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Voorwoord

Als onderdeel van de opleiding Life Sciences, afstudeerrichting Moleculaire Biologie, van de Hogeschool Utrecht heb ik een afstudeerproject uitgevoerd bij het Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu, afdeling
Laboratorium voor Infectieziekten en Screening.

In 8 maanden tijd heb ik met veel plezier gewerkt aan het polio onderzoek onder leiding van Hein Boot. Ik heb de gelegenheid gekregen om Coxsackievirus A21 te karakteriseren. Door een lange introductie- en inwerkperiode is het helaas niet gelukt om Coxsackievirus A21 te recombineren, wat in eerste instantie wel de bedoeling was.

Graag zou ik hier mijn stagebegeleidster Gaby Smits willen bedanken voor al haar inspanningen. Mede dankzij haar heb ik het afstudeerproject goed kunnen afronden. Ik heb erg veel van haar geleerd over virologie en celkweek. Verder wil ik graag Hein Boot bedanken voor alles wat hij heeft gedaan en voor het controleren van mijn verslag. Ik kan met plezier terugkijken op een leuke en erg leerzame afstudeerperiode.

Samenvatting

De World Health Organization streeft onder andere naar polio-eradicatie. Het wild-type poliovirus veroorzaakt poliomyelitis, een infectie in motorneuronen waardoor er verlamming van het centrale zenuwstelsel optreedt.

Omdat poliomyelitis niet kan worden genezen, wordt de wereldbevolking beschermd tegen het poliovirus door middel van vaccinatie. Er zijn sinds 1955 twee verschillende vaccins ontwikkeld die bescherming bieden tegen het poliovirus; het Inactivated Polio Vaccine (IPV), een niet-levend vaccin en het Oral Polio Vaccine (OPV), een verzwakt levend vaccin. OPV is goedkoper om te produceren en om toe te passen, zodat bijna alleen ontwikkelde landen IPV kunnen toepassen. Het is echter wenselijk om de gehele wereldbevolking te vaccineren met IPV, omdat één van de nadelen van OPV ervoor zorgt dat polio-eradicatie tot op heden nog niet is bereikt.

Door een instabiel genoom kan OPV namelijk zijn opgelegde mutaties kwijtraken, waardoor het zijn virulentie kan herkrijgen. Ook kunnen OPV en het poliovirus recombineren met andere, soortgelijke virussen. Poliovirus en Coxsackie virussen A (CAV) zijn geclassificeerd als enterovirussen. Deze virussen hebben veel overeenkomsten in aminozuur sequentie waardoor er recombinatie kan voorkomen. 

Er is een kans dat er in Nederland poliomyelitis uitbraken kunnen voorkomen, ook al komt het wild-type poliovirus er niet meer voor en wordt er met IPV gevaccineerd. OPV kan in Nederland terecht komen door reizigers, waar het, na recombinatie met circulerende CAV virussen, poliomyelitis kan veroorzaken.

Het doel van dit onderzoek is het karakteriseren en recombineren van een Nederlandse CAV 21 patiëntenstam met poliovirus, zodat er bepaald kan worden of recombinatie mogelijk is.

CAV 21 is gekarakteriseerd door serumneutralisatie test, CPE en titer bepaling op drie verschillende cellijnen en door het analyseren van de sequentie van het genoom.

De serumneutralisatie test is in duplo uitgevoerd, waar beide keren CAV 21 als serotype naar voren kwam. Uit de CPE en virustiter bepaling kan worden geconcludeerd dat de Nederlandse CAV 21 patiëntenstam het best groeit op Hep-2c cellen ten opzichte van Gabi- en Rd cellen.

De consensussequentie van de Nederlandse CAV 21 patiëntenstam zou worden bepaald aan de hand van drie onafhankelijke reverse transcriptase samples. Het is van twee onafhankelijke reverse transcriptase samples gelukt om, na amplificatie, het dsDNA genoom in een E. coli  plasmide te ligeren waarna de sequentie is bepaald. De sequentie van kloon 1 komt voor 90% overeen met een gepubliceerde CAV 21 stam en de sequentie van kloon 2 komt voor 89% overeen met deze stam. De aminozuur sequentie van kloon 1 en kloon 2 komt voor 97% overeen met een gepubliceerde CAV 21 stam. Hieruit kan worden geconcludeerd dat het sample, gebruikt voor alle experimenten, een CAV 21 virus is.

Door tijdsgebrek is er geen derde kloon verkregen van CAV 21 NL waardoor de consensussequentie niet in zijn geheel is bepaald van het sample. Een derde kloon kan opheldering geven van de vier nucleotiden die verschillend zijn tussen kloon 1 en kloon 2.
Met dit onderzoek is de basis gelegd voor het uitvoeren van recombinatie experimenten tussen poliovirus en CAV 21.
Abstract

The World Health Organization is trying to eradicate the poliovirus from the world. The wild-type poliovirus causes poliomyelitis, an infection in motorneurons causing permanent paralysis of the central nerve system.

Because there is no cure for poliomyelitis, the world population is protected against poliovirus by vaccination. Since 1955 two different vaccines have been developed which give protection against the poliovirus; the Inactivated Polio Vaccine (IPV), an inactivated vaccine and the Oral Polio Vaccine (OPV), a live attenuated vaccine. OPV is cheaper to produce and to apply, so only developed countries have IPV in there vaccination scheme. However, it is desirable to vaccinate the whole world population with IPV, because one of the disadvantages of OPV makes it, until now, not possible to eradicate polio. 

Due to an unstable genome, OPV can get rid of his imposed mutations to get his virulence back. It is also possible for OPV and the poliovirus to recombine between other, similar viruses. Poliovirus and Coxsackie viruses A (CAV) have been classified as enterovirus. These viruses have many similarities in amino acid sequence. As a result, there can be recombination between these viruses. 

There is a chance that poliomyelitis outbreaks can reappear in the Netherlands, in spite of the use of IPV as vaccination and no circulation of the wild-type poliovirus. OPV can arrive in the Netherlands by travelers, where, after recombination with circulating CAV viruses, it can cause poliomyelitis.

The aim of this research is to characterize and recombine a Dutch CAV 21 patient sample with poliovirus, so that there can be concluded if recombination is possible.

CAV 21 has been characterized by serum-neutralization tests, by assessment of CPE and virus titer on three different cell lines and by analyzing the sequence of the genome.

The serum-neutralization test has been performed in duplo. Both assays showed CAV 21 as serotype. The CPE and titer assessment showed that the Dutch CAV 21 sample grows best on Hep-2c cells with respect to Rd cells and Gabi cells.

The consensus sequence of the Dutch CAV 21 sample would be provided by three independent reverse transcriptase samples. Of two independent reverse transcriptase reactions, we have succeeded to amplify the genome, which was sybsequently ligated into an E. coli plasmid. After isolation of the plasmids with insert clone 1 and 2, the sequence was determined. The sequence of clone 1 shows 90% similarity with a published CAV 21 sample and the sequence of clone 2 shows a similarity of 89%. The amino acid sequence of clone 1 and clone 2 show a similarity of 97% with a published CAV 21 sample. Therefore, it can be concluded that the isolated sample, used for all the experiments, is indeed CAV 21 strain.

By lack of time, no third clone has been obtained from the Dutch CAV 21 sample. As a result of this, the consensus sequence has not entirely been established of the virus. A third clone can discriminate between the four nucleotide differences of clone 1 and clone 2. Furthermore, no recombined products have been made because of the absence of the consensus sequence.

With this research the foundation has been laid for recombination experiments between poliovirus and CAV 21.
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1
Inleiding

Enterovirussen zijn leden van de Picornaviridae familie en kunnen verschillende ziektes veroorzaken. Een enterovirusinfectie gaat soms zonder ziekteverschijnselen gepaard, maar meestal veroorzaken ze griep- en verkoudheidsverschijnselen. Andere ziektes en symptomen van enterovirussen kunnen zijn: ademhalingsinfecties, (huid-)uitslag, bindvliesontsteking, ontsteking van het hart, algemene infecties bij pasgeborene, hersenvliesontsteking, verlamming[1, 2]. Een uitzondering hierop is het poliovirus. Het wild-type poliovirus kan namelijk poliomyelitis veroorzaken. Poliomyelitis is een infectie van het centrale zenuwstelsel waardoor er verlammingsverschijnselen ontstaan. Een virusinfectie met het poliovirus verloopt echter meestal asymptomatisch[1, 3].

