor β-Giardine probe is gevoelig genoeg, aangezien de norm vastgesteld was op 4,4.10-6 ng/µl(Bijlage IV). 
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Fig.17: Resultaten β-Giardine-bepaling van geïsoleerd  DNA uit faeces waar geen Giardia inzat gespiked met aflopende concentraties van Giardia DNA bij annealingstemperatuur van 65°C
Op de gel was te zien dat de beide blanco’s geen bandje vertonen ter grootte van 97 bp. Bij de oplopende reeks van concentratie DNA/μl was vanaf nr.2 bandjes van 97 bp in oplopende diktes te zien.

De Ct-waarden werden in een ijkgrafiek gezet tegen het aantal cysten/μl m.b.v. Excel (Microsoft®)[fig18]. Aangezien het aantal cysten/μl in de spikes steeds met een factor 10 werd verdund, werd van het aantal cysten/μl de logaritme genomen om een lineair verband aan te kunnen tonen met de Ct-waarde. Het aantal cysten/μl werd berekend d.m.v. de concentratie Giardia DNA om te rekenen naar cysten.
Tabel 6: Het logaritme van het aantal cysten/µl naast de bijbehorende Ct-waarde gezet. 
	Concentratie DNA (ng/ul)
	Aantal cysten/µl
	Log aantal cysten/µl
	Ct-waarde

	5.10-1
	9.105
	5.954.242.509
	21,32

	5.10-2
	9.104
	4.954.242.509
	25,11

	5.10-3
	9.103
	3.954.242.509
	28,58

	5.10-4
	9.102
	2.954.242.509
	31,73

	5.10-5
	9.101
	1.954.242.509
	35,06
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Fig.18: De ijklijn geeft het lineaire verband aan tussen het logaritme van het aantal cysten/μl en de Ct-waarde.

Omdat de probe in de sequentie 2 mismatches had met Giardia duodenalis assemblage B en geen mismatches had met Giardia duodenalis assemblage A [fig.19] werd de probe getest op specificiteit. De probe werd bij 2 verschillende annealingstemperaturen getest. De β-Giardine bepaling werd gedaan op Giardia DNA van 2 assemblage A en 2 assemblage B stammen. Detectie werd gedaan met de Taqman-probe.
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Fig.19: De regio uit de alignment waar de primer en probe liggen uit het artikel van Rebecca Guy(22). Met het rode kader zijn de twee mismatches die Giardia assemblage B heeft met de prob aangegeven.
Annealingstemperatuur 65°C:
	nr.
	Soort monster
	Assemblage

	1
	Blanco
	nvt

	2
	Stam #420
	A

	3
	Stam #432
	B

	4
	Stam #438
	B

	5
	Stam #437
	A
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Annealingstemperatuur 60ºC:

	nr.
	Soort monster
	Assemblage

	1
	Blanco
	nvt

	2
	Stam #420
	A

	3
	Stam #432
	B

	4
	Stam #438
	B

	5
	Stam #437
	A
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fig.20: Resultaten β-Giardine-bepaling specificiteit Taqman-probe bij verschillende annealingstemperaturen.
Bij een annealingstemperatuur van 65ºC hebben de beide assemblage B stammen geen Ct-waarde, terwijl beide assemblage A stammen wel een Ct-waarde vertonen. Bij een annealingstemperatuur van 60ºC hebben zowel beide assemblage A stammen als beide assemblage B stammen een Ct-waarde. De probe is dus minder specifiek bij lagere annealingstemperaturen.
§4.2 DNA-isolatiemethode
Een faeces die microscopisch positief voor Giardia was bevonden door de afdeling parasitologie werd geisoleerd. Van deze isolatie werd de β-Giardine bepaling ingezet met een annealingstemperatuur van 60ºC. Detectie werd gedaan met de Taqman-probe.
Amplificatie curve 
	nr
	soort monster

	1
	Blanco

	2
	Pos.controle (Giardia DNA)

	6
	Isolatie positieve faeces
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Fig.21: Resultaten β-Giardine-bepaling van isolatie positieve faeces met Taqman-probe bij annealingstemperatuur van 60°C.
De isolatie van de positieve faeces vertoonde een Ct-waarde. Er was dus Giardia DNA geisoleerd uit de positieve faeces. Met behulp van deze positieve faeces werd kon er faeces worden gespiked. Deze faeces spikes werden vervolgens geisoleerd en van de isolaties werd de β-Giardine bepaling van ingezet met een annealingstemperatuur van 60ºC. Detectie werd gedaan met de Taqman-probe.
	nr.
	Concentratie cysten/gr. faeces