Sinds 1970 zijn enterovirussen onderverdeeld in vijf soorten, welke samen meer dan 70 humane serotypes vertegenwoordigen. Het huidige classificatie schema is bepaald aan de hand van moleculaire en biologische eigenschappen van de virussen[4-7] (tabel 1).

[image: image16.emf]
§ 1.1 Enterovirussen

Enterovirussen komen verspreid over de hele wereld voor. Sommige serotypes kunnen endemisch voorkomen in landen en gebieden, waarbij er weinig tot geen verandering aanwezig is in de verspreiding van de aanwezige serotypes. In gematigde klimaten is er een circulatie stijging in de zomer en aan het begin van de herfst[7].

§ 1.1.1 Opbouw genoom enterovirussen

Enterovirussen zijn kleine (≈30 nm in diameter) enkelstrengs positieve virussen met een RNA genoom[1, 3, 4, 6, 7]. Enterovirussen zijn door deze afwezigheid van een enveloppe naakte virussen met alleen een nucleocapsid. Hierdoor is het virus bestand tegen droogte, veel soorten detergentia en tegen maagzuur[8].

Het genoom is ongeveer 7400 tot 7500 basenparen (bp) lang. Het genoom heeft een 5’- en een 3’- non translated region (NTR)[4, 6, 7]. Het 5’NTR is ongeveer 750 nucleotide lang en bevat structurele elementen voor RNA replicatie en cap-onafhankelijke initiatie van translatie (het internal ribosomal entry site (IRES)). Aan het kleine eiwit VPg bindt het 5’ einde van het genoom waardoor het zo, naar verwachting, RNA replicatie stimuleert. De 3’NTR is ongeveer 100 nucleotide lang en bevat de secundaire structurele elementen die nodig zijn voor RNA replicatie. Het open reading frame (ORF) bevindt zich tussen de twee NTR’s[6, 7].

Het ORF wordt als één lang polyproteïne van ongeveer 2.200 aminozuren getransleerd en vervolgens door virale proteases geknipt in drie fragmenten genaamd P1, P2 en P3. Het P1 fragment bevat de vier capside proteïnen (VP1 tot en met VP4). Het P2 fragment codeert voor protease 2Apro en twee niet-structurele proteïnen (2B en 2C) welke zijn betrokken bij RNA replicatie. Het P3 fragment codeert voor VPg (3B) met zijn voorloper 3A, het belangrijkste virale protease 3Cpro en het RNA-afhankelijke RNA polymerase (3Dpol) (figuur 1)[4, 6].
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§ 1.1.2 Enterovirus typering

Een enterovirusinfectie kent veel verschillende klinische eigenschappen waardoor er niet alleen met klinische observeringen bepaald kan worden van welke enterovirus infectie er sprake is. In de virusdiagnostiek worden enterovirussen daarom getypeerd door serumneutraliserende testen. Typering van enterovirussen is in meerdere opzichten belangrijk, ondanks het feit dat er voor de meeste enterovirussen nog geen specifieke behandeling is. Door typering kan er onderscheid gemaakt worden tussen enterovirus geïnduceerde ziektes en andere, behandelbare, oorzaken van klinisch gelijke ziekten. Ook kunnen poliomyelitis uitbraken worden geïdentificeerd en kan het klinische verloop van de infectie worden ingeschat[7].

§ 1.2 Poliovirus

Het poliovirus heeft een icosahedral capsid waar van elk van de vier structurele proteïnen (VP1-VP4), 60 kopieën op zitten[9]. Deze structurele proteïnen dienen als Viral Attachment Proteins (VAP’s) bij de infectie. Het poliovirus hecht zich aan celreceptor CD155, welke zich alleen bevind in cellen van primaten (mensen, apen en half-apen). Hierdoor kan het virus niet voorkomen in andere organismen[1]. Figuur 2 geeft een schematische weergave van een celinfectie met het poliovirus[9].

Het poliovirus is stabiel bij een zure pH. Het virus kan weken overleven bij kamertemperatuur en zelfs meerdere maanden bij een temperatuur tussen 0ºC en 8ºC. Het poliovirus is resistent tegen ether, 70% alcohol en de meeste andere laboratorium desinfectanten. Temperaturen boven 55ºC, het virus blootleggen aan ultraviolet licht of chlooroplossing als desinfectant zorgt voor inactivatie van het poliovirus[10]. 

§ 1.2.1 Pathogenese

Mensen die zijn geïnfecteerd met het poliovirus, kunnen het virus uitscheiden in de feces waardoor het zich kan verspreiden. Vervolgens begint de infectie van het poliovirus wanneer het wordt ingeslikt door niet geïnfecteerde mensen. Hierdoor raken epitheelcellen in onder andere de mond, neus en keel geïnfecteerd met het virus. De incubatieperiode is meestal 7 tot 14 dagen, maar zou in sommige gevallen ook 2 tot 35 dagen kunnen duren.

Vanaf de primaire infectieplaats infecteert het virus het darmkanaal en de cervicale en mesenterische lymfeknopen waarna het virus in de bloedbaan terecht komt. Meestal eindigt de infectie met kleine a-specifieke symptomen zoals een pijnlijke keel, koorts en malaise[11]. De neiging van het poliovirus om het centraal zenuwstelsel binnen te dringen en daar motor neuronen aan te vallen, is ongewoon en toevalligheids gebonden. Het is voor het virus niet een eerste vereiste en ook niet een voordeel voor zijn normale cyclus in mensen[3]. De kans op neurologische schade bij een infectie met het poliovirus is echter wel 1 op de 100 (serotype 1) tot 1 op de 1.000 (serotype 2 en 3)[1, 3]. Zodra het virus het centrale zenuwstelsel binnen dringt, kan het repliceren in motorneuronen van de ruggengraat, hersenstam of motor cortex. Door replicatie in de motorneuronen ontstaan verlammingsverschijnselen wat gepaard gaat met koorts. Als het virus repliceert in motorneuronen van de ruggengraat lijdt dat meestal tot spierverlamming[3, 11]. De verlammingsverschijnselen zijn meestal asymmetrisch en verergeren binnen een paar dagen, afhankelijk van de plaats van virusreplicatie. Het verlies van de motorneuronen is permanent, omdat motorneuronen niet opnieuw worden gemaakt[12].

In september 2006 kwam het wild-type poliovirus nog in 4 landen (Nigeria, India, Pakistan en Afghanistan) endemisch voor. Verder waren er 8 landen waar opnieuw circulatie van het poliovirus aanwezig was, veroorzaakt door virustransmissie tussen de landen. Deze landen waren Ethiopië, Somalië, Kongo, Angola, Namibië, Niger, Bangladesh en Nepal[13].

§ 1.2.2 Celinfectie

Het poliovirus hecht aan receptor CD155 op het celmembraan van gastheercellen waardoor de uncoating van het virion wordt geïnitieerd. CD155 is een proteïne welke valt onder de Ig superfamilie, de functie van CD155 is verder nog niet bekend[3]. CD155 is de poliovirus receptor (PVR) en heeft drie extracellulaire domeinen, een transmembraan domein en een cytoplasma domein. De PVR zorgt niet alleen voor het hechten van het poliovirus aan de celmembraan, maar ook voor de modificatie van de structuur van de capsid welke nodig is voor uncoating. Een 160S partikel in het virion veranderd van conformatie zodat er een 135S partikel ontstaat. Deze partikels kunnen hechten aan lipide membranen, waardoor er een pore ontstaat in het membraan. Via deze pore kan het virale genoom in het cytoplasma terecht komen[9]. De exacte manier van virus uncoating is verder nog niet bekend. Wel wordt gedacht dat de capside achterblijft, terwijl het virion RNA de cel binnendringt[3]. 

§ 1.2.3 Virus translatie en replicatie

Eenmaal in het cytoplasma van de gastheercel wordt het VPg proteïne door een cellulaire protease verwijderd van het virale genoom, waardoor het cellulaire mechanisme van de gastheer het virus kan transleren. De niet-structurele proteïnen van het poliovirus zorgen ervoor dat de transcriptie en translatie van het genoom van de gastheercel worden stilgelegd, zodat de virale replicatie voorrang krijgt[9].

Het virale RNA genoom dient als mRNA tijdens translatie. Het mRNA wordt getransleerd naar één hoog autokatalytische polyproteïne. De proteolytisch geknipte producten dienen als capside precursors en replicatie proteïnen[3].

De virale replicatie begint met de synthese van een negatieve RNA streng waardoor er een dsRNA (dubbelstrengs RNA) genoom wordt gegenereerd. De negatieve RNA streng is de replicatieve vorm waardoor er veel positieve RNA moleculen worden gegenereerd. Door het samenvoegen van structurele proteïnen en positief RNA genoom worden nieuwe virionen gevormd. Door cellysis komen deze virionen vrij en kunnen zij omliggende cellen
infecteren[3, 9]. Onder experimentele condities vindt cellysis van de gastheercel, na infectie met het poliovirus, plaats na ongeveer 7 tot 8 uur[3].
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§ 1.3 Vaccinatie tegen wild-type poliovirus

Het poliovirus komt in drie verschillende serotypes voor (zie tabel 1). Er zijn twee soorten vaccins ontwikkeld tegen deze drie serotypes om het wild-type poliovirus tegen te gaan. De vaccins zijn Inactivated Poliovirus Vaccine (IPV) en Oral Poliovirus Vaccine (OPV). Beide worden ze wereldwijd toegepast om poliovirus eradicatie mogelijk te maken[14].

§ 1.3.1 Inactivated Polio Vaccine

In 1954 ontwikkelde J.E. Salk et al. een geïnactiveerd vaccin (IPV) tegen de drie wild-type poliovirus serotypes. Door het virus 7 dagen te incuberen met 1:4.000 tot 1:8.000 formaline oplossing bij 37ْ C met een pH van 7 wordt het poliovirus geïnactiveerd[15]. Sinds 1955 heeft IPV een licentie gekregen, om toegepast te mogen worden als vaccin[12] en sinds 1957 worden alle kinderen in Nederland gevaccineerd met IPV. De toediening van IPV is intramusculair (in de spier via een injectie)[16]. De virusneutraliserende antilichamen tegen het wild-type poliovirus welke ontstaan na toediening van IPV, voorkomen dat het poliovirus na natuurlijke infectie het centrale zenuwstelsel kan bereiken en beschadigen[17]. In Nederland wordt er volgens het Rijks Vaccinatie Programma (RVP) gevaccineerd. Dit houdt in dat IPV samen met difterie, kinkhoest, tetanus en heamophilus influenzae type b (DKTP-hib vaccin) als combinatievaccin wordt toegediend bij kinderen als ze twee, drie, vier en elf maanden oud zijn en als ze vier jaar oud zijn. Kinderen krijgen op negen jarige leeftijd nog eenmaal IPV toegediend door middel van het difterie, tetanus en polio (DTP-vaccin) combinatievaccin[18].

In 1992-1993 was de laatste poliovirus uitbraak in Nederland. Daarbij waren er 71 gevallen van poliomyelitis gemeld, veroorzaakt door poliovirus serotype 3. Sindsdien zijn er in Nederland geen gevallen meer gerapporteerd van poliomyelitis. De 71 mensen, die waren geïnfecteerd met het poliovirus, behoorden tot de Orthodox gereformeerde groep en hadden uit geloofsovertuiging de vaccinatie geweigerd[19].

§ 1.3.2 Oral Polio Vaccine
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In 1955 ontwikkelde A.B. Sabin et al. een verzwakt levend vaccin (OPV) voor de drie wild-type poliovirus serotypes[20]. Deze drie OPV stammen worden ook wel de Sabin stammen genoemd. OPV is ontwikkeld door snelle passages van het virus op subfysiologische temperaturen in cellen en weefsel van niet-humane afkomst[12]. OPV wordt door veel landen gebruikt als vaccinatie tegen het poliovirus. De voordelen van OPV zijn o.a.: (1) het makkelijk toedienen d.m.v. druppels in de mond (figuur 3[21]), (2) het induceert intestinale immuniteit, (3) het is een relatief goedkoop vaccin in vergelijking met IPV, (4) het zorgt voor langdurige bescherming tegen polio door hormonale immuniteit en (5) het vaccin kan zich verspreiden naar ongevaccineerde mensen waardoor ook deze beschermt zijn tegen het wild-type poliovirus[22]. Sinds 1961-1962 wordt OPV gebruikt als vaccin tegen wild-type poliovirus. Het toedienen van OPV gebeurd door middel van meerdere vaccinaties op verschillende momenten. Het moment van toedienen varieert per land. Zo wordt in Suriname, waar alleen OPV wordt gebruikt als vaccinatie tegen het wild-type poliovirus, het vaccin toegediend als de kinderen drie, vier, vijf en twaalf maanden oud zijn. Volledig OPV gevaccineerde kinderen krijgen nog een laatste herhalingsvaccinatie als ze vier jaar oud zijn[18]. In Marokko krijgen kinderen OPV toegediend bij de geboorte en als ze zes, tien en veertien weken oud zijn. De laatste vaccinatie krijgen de kinderen als ze 18 maanden oud zijn[23].

§ 1.4 Polio-eradicatie

De World Health Organization (WHO) streeft naar polio-eradicatie. Dit houdt in dat de WHO een poliovirus vrije wereld wil bereiken en behouden. Om dit te bereiken hebben landen vaccinatieprogramma’s opgesteld waarbij IPV of OPV wordt gebruikt als vaccinatiemiddel. In sommige landen wordt er ook een combinatie van deze vaccins toegepast[3, 12]. Om polio[image: image20.jpg]


-eradicatie tot stand te brengen zijn er drie grote uitdagingen welke overwonnen moeten worden: (1) beëindiging van wild-type poliovirus transmissie, (2) succesvol beëindigen van OPV als vaccinatie om Vaccine-Derived Polio Virus (VDPV) circulatie tegen te gaan en (3) identificatie en bedwingen of genezen van lange termijn uitscheiders van het poliovirus[24, 25].

De beëindiging van de transmissie van het wild-type poliovirus moet voornamelijk tot stand komen door de gehele wereldpopulatie te vaccineren met OPV of met IPV. Door immunisatie met de vaccins zijn er sinds 1988 al ongeveer 9 miljoen kinderen wereldwijd bespaard gebleven van poliomyelitis. Eind 2004 waren er nog ongeveer 10 landen waar poliovirus endemisch voorkwam, zoals te zien is in figuur 4. De laatste keer dat wild-type poliovirus serotype 2 is gedetecteerd, was in oktober 1999. Er wordt vanuit gegaan dat serotype 2 al is geërediceerd[12, 14]. In figuur 4 is de geografische verspreiding van wild-type polio weergegeven voor de jaren 1988 en 2004. Hierin is te zien dat er in 2004 al veel landen poliovrij gecertificeerd zijn en dat het grootste probleem zich in Afrika en Azië bevindt. In sommige landen van deze contingenten komt nog steeds veel wild-type poliovirus voor[12].