	1
	Blanco

	3
	5,6.106

	4
	4,9.106

	5
	4,2.106

	6
	2,8.106

	7
	1,4.106

	8
	0,7.106
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Fig.22: Resultaten β-Giardine-bepaling van isolaties van gespiked faeces met Taqman-probe bij annealingstemperatuur van 60°C.
M.b.v. de ijklijn kon d.m.v. de verkregen Ct-waarde van de isolaties, het aantal cysten berekent worden die gedetecteert waren door de β-Giardine bepaling. Door het detecteerde aantal cysten te delen door het verwachte aantal cysten en maal 100% te doen, werd de recovery berekent van de isolatie.
Tabel 7: De recovery van de verschillende isolaties van gespiked faeces
	Concentratie cysten per gram faeces
	Ct-waarde
	Verwacht  aantal cysten
	Gedetecteerde aantal cysten
	Recovery

	5,6.106
	30,58
	8960
	1169
	13.0%

	4,9.106
	32,11
	7840
	337
	4.3%

	4,2.106
	33,67
	6720
	95
	1.4%

	2,8.106
	34,5
	4480
	48
	1.1%

	1,4.106
	35,02
	2240
	32
	1.4%

	0,7.106
	35,47
	1120
	22
	2.0%


De recovery liep uiteen van 1,1% tot 13,0%. Bij een faeces met een hogere concentratie aantal cysten per gram werd een hogere recovery bevonden dan bij faeces met een lagere concentratie cysten per gram.
Van de isolaties werd de PhHv-bepaling gedaan (Deze resulaten zijn niet opgenomen in het verslag). De Ct-waarden van alle isolaties lagen onder de 31, dus er was geen remming plaats gevonden in de isolatie.
5.Conclusie/Discussie

Conclusie

Met de real-time PCR met als target het β-Giardine gen is het mogelijk gebleken om een  kwantitatieve detectiemethode voor Giardia te ontwikkelen. Het is met deze RT-PCR nog niet mogelijk om onderscheid te kunnen maken tussen Giardia assemblage A en B. De isolatiemethode met de Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit had een recovery tussen de 1,1 en 13,0% van het Giardia DNA.

Het ontwikkelen van een kwantitatieve detectiemethode is niet mogelijk gebleken met de primers die waren ontworpen voor het GdH-gen van Giardia.. 
Discussie

GdH-bepaling

De Gdh-bepaling had veel last van bijproducten. De primers vormden bij lagere concentratie van Giardia DNA allemaal onderling complementaire basenparen. Getracht werd door verschillende parameters (annealingstemperatuur, primerconcentraties en MgCl2-concentratie) te variëren om deze bijproducten te doen verdwijnen of verminderen. Maar zelfs bij een annealingstemperatuur van 74°C overheerste de bijproducten bij lage concentraties Giardia DNA in de PCR reactie. Uiteindelijk is het niet gelukt de sterke hoeveelheid bijproducten te verminderen door de RT-PCR voor het GDH-gen te optimaliseren.. Omdat de hoeveelheid bijproducten zo groot bleef, was het onmogelijk om een gevoelige PCR te ontwikkelen die de norm van 4,4.10-6 ng/μl kon bereiken. Bij lagere concentraties van Giardia DNA in de PCR-reactie overheersen de bijproducten zo erg, dat amplificatie van het GdH-gen van Giardia onmogelijk werd gemaakt. In toekomstig onderzoek kan er nog wel bekeken worden of er betere primers voor een RT-PCR op het GdH-gen ontwikkelt kunnen worden. Het GdH-gen lijkt een goed target, omdat in het gen onderscheid is te maken tussen assemblage A en B, wat noodzakelijk is voor het onderzoek naar de tandemrepeats.

β-Giardine bepaling

Bij de β-Giardine bepaling werd gewerkt met primers en een probe die uit de literatuur kwamen(22). Bij een spike-concentratie van 5.10-6 ng/µl was nog een amplificatiecurve waar te nemen m.b.v. de Lightcycler®. Op de agorosegel was het selecte genproduct van 97 bp goed te zien bij alle spike-concentraties. De RT-PCR voor het β-Giardine gen is gevoelig genoeg, kijkend naar de norm die vast was gesteld op 4,4.10-6 ng/µl. Het was dus gelukt om met de β-Giardine bepaling op de Lightcycler®  een kwantitatieve detectie methode voor Giardia duodenalis te ontwikkelen. 