§ 1.4.1 Vaccine Derived Polio Virus

OPV virussen kunnen een transformatie ondergaan waardoor zij een VDPV kunnen worden. De eigenschappen van deze virussen zijn moeilijk te onderscheiden van het wild-type poliovirus[26]. VDPV’s lijken in hun VP1 sequentie tussen 85% en 99% op de oorspronkelijke vaccin stam. Er zijn drie VDPV catagoriën, namelijk (1) immunodeficiënte (i) VDPV’s waarbij immunodefiënte patiënten een langdurige infectie ondergaan na bloodstelling aan OPV, (2) circulating (c) VDPV’s waarbij mens-op-mens transmissie mogelijk is en (3) ambiguous (a) VDPV’s wat klinische isolaten zijn van patiënten zonder immunodeficiëntie en geen associatie met een uitbraak[12].

VDPV’s kunnen ontstaan doordat OPV een instabiel genoom heeft. De twee belangrijkste redenen voor de instabiliteit zijn het ontbreken van een goede proofreading capaciteit van het viraal RNA-afhankelijke RNA polymerase en recombinatie (§ 1.5). Door het ontbreken van een goede proofreading capaciteit kan OPV zijn opgelegde mutaties, waardoor het vaccin is verzwakt, kwijtraken. Met het terugkrijgen van zijn oorspronkelijke sequentie en nog extra mutaties kan het OPV vaccin zijn virulentie herkrijgen, met in sommige gevallen andere antigene eigenschappen. Het ontstane VDPV kan poliomyelitis veroorzaken en kan overgaan op andere mensen en deze infecteren[26].

Om polio-eradicatie tot stand te brengen moet er een oplossing worden gevonden voor het succesvol beëindigen van OPV als vaccinatie. Zolang dit vaccin wordt gebruikt, blijft de kans op poliomyelitis, veroorzaakt door cVDPV’s, aanwezig. Tot op heden is er geen oplossing gevonden voor dit probleem en wordt OPV nog steeds gebruikt als vaccin. Ontwikkelingslanden hebben voorlopig niet de mogelijkheid om op IPV over te stappen en OPV in zijn geheel niet meer te gebruiken. Deze landen hebben het geld niet om IPV te gebruiken. Daarbij is het voor deze landen moeilijker om IPV toe te passen omdat dit meer werk met zich mee brengt en er meer geschoolde mensen voor nodig zijn[12].

§ 1.4.2 Vaccine-Associated Paralytic Poliomyelitis 

Vaccine-associated Paralytic Poliomyelitis (VAPP) is poliomyelitis, wat klinisch niet te onderscheiden is van poliomyelitis veroorzaakt door het wild-type poliovirus. Binnen een jaar na distributie van OPV waren de eerste gevallen van VAPP al voorgekomen. Deze eerste gevallen waren allemaal te wijten aan Sabin type 3[12].

In de Verenigde Staten (VS) was de kans op VAPP bij de eerste OPV dosis ongeveer 1 op 750.000. Na een vervolg dosis verkleint de kans meer dan 10 keer.  VAPP bij OPV ontvangers en zijn directe omgeving wordt het meest veroorzaakt door Sabin type 3 (71% van alle gevallen), gevolgd door Sabin type 2 (26% van alle gevallen). Verder worden 7% van alle VAPP gevallen in de VS geclassificeerd als “community-acquired”, wat inhoudt dat deze patiënten geen OPV toegediend hebben gekregen en ook geen direct contact hebben gehad met OPV ontvangers[12].

De isolaten van VAPP patiënten laten zien dat er genetisch weinig veranderd is ten opzichte van de oorspronkelijke vaccin stammen. Echter zijn meestal de belangrijkste substituties, waardoor het veranderde fenotype van de vaccin stammen is verkregen, weer omgedraaid zodat het meer op het wild-type poliovirus lijkt[12].

Omdat VAPP een directe klinische consequentie is van OPV gebruik, kan VAPP alleen voorkomen worden door te stoppen met OPV als vaccinatie[12, 27].

§ 1.5 Recombinatie tussen enterovirussen

De eerste berichten van recombinatie van het poliovirus dateren uit 1962-1963. Sindsdien zijn er meer gevallen bekend geworden dat poliovirus serotypes onderling kunnen recombineren[6].

Tijdens negatief strengs RNA synthese kan RNA polymerase van template wisselen waardoor er een deel van het genoom wordt vervangen door een deel van het genoom van een ander virus. Enterovirussen lijken veel op elkaar, met name humane enterovirussen C (HEV-C) en poliovirus vertonen veel overkomst in het genoom[6]. Het poliovirus ondergaat altijd intermoleculaire recombinatie tijdens de replicatiecyclus in de gastheercel. Dit kan onopgemerkt gebeuren als de cellen zijn geïnfecteerd met dezelfde variant van het virus. OPV bestaat uit drie serotypes waardoor de kans op een geïnfecteerde cel met meer dan één serotype erg wordt verhoogd. De kans op recombinatie tussen de verschillende stammen is daarmee ook verhoogd[26].

Intratypic recombinanten worden 100 keer zo vaak gevormd als intertypic recombinanten, wat suggereert dat de homologie van de sequentie tussen verschillende virussen een belangrijke rol speelt bij het bepalen van de kans op recombinatie. De meeste recombinaties vinden plaats in het niet-structurele 2A-2C deel van het genoom[6].

Door de mogelijkheden van OPV om onderling te recombineren en te recombineren met
HEV-C virussen, is het gevaar op VDPV’s erg groot. Om deze kans op recombinatie uit te schakelen zouden alle landen die OPV als vaccinatie hebben, moeten overschakelen op IPV. Omdat dit vaccin erg duur is, zal deze omschakeling nog lang op zich laten wachten[12].

In figuur 5 is de similarityplot weergegeven van het poliovirus en de HEV-C virussen. Hierin is te zien dat humaan coxsackievirussen type A (CAV), welke geclassificeerd zijn als HEV-C virus, in het P2 en P3 deel van het genoom veel op het genoom van polio lijken. Ook is te zien dat de virussen het minst op elkaar lijken in het VP1 deel[4].
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§ 1.6 Afstudeeronderzoek

In het kader van polio-eradicatie wordt er onderzoek gedaan naar de mogelijkheden van recombinatie tussen het poliovirus en HEV-C virussen.

Zoals figuur 5 laat zien, lijken CAV virussen in hun aminozuur sequentie onderling veel op elkaar, voornamelijk in het P2 en P3 deel. De meeste variatie in aminozuur sequentie tussen CAV virussen is in het VP1 deel van het genoom. Verder lijken CAV virussen voornamelijk in het P2 en P3 deel van het genoom veel op het wild-type poliovirus.

Op dit moment wordt er door mijn stage begeleidster onderzoek gedaan naar CAV 20, omdat dit coxsackievirus het meest op het wild-type poliovirus lijkt van de CAV virussen. Er is voor het afstudeeronderzoek gekozen om CAV 21 te recombineren met poliovirus, omdat dit virus circuleert in Nederland en nog veel op het wild-type poliovirus lijkt, maar minder dan CAV 20. Zo wordt een virus onderzocht welke veel op het wild-type poliovirus lijkt (CAV 20) en een virus welke minder op het wild-type poliovirus lijkt maar wel degelijk een gevaar zou kunnen zijn voor de Nederlandse bevolking (CAV 21).

CAV 21 kan verkoudheidsverschijnselen en milde infecties aan het bovenste gedeelte van het ademhalingsstelsel veroorzaken, wat lijkt op infecties veroorzaakt door humane rhinovirussen[28]. CAV 21 hecht, net als de meeste rhinovirussen, aan de cellulaire receptor intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), waardoor het genoom in de cel terecht komt[29]. Volgens literatuur lijkt het genoom van CAV 21 voor ongeveer 80% in zijn gehele aminozuur sequentie op het wild-type poliovirus[29] en meer dan 90% in het 3’ deel van het genoom[28].

Voordat CAV 21 gerecombineerd kan worden met poliovirus, wordt het virus eerst gekarakteriseerd. Het virus dat wordt gebruikt is een nog niet eerder gekarakteriseerd, Nederlandse patiëntenstam welke eind 2000 is geïsoleerd. In dit verslag wordt dit virus aangegeven als “CAV 21 NL”.

CAV 21 kan alsnog een gevaar betekenen voor de volksgezondheid, ook al wordt er in Nederland met IPV gevaccineerd. Het gevaar zit in het feit dat OPV in Nederland terecht zou kunnen komen door mensen uit het buitenland die (recent) zijn gevaccineerd met OPV. De vaccinstammen zouden dan kunnen recombineren met CAV 21 waardoor er zo een VDPV kan ontstaan. Om hier achter te komen wordt CAV 21 NL gerecombineerd met wild-type poliovirus, met Sabin (de vaccinstammen) en met Hisp. Hisp is een VDPV uitbraak stam uit Hispaniola welke op het eiland circuleerde in 2000 en 2001[30].

CAV 21 NL zal worden gekarakteriseerd met behulp van sequentie analyse. Hiervoor is het volledige genoom van het virus nodig in een dsDNA vorm. Om dit te verkrijgen wordt het virus opgekweekt waarna er een viruszuivering plaats vindt. Door RNA te isoleren kan er cDNA gemaakt worden d.m.v. een reverse transcriptase PCR, waar een full-length PCR op uitgevoerd kan worden. Van het product (dsDNA genoom) kan vervolgens de sequentie bepaald worden.

Als er een dsDNA product is verkregen, kan dit in een pCR®-TOPO-XL plasmide geligeerd worden zodat er d.m.v. verschillende PCR reacties gerecombineerd kan worden.

Verder zal er een serologische bepaling worden uitgevoerd en wordt er gekeken op welke cellen CAV 21 NL goed kan groeien door Cytopathologisch Effect (CPE) en virustiter bepaling.

2
Materialen en Methoden
§ 2.1 Serum-neutralisatietest
Nadat een enterovirus is geïsoleerd kan het serotype bepaald worden d.m.v. neutralisatie van het enterovirus door serotype specifieke antisera. Alle enterovirus serotypes individueel typeren is arbeidsintensief en voor diagnostiek onpraktisch. Door deze nadelen zijn serotype specifieke antisera gemengd, zodat er een gecombineerde antiserapool ontstaat met verschillende combinaties van individuele antisera. Geïsoleerde enterovirussen worden 3 tot 5 dagen geïncubeerd met de antiserapools en een celoplossing, waarna het neutralisatiepatroon wordt bepaald[7]. Het Lim & Benysh-Melnick (LBM) antiserapool heeft acht verschillende pools (pool A t/m pool H) met daarin 42 verschillende enterovirus serotypes[31, 32]. Inmiddels zijn er antilichamen ontwikkeld tegen 19 bijgekomen Coxsackievirus A serotypes. Deze antilichamen zijn verwerkt in zeven nieuwe antiserapools (pool J t/m pool P) en kunnen worden gebruikt als het virus niet getypeerd kan worden door pool A t/m pool H[33]. Het Rijks Instituut voor Volksgezondheid en Milieu (RIVM) heeft verder nog pools ontwikkeld waardoor enterovirus serotype 68 en 71 ook getypeerd kunnen worden[34].

§ 2.2 Celkweek
Hep-2c cellen worden gekweekt in een 75 cm2 kimble (cultuur fles). Het medium dat wordt gebruikt is MicroMedium M199 van Gibco. Aan 500 ml M199 wordt toegevoegd: 50 ml Foetal Calf Serum (FCS) (eindconcentratie FCS is 10%), 5 ml antibiotica mix zonder nystatine, 3.5 ml Bicarbonaat 7% en 3.25 ml 0.2 M Glutamine. Aan 20 ml 10% FSC M199 medium wordt in een kimble 1x106 Hep-2c cellen toegevoegd. De kimble wordt 3 dagen in een 37ºC stoof geplaatst. Na drie dagen is er een monolayer ontstaan van de Hep-2c cellen. Als cellen geoogst moeten worden, wordt het medium verwijderd waarna er 1.5 ml tripsine (0.25% tripsine-oplossing van Gibco) toegevoegd wordt. De kimble wordt vervolgens
1 minuut in de 37ºC stoof geplaatst. De cellen zullen nu los laten en in de tripsine oplossing terecht komen. Aan de kimble wordt 20 ml 10% FSC M199 medium toegevoegd waarna de cellen voorzichtig worden geresuspendeerd. Met de celsuspensie kan onder andere een nieuwe kimble met cellen worden aangelegd, of er kan een virustitratie mee worden uitgevoerd
(§ 2.3).

§ 2.3 Virustitratie

Met behulp van een virustitratie kan de titer bepaald worden van een virus. Een titer is de dosis waarbij 50% van de cellen is geïnfecteerd met viruspartikels en wordt uitgedrukt in TCID50/ml (Tissue Culture Infective Dose).

Voor elk virus waarvan de titer bepaald moet worden, wordt één microtiterplaat (96 wells) gebruikt. In elke well wordt 100 µl celsuspensie (175.000 cellen/ml) gepipetteerd. In kolom 11 en 12 wordt 50 µl micromedium gepipetteerd, omdat dit de celcontroles​ zijn.

Voor een virusverdunning van 10-1 t/m 10-8 worden 8 micronicbuizen gebruikt. Voor elke eventuele verdere verdunning moet een extra micronicbuis worden gebruikt. Er wordt 900 µl M199 medium (10% FCS) in de micronicbuizen gedaan. Daarna wordt er 100 µl virussuspensie gepipetteerd in het eerste micronicbuisje met micromedium (= 10-1) en vijf maal geresuspendeerd. Vervolgens wordt er 100 µl overgebracht van het eerste buisje naar het 2e buisje met 0.9 ml micromedium (= 10-2). Deze procedure wordt herhaald totdat in het laatste buisje 100 µl virussuspensie is gepipetteerd uit het één na laatste buisje. Na iedere keer overpipetteren wordt er een nieuw pipetpuntje gepakt. Na de verdunningsreeks wordt 50 µl virusverdunning gepipetteerd in de daarvoor bestemde well. De hoogste concentratie in de bovenste rij (A1 t/m A10), de laagste concentratie in de onderste rij (H1 t/m H10) (figuur 6). De microtiterplaat wordt vervolgens afgeplakt met non-toxic platesealers en in de stoof geplaatst (37ºC).
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Na vijf dagen wordt de titratie afgelezen door elke well onder de microscoop te beoordelen op CPE. Hierbij wordt met de celcontroles (rij 11 en 12) vergeleken. De TCID50/ml wordt als volgt berekend: de laatste rij met volledige CPE, plus 0.5, plus 0.1 voor elke well met CPE onder de laatst rij met volledige CPE, plus de verdunningsfactor. De verdunningsfactor is log 20 = 1.3. In figuur 7 is een voorbeeld van een op CPE beoordeelde microtiterplaat weergegeven. De berekening is als volgt:

De laatst positieve rij is rij D. Verder zijn er nog 12 wellen met CPE na rij D.

De TCID50 is: 4.0 + 0.5 + (12 * 0.1) + 1.3 = 107.0/ ml.
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§ 2.4 Virus opkweken

In een 75 cm2 kimble worden Hep-2c cellen gekweekt tot een confluentie van 50% tot 80%, dit wordt gedaan in 20 ml 10% FCS M199 medium. Zodra de confluentie binnen deze marge ligt wordt het medium vervangen door 15 ml 2% FCS M199 medium. Hierna wordt
0.5 ml virussuspensie toegevoegd aan de kimble. De kimble wordt teruggeplaatst in een 37ºC stoof zonder CO2. Als er sprake is van volledige CPE (meestal ( 3 dagen), wordt de kimble in de vriezer (-20ºC) geplaatst zodat alle cellen kapot gaan. Hierdoor komen alle viruspartikels in de suspensie zodat de virustiter zo hoog mogelijk wordt, wat belangrijk is voor vervolg experimenten. De suspensie kan na ontdooien worden bewaard als stockoplossing in de vriezer (-80ºC) of er kan een viruszuivering op worden uitgevoerd (§ 2.5).