Door de probe te testen op verschillende assemblage A- en B-stammen met een annealingstemperatuur van 65°C en van 60°C werd er geconcludeert dat de probe op beide assemblages werkt bij een lagere annealingstemperatuur terwijl bij een hogere de probe selectief is voor alleen assemblage A stammen. Doordat de sequentie van de probe 2 mismatches heeft met assemblage B en geen mismatches heeft met assemblage A, kon de selectivitiet verklaard worden van de probe bij hogere anealingstemperaturen. Hierdoor zou het in de toekomst mogelijk zijn om voor de β-Giardine bepaling een specifieke probe voor alleen assemblage B te ontwikkelen. Als deze probe dan ook bij hogere annealingstemperatuur alleen specifiek is voor assemblage B stammen, kan er met de β-Giardine bepaling op de Lightcycler® niet alleen Giardia gedetecteerd worden, maar ook een onderscheid gemaakt worden tussen assemblage A en B. Voor onderzoek naar tandemrepeats is dit noodzakelijk, omdat de tandemrepeats zijn ontwikkelt voor alleen assemblage A stammen. In het artikel(22) beweerde ze dat met deze probe en primers een goede kwantitatieve detectiemethode hadden ontwikkeld. Dit is dus niet helemaal juist, want de probe is duidelijker specifieker voor Giardia assemblage A dan voor B door de twee mismatches, waardoor Giardia assemblage B gemist kan worden in de detectie. Dit werd niet vermeld in het artikel.
DNA isolatie uit faeces

Met de ontwikkelde kwantitatieve detectie methode voor Giardia duodenalis kon er gekeken worden naar de isolatiemethode m.b.v. Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit en de MiniMAG (BioMérieux®). De recovery van de isolatie bleek tussen de 1,1 en 13,0% te zitten. De hogere percentages van de  recovery werden behaald bij faeces met een hogere concentratie cysten per gram. Bij de lagere concentratie van cysten per gram faeces werd een minimale recovery behaald. Gezegd moet worden dat de recovery percentages gebaseerd zijn op een eenmalig experiment. Harde conclusies over de recovery kunnen hierdoor niet gedaan worden. Het geeft alleen een indicatie van de recovery van het eenmalige experiment. Om uitspraken te doen over de recovery van de isolatie-kit zal er in de toekomst nog meerdere experimenten gedaan moet worden met gespiked faeces..

In het gunstigste geval (bij een hoge concentratie cysten per gram faeces) gaat er 87% van het DNA verloren bij het isoleren met de kit. 
Er kan nog niet gezegd worden of de recovery van 1,1-13,0% genoeg is voor de toepasbaarheid op tandemrepeats die gevonden zijn op het Streeklaboratorium Kennemerland. Hiervoor zal in verdergaand onderzoek de gevoeligheid van de PCR’s op de tandemrepeats bepaald moeten worden. Er is nu nog onbekend wat de gevoeligheid van deze PCR’s zijn.
Bij verscheidene onderzoeken (22, 23, 24, 29) wordt gebruikt gemaakt van een voorbewerking, zoals vriezen-dooien, centrifugeren en/of proteïnase K toevoeging, om de cysten open te breken en vervolgens het DNA te isoleren met een commerciële isolatiekit. In de toekomst kan er ook nog gekeken worden naar het verschil in DNA opbrengst tussen het isoleren met alleen de Nuclisens® Magnetic Extraction Reagents kit of het gebruik maken van een voorbewerking van de faeces, voordat er geïsoleerd wordt m.b.v. de kit.. Als de recovery hoger wordt d.m.v. een voorbewerking voor de faeces kan worden afgewogen of de winst in recovery opweegt tegen de hoeveelheid tijd en arbeid dat in het voorbewerken van de faeces gaat zitten.
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Bijlagen:

Bijlage I

	NCBI code
	Genotype
	gastheer
	herkomst

	U 47632
	.
	Hoefdier
	Australië

	AB 199737
	D
	Hond
	Japan

	DQ 090538
	B
	Mens
	Noorwegen

	AB 199740
	E
	Kalf
	Japan

	AY 826199
	.
	Schaap
	Nederland

	AB 159795
	.
	Fret
	Japan

	AY 178740
	E
	Kalf
	Australië

	M 86404
	A
	.
	USA

	AB 195224
	.
	Mens
	Japan

	L 40508
	B
	.
	Australië

	U 60986
	.
	Hond
	Australië


Tabel 8: Overzichtstabel van de 11 verschillende stammen van Giardia die gebruikt werden voor de alignement voor het zoeken naar primers voor de GdH-bepaling..