§ 2.5 Virus zuivering

De kimble met opgekweekt virus (§ 2.4) wordt uit de vriezer gehaald en ontdooid in de flowkast. De ontdooide virussuspensie wordt, na heftig schudden, overgebracht in een 50 ml. centrifugebuis. Er wordt 1/10e deel chloroform toegevoegd aan de virussuspensie en na nogmaals heftig schudden 10 min. met 3.000 rpm en bij 4ºC gecentrifugeerd. De bovenstaande vloeistof wordt overgepipetteerd naar een schone 50 ml. buis. Opnieuw wordt er 1/10e deel chloroform toegevoegd en heftig geschud. Na 10 min. met 3.000 rpm en bij 4ºC centrifugeren wordt de bovenstaande vloeistof overgepipetteerd naar een schone 50 ml. buis. De vloeistof wordt vervolgens gefiltreerd over een Millex 0.22 µm filter, waarna het filtraat wordt gefiltreerd over een Millex 0.10 µm filter. Dit filtraat wordt vervolgens overgepipetteerd in een Amicon Filtratiebuis en 20 min. met 4.000 rpm en bij 4ْ C gecentrifugeerd. Het retentaat bedraagt ongeveer 300 µl, dit wordt in een epje gepipetteerd en in de vriezer (-80ºC) bewaard.

§ 2.6 RNA isolatie

Het materiaal afkomstig van de virus zuivering in § 2.5 wordt gebruikt voor RNA isolatie. Voor de RNA isolatie wordt de kit “SV Total RNA Isolation System (Z3100)” van Promega gebruikt. Er wordt volgens hun protocol gewerkt; 175 µl van de viruszuivering wordt aan
175 µl RNA lysis buffer toegevoegd. Hieraan wordt 350 µl RNA Dilution Buffer toegevoegd en vervolgens wordt de mix gemengd en 3 minuten bij 70ºC geplaatst waarna het 10 minuten met 13.200 rpm wordt gecentrifugeerd. Het supernatant wordt in een nieuw epje gedaan waar 200 µl 95% ethanol in zit. Deze mix wordt na mengen overgebracht in een Spin Basket Assembly welke geleverd wordt bij de kit. Nadat er 1 minuut is gecentrifugeerd met 13.200 rpm wordt het eluaat verwijderd en 600 µl RNA Wash Solution (RWA) toegevoegd. Dit wordt 1 minuut met 13.200 rpm gecentrifugeerd, waarna het eluaat weer wordt verwijderd. Aan de kolom wordt DNase icubation mix toegevoegd bestaande uit: 40 µl Yellow Core Buffer, 5 µl MnCl2 (0.09M) en 5 µl DNase I. Dit moet 15 minuten incuberen bij kamertemperatuur. Daarna wordt 200 µl DNase stop solution toegevoegd en 1 minuut met 13.200 rpm gecentrifugeerd. Door 600 µl RWA toe te voegen wordt het virus RNA gewassen. Na 1 minuut centrifugeren met 13.200 rpm wordt het eluaat verwijderd en 250 µl RWA toegevoegd waarna er 2 minuten gecentrifugeerd wordt met 13.200 rpm. De Spin Basket wordt vervolgens in een schoon epje geplaatst waarna er 100 µl nuclease-vrij water wordt toegevoegd. Na 1 minuut centrifugeren met 13.200 rpm is het RNA opgelost in het nuclease-vrije water dat in het nieuwe epje zit.
Indien er niet direct met het volgende protocol (§ 2.7) wordt verdergegaan, wordt het materiaal in de vriezer (-80ºC) geplaatst.

§ 2.7 Reverse transcriptase PCR reactie

Na de RNA isolatie van § 2.6 volgt een reverse transcriptase (RT) stap om cDNA te verkrijgen. Allereerst wordt een oligo-mix van 12 µl gemaakt. Deze oligo-mix bevat 1 µl Oligo dt (Promega; 0.5 µg/µl), 10 µl RNA isolaat uit § 2.6 (in RNAse vrij water) en 1 µl dNTP mix (Roche; 10 mM). De oligo-mix moet 5 minuten worden geïncubeerd bij 65ºC en daarna wordt het sample kort gecentrifugeerd en op ijs geplaatst. Vervolgens wordt hier een RT mix aan toegevoegd in de volgorde: 4 µl 5x First-strand buffer (Invitrogen; 250 mM Tris/HCL PH 8.3), 2 µl DTT (dithiothreitol) (Invitrogen; 0.1M) en 1 µl RNase inhibitor (Iinvitrogen; 40 U/µl). Deze mix wordt 2 minuten bij 42ºC geïncubeerd en vervolgens wordt er 1 µl Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen; 200 U/µl) aan toegevoegd. Een negatieve controle wordt meegenomen waarbij er 1 µl gedestilleerd water wordt toegevoegd in plaats van 1 µl superscript II reverse transcriptase.

Nadat alles is toegevoegd wordt het sample 50 minuten geïncubeerd bij 42ºC en vervolgens 15 minuten geïnactiveerd bij 70ºC. Het sample kan direct gebruikt worden voor PCR reacties. Indien het niet direct wordt gebruikt, wordt het in de vriezer (-20ºC) bewaard.

§ 2.8 IRES PCR

Met behulp van de IRES PCR wordt het IRES gebied van het genoom geamplificeerd. De primers die worden gebruikt zijn de IRES fw en de IRES rv primers (bijlage I).

Voor elke reactie wordt de volgende mix gemaakt: 5 µl Taq buffer (Applied Biosystems; 10x), 5 µl MgCl2 (Applied Biosystems; 25mM), 5 µl IRES fw primer (2 pmol/µl), 5 µl IRES rv primer (2 pmol/µl), 5 µl 1 mM dNTP’s, 0.5 µl Taq (Applied Biosystems; 5 U/µl) en 22.5 µl demiwater. Aan deze mix wordt 2 µl cDNA synthese product toegevoegd (§ 2.7).

De samples worden in een PE 1400 thermocycler geamplificeerd onder de volgende condities: 30 sec 94ºC, 30 cycli van 30 sec 94ºC, 30 sec 54ºC en 60 sec 72ºC. Na deze cycli wordt er nog 60 seconden bij 72ºC geïncubeerd waarna het programma is afgelopen.

Na de IRES PCR wordt er 1 µl broomfenolblauw aan 5 µl PCR product toegevoegd. Hiervan wordt 5 µl op een 1.5% TAE agarose gel gebracht. Bij deze PCR wordt een product ter grootte van ongeveer 384 bp verwacht.

§ 2.9 VP1 PCR

Bij de VP1 PCR wordt gebruik gemaakt van primers welke het VP1 deel van het enterovirus genoom amplificeren. De primers die worden gebruikt zijn CAV 21 VP1 fw, CAV 21 VP1 rv, Y7 en Q8 (bijlage I). 

Voor elke reactie wordt de volgende mix gemaakt: 5 µl 10x Taq buffer, 5 µl 25 mM MgCl2,
5 µl CAV 21 VP1 fw primer of Y7 primer (2 pmol/µl), 5 µl CAV 21 VP1 rv primer of Q8 primer (2 pmol/µl), 7.5 µl 1 mM dNTP’s, 0.5 µl Taq (5 U/µl) en 20 µl demiwater. Aan deze mix wordt 2 µl cDNA synthese product toegevoegd (§ 2.7).

De samples worden in een PE 1400 thermocycler geamplificeerd onder de volgende condities: 15 min 94ºC, 30 cycli van 15 sec 94ºC, 15 sec 50ºC en 75 sec 72ºC. Na deze cycli wordt er nog 5 minuten bij 72ºC geïncubeerd waarna het programma is afgelopen.

Na de VP1 PCR wordt er 1 µl broomfenolblauw  aan 5 µl PCR product toegevoegd. Hiervan wordt 5 µl op een 1.0% TAE agarose gel gebracht. Bij deze PCR wordt een product ter grootte van ongeveer 900 bp verwacht.

§ 2.10 Full-length PCR

Bij de Full-length PCR wordt gebruik gemaakt van twee primers die complementair zijn aan de uiteinden van het enterovirus genoom (bijlage I). Hierdoor wordt van het cDNA product uit
§ 2.7 een full-length dsDNA product gesynthetiseerd dat het hele genoom van het virus bevat. De forward primer bevat tevens een sequentie van de T7 promotor welke later gebruikt zal worden als het Full-length PCR product in een bacterieplasmide is geligeerd. Voor elke reactie wordt de volgende mix gemaakt: 5 µl Pfu Ultra buffer (Stratagene; 10x), 2 µl 50 mM MgSo4 (Sigma; 1.00M), 10 µl PT7C primer (2 pmol/µl), 10 µl APAN-F primer (2 pmol/µl), 4 µl
10 mM dNTP’s, 1 µl PfuUltra (Stratagene; 2.5 U/µl) en 16 µl demiwater. Aan deze mix wordt
2 µl cDNA synthese product toegevoegd (§ 2.7).

De samples worden in een PE 1400 thermocycler geamplificeerd onder de volgende condities: 2 cycli van 1 sec 94ºC, 15 sec 74ºC en 14 min 72ºC gevolgd door 38 cycli van 15 sec 94ºC,
15 sec 58ºC en 14 min 72ºC. Na deze cycli wordt er nog 14 minuten bij 72ºC geïncubeerd waarna het programma is afgelopen. Als het product gebruikt gaat worden voor kloneren
(§ 3.13) wordt er nog 1 µl Taq polymerase toegevoegd aan de mix na afloop van het Full-length PCR programma waarna het nog 5 minuten op 72ºC wordt geplaatst.

Na de Full-length PCR wordt er door middel van een 0.8% TAE agarose gel gecontroleerd of een product ter grootte van ongeveer 7.400 bp aanwezig is

§ 2.11 PCR zuivering

Zodra uit de TAE agarose gel blijkt dat de Full-length PCR (§ 2.10) één product heeft opgeleverd van ongeveer 7400 bp groot, kan het PCR sample gezuiverd worden. Hierbij worden alle niet gebonden primers, buffers e.d. weggewassen zodat alleen het full-length dsDNA product overblijft.

Voor de PCR zuivering wordt gebruik gemaakt van de kit “QIAquick PCR Purification (250)” van Qiagen. Aan 1 volume PCR reactie wordt 5 volume PBI Buffer toegevoegd. Deze mix wordt in een QIAquick kolom geplaatst en 1 minuut met 13.200 rpm gecentrifugeerd. Nadat de buffer is verwijderd wordt er nogmaals 1 minuut gecentrifugeerd om alle buffer te verwijderen. Het dsDNA fragment is nu aan het filter van de kolom gebonden. 0.75 ml PE buffer wordt toegevoegd om het filter te wassen waarna de kolom 1 minuut gecentrifugeerd wordt bij 13.200 rpm. De kolom wordt in een schoon epje geplaatst waarna er 50 µl EB buffer wordt toegevoegd om het dsDNA te elueren. Dit wordt 1 minuut op kamertemperatuur geïncubeerd waarna het 1 minuut wordt gecentrifugeerd met 13.200 rpm. De concentratie DNA wordt vervolgens bepaald door de “Nanodrop 1000 Spectrofotometer”. Het materiaal wordt opgeslagen in de vriezer (-20ºC).

§ 2.12 Gelzuivering

Gelzuivering van het full-length dsDNA product van de Full-length PCR (§ 2.10) wordt uitgevoerd als blijkt dat er sprake is van meerdere bandjes op de TAE agarose gel. Een nieuwe agarose gel wordt vervolgens gemaakt voor de gelzuivering waarbij al het PCR product met
3 µl broomfenolblauw op een 0.8% TAE agarose gel wordt gebracht. Na electroforese wordt het juiste bandje (ongeveer 7.400 bp) uit de gel gesneden. De gelzuivering vindt vervolgens plaatst m.b.v. de kit “PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit” van Invitrogen. Aan de uitgesneden gel wordt 30 µl Gel Solubilization Buffer per 10 mg gel toegevoegd. De gel wordt 15 minuten verwarmd bij 50ºC zodat deze oplost. De mix wordt in een Quick Gel Extraction Column geplaatst en 1 minuut gecentrifugeerd met 13.200 rpm. Het eluaat wordt verwijderd en er wordt 700 µl Wash Buffer toegevoegd dat 5 minuten moet incuberen bij kamertemperatuur. Daarna wordt de kolom 1 minuut met 13.200 rpm gecentrifugeerd. De kolom wordt in een schoon epje geplaatst waarna er 30 µl warm TE buffer wordt toegevoegd aan de kolom. Na 15 minuten incuberen bij kamertemperatuur wordt er 2 minuten met 13.200 rpm gecentrifugeerd. Het Full-length PCR product bevindt zich nu in de TE buffer. De concentratie DNA wordt vervolgens bepaald door de “Nanodrop 1000 Spectrofotometer”. Het materiaal wordt opgeslagen in de vriezer (-20ºC).

§ 2.13 Kloneren van CAV 21 NL in pCR®-XL-TOPO plasmide

Het materiaal afkomstig uit de PCR zuivering van § 2.11 of uit de gelzuivering van § 2.12 wordt hier gebruikt om te kloneren. Het gezuiverde Full-length DNA product, afkomstig van de Full-length PCR van § 2.10, wordt in een pCR®-XL-TOPO plasmide geplaatst (bijlage II). Hierbij wordt gebruikt gemaakt van de “TOPO® Cloning Reaction” kit van Invitrogen.

4 µl product van een PCR zuivering of een gelzuivering wordt toegevoegd aan 1 µl pCR®-XL-TOPO plasmide. Dit wordt voorzichtig gemixt en 5 minuten bij kamertemperatuur geïncubeerd. Hierna wordt 1 µl 6x TOPO® Cloning Stop Solution toegevoegd en gemengd. De complete mix wordt toegevoegd aan One Shot® TOP10 competente E. coli cellen en een half uur geïncubeerd op ijs. Door een hitte-shock van 30 seconden bij 42ºC zullen de E. coli’s het plasmide in zich opnemen. Na de hitte-shock wordt de mix direct 2 minuten op ijs geplaatst waarna er 250 µl S.O.C. medium aan wordt toegevoegd. De mix wordt 1 uur horizontaal schuddend geïncubeerd bij 37ºC waarna alles op een LB-agar plaat met 50 µg/ml Kanamycine (MP Biomedicals, LLC) wordt verspreidt. Deze plaat wordt over nacht (o/n) in een 37ºC stoof geplaatst. Als er kolonies aanwezig zijn, wordt de plaat m.b.v. parafilm afgedekt en in de koelkast geplaatst.

§ 2.14 Plasmide isolatie uit een kleine cultuur

De bacteriekolonies van de agarplaat welke o/n zijn gegroeid (§ 2.13) worden aangeënt om hiermee een plasmide isolatie uit te kunnen voeren. Na de isolatie kan van het materiaal een PCR ingezet worden om te controleren of het plasmide van de bacteriekolonie een insert van ongeveer 7.400 bp bevat.