Bijlage II
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fig.23: Uit de 11 geselecteerde sequenties op NCBI waren er 4 lang genoeg om met elkaar te vergelijken (MegAlign). 1 van deze 4 stammen is de Portland strain: M84604. Dit is de stam, die door Giardia genome project (www.mbl.edu/Giardia) bijna helemaal is gesequenced. De knipsites van DDE-1 (CTnAG) zijn aangegeven met 
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-kader, waarbij de 
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-kader de variatie binnen deze knipsite aangeeft. De tweede knipsite knipt alleen de assemblage A en hierdoor kan er onderscheid gemaakt worden tussen assemblage A en non-A.. Met de 
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- en 
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-kader worden de twee forward- en twee reverse-primers aangegeven.

Bijlage III
tcacctccac ccgtacgctc acccagacga tggacaagcc cgacgacctc acccgcagtg 

cgaccgagac ggcggtcaag ctcagcaaca tgaaccagcg cgtcagcagg ttccacgaca

agatggagaa cgagatcgag gtccgccgcg tcgacgacga cacgcgcgtg aagatgatca







   F-317


aggacgccat cgcacacctc gacaggctca tccagacgga gtcgaggaag cgccaggcct

                 
F-319    

          Probe

cgttcgagga catccgcgag gaggtcaaga agtccgccga caacatgtac ctaacgatca


         R-320

aggaggagat cgacaccatg gctgcaaact tccgcaagtc ccttgcggag atgggcgaca

cactcaacaa cgttgagaca aatctccaga accagatcgc catccataac gacgccatcg

cggctctcag gaaggaggcc ctcaagagcc tgaacgatct cgagacgggc attgccacgg

agaacgcaga aaggaagaag atgtacgacc agctcaacga gaaggtcgca gagggcttcg

cccgcatctc cgccgcgatc gagaaggaga cgatcgcccg cgagagggcc gttagcgctg

ccacgacaga agcgctcaca aacacgaagc tcgtcgagaa gtgcgtcaac gagcagctcg

agaacgtcgc ctcggagatc cgcgctatcc aggaggagat cgaccgcgag aaggccgaac

gcaaggaggc agaggacaag atcgtcaaca ctctcgagga cgtcgtctcg aagatccagg



F-318

gcggcctctc gatggtcaca aagcactaag cgcctgcagt aaatcattta c

Fig.24: De ligging van de verschillende primers en probe in het  β-Giardine gen van de Portland strain.

Bijlage IV

Detectielimiet RT-PCR:

Om de detectielimiet van de RT-PCR vast te stellen, werd er eerst bepaald wat voor deze PCR de ondergrens was. Uit de literatuur is gebleken dat een normaal geïnfecteerd persoon de faeces 106 tot 108 cysten per gram bevat(21). Voor de berekening is uit gegaan van 106 cysten per gram faeces. Voor de isolatie werd 200 mg. faeces gebruikt, dus 1/5 van 106 is 2.105 cysten. Bij deze 200 mg. werd vervolgens 800 μl L6 lysisbuffer toegevoegd. Van deze oplossing wordt 200 μl gebruikt voor de isolatie, wat betekent dat er (1/5 van 2.105 ) 4.104  cysten geïsoleerd worden. Na de isolatie met de magnetic beads worden de beads geëlueerd in 100 μl elutiebuffer. Van deze 100 μl wordt 2 μl gebruikt voor de RT-PCR, wat betekent dat er theoretisch (1/50 van 4.104)  800 cysten zijn geisoleerd. Als doel werd voorgenomen om een honderdmaal zo’n gevoeliger RT-PCR te ontwikkelen, zodat de detectielimiet van de te ontwikkelen RT-PCR 8 cysten per PCR reactie was. Cysten hebben 4 kernen, dus de detectielimiet was in andere woorden 32 genomen. Volgens het Giardia genome project(30) heeft Giardia 12 miljoen baseparen en is het molvolume van 1 basepaar 700 gr. Een mol genomen is 6,022.1023 genomen (getal van Avogadro), zodat 32 genomen gelijk aan 5,31.10-23 mol genomen. 1 mol genoom bestaat uit 12.106 baseparen. 32 genomen is gelijk aan 6,3.10-7 nmol. 1 nmol is 700 ng, zodat 6,3.10-7 nmol hetzelfde is als 4,4.10-6 ng.
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