De kolonies worden aangeënt en in een vloeibare cultuur van 5 ml LB geplaatst met 50 µg/ml Kanamycine, waarbij elke kolonie een aparte cultuurbuis heeft. De vloeibare culturen worden o/n bij 37ºC gelaten om een zo dicht mogelijke bacteriesuspensie te verkrijgen. Daarna wordt 0.5 ml apart gehouden voor het geval dat de kolonie een goede insert heeft. De overige 4.5 ml cultuur wordt gebruikt voor de plasmide isolatie. Hierbij wordt gebruik gemaakt van de kit “QIAprep spin miniprep (250)” van Qiagen. Nadat de cultuur is afgedraaid wordt de pellet geresuspendeerd in 250 µl koud P1 buffer en wordt er 250 µl buffer P2 aan toegevoegd. Na mixen wordt er 350 µl buffer N3 toegevoegd aan de mix waarna dit 10 minuten wordt gecentrifugeerd met 13.200 rpm. Het supernatant wordt in een QIAprep spin colomn geplaatst waarna het 1 minuut wordt gecentrifugeerd met 13.200 rpm. Het DNA is nu gebonden aan het filter van de kolom. Het DNA wordt gewassen door 0.75 ml PE buffer toe te voegen en
1 minuut te centrifugeren met 13.200 rpm. Nadat het eluaat is verwijderd wordt nogmaals
1 minuut gecentrifugeerd met 13.200 rpm. Door 30 µl EB buffer toe te voegen aan de kolom, nadat deze is geplaatst in een schoon epje, wordt het DNA geëlueerd. Het materiaal wordt opgeslagen in de vriezer (-20ºC).

§ 2.15 Fusie Full-length PCR
Bij de Fusie Full-length PCR wordt gebruik gemaakt van dezelfde twee primers als bij de Full-length PCR (§ 2.10). Het materiaal uit § 2.14 wordt voor deze PCR gebruikt. D.m.v. de Fusie Full-length PCR wordt er gekeken of de geïsoleerde plasmide een dsDNA insert heeft opgenomen.

Voor elke reactie wordt de volgende mix gemaakt: 5 µl Pfu Ultra II buffer (Stratagene; 10x),
5 µl PT7C primer (2 pmol/µl), 5 µl APAN-F primer (2 pmol/µl), 1.5 µl 10 mM dNTP’s, 1 µl PfuUltra II (Stratagene; 2.5 U/µl) en 30.5 µl demiwater. Aan deze mix wordt 2 µl geïsoleerd plasmide toegevoegd (§ 2.14).

De samples worden in een PE 1400 thermocycler geamplificeerd onder de volgende condities: 2 min 95ºC, gevolgd door 30 cycli van 10 sec 95ºC, 20 sec 55ºC en 3.5 min 68ºC. Na deze
30 cycli wordt er nog 5 minuten bij 68ºC geïncubeerd waarna het programma is afgelopen.

Na de Fusie Full-length PCR wordt er door middel van een 0.8% TAE agarose gel gecontroleerd of er een product aanwezig is ter grootte van ongeveer 7.400 bp. 

§ 2.16 Plasmide isolatie uit een grote cultuur

De bacteriekolonie waarbij is aangetoond dat het plasmide een goed insert heeft (§ 2.15) wordt gebruikt om een grote cultuur mee aan te enten. Het materiaal dat hiervoor wordt gebruikt, is afkomstig uit § 2.14, waar 0.5 ml cultuur is bewaard.

Van de bewaarde cultuur wordt 0.1 ml in een vloeibare cultuur van 150 ml LB met 50 µg/ml Kanamycine gepipetteerd en o/n bij 37ºC geplaatst. Daarna wordt van die cultuur 0.8 ml toegevoegd aan 0.2 ml glycerol dat als stockoplossing in de vriezer (-80ºC) wordt bewaard. De rest van de cultuur wordt gebruikt voor plasmide isolatie. Hierbij wordt gebruik gemaakt van de kit “QIAgen plasmid midi kit (100)” van Qiagen. De cultuur wordt eerst minimaal 30 minuten met 4.500 rpm afgedraaid waarna de pellet wordt geresuspendeerd in 4 ml koud buffer 1. Door een tweede buffer worden de bacteriën gelyseerd waarna er koud buffer 3 wordt toegevoegd om het lysaat te precipiteren. Deze mix wordt 15 minuten in de koelkast geplaatst waarna er minimaal 30 minuten wordt gecentrifugeerd met 4.500 rpm zodat het lysaat een pellet vormt. In de bovenstaande vloeistof bevindt zich het plasmide. Voor het wassen van de bovenstaande vloeistof wordt gebruik gemaakt van een QIAGEN-tip 100 welke eerst geëquilibreerd wordt door 4 ml equilibratie buffer toe te voegen. Hierna wordt vervolgens de bovenstaande vloeistof in de kolom gebracht waarna het d.m.v. zwaartekracht door het filter heen loopt. Het plasmide zal in het filter achterblijven. Het filter wordt vervolgens 2 keer gewassen met een buffer, waarna het DNA wordt geëlueerd d.m.v. een elutiebuffer. Het eluaat wordt in een schone buis opgevangen waarna het wordt geprecipiteerd door 3.5 ml isopropanol. Na minimaal 30 minuten centrifugeren met 4.500 rpm wordt het pellet gewassen met 2 ml 70% ethanol. Dit wordt 30 minuten gecentrifugeerd met 4.500 rpm waarna de ethanol wordt afgegoten. Het pellet wordt gedroogd door het onafgesloten bij kamertemperatuur te laten staan waarna er 150 µl TE buffer wordt toegevoegd om het DNA op te lossen. De concentratie DNA wordt vervolgens bepaald door de “Nanodrop 1000 Spectrofotometer”. Het materiaal wordt opgeslagen in de vriezer (-20ºC).

§ 2.17 Sequentie reactie

Het materiaal afkomstig uit § 2.16 wordt gebruikt voor een sequentie reactie. Er wordt gebruik gemaakt van verschillende primers welke hier speciaal voor zijn ontworpen. Deze primers kunnen per enterovirusserotype verschillen. In bijlage III zijn de primersequenties weergegeven van de primers welke zijn gebruikt voor het sequencen van CAV 21 NL.

Voor elke reactie wordt de volgende mix gemaakt: 7 µl sequentie buffer (200 mM Tris pH 9 en 5 mM MgCl2), 3 µl Q buffer (HotStart Taq mastermix), 1 µl Big Dye Terminatior reagent V3.1 en 400 ηg DNA. Het DNA volume dat wordt toegevoegd hangt af van de concentratie DNA. De mix wordt met MilliQ aangevuld tot 18.4 µl mix. De mix wordt toegevoegd aan de 1.6 µl sequentieprimer (3.2 pmol/µl).

De samples worden in een PE 1400 thermocycler geamplificeerd onder de volgende condities: 25 cycli van 10 sec 96ºC, 5 sec 50ºC en 4 min bij 60ºC.

De samples worden naar het sequence lab gebracht waar deze worden gezuiverd door de Sephadex G50 kolom en vervolgens worden geanalyseerd op de 3700 DNA Analyzer van Applied Biosystems. De ruwe data wordt door het programma “Sequencing Analysis 3.7” naar .abi bestanden omgezet. Deze kunnen vervolgens op de computer worden geanalyseerd.

§ 2.18 Rescue van gezuiverd plasmide met Full-length insert

Een rescue wordt uitgevoerd om te controleren of het juiste DNA sample is geamplificeerd en er niet toevallig iets anders van ongeveer 7.400 bp is geïsoleerd en gekloneerd. De rescue wordt uitgevoerd op Hep-2c cellen. Het plasmide met Full-length insert (§ 2.16) wordt lineair gemaakt zodat er een rescue uitgevoerd kan worden van het enterovirus. Hiervoor wordt aan 21 µl plasmide 3 µl 10x purified BSA (Biolabs; 100x), 3 µl NEBuffer 3 (Biolabs; 10x)  en 3 µl Not I (Biolabs; 10.000 U/ml) toegevoegd. De mix wordt o/n bij 37ºC geïncubeerd. Er wordt vervolgens een PCR zuivering uitgevoerd op deze mix volgens § 2.11. Na de zuivering wordt de DNA concentratie bepaald door de “Nanodrop 1000 Spectrofotometer”.

Er vindt een transcriptie plaats van het sample afkomstig uit de linearisatiestap zodat het materiaal enkelstrengs RNA wordt. Aan het  lineaire plasmide met Full-length insert wordt het volgende toegevoegd: 4 µl Transcription optimized Buffer (Promega; 5x), 2 µl DTT (Promega; 100 mM), 0.6 µl Recombinant rRNasin RNase Inhibitor (Promega; 20-40 U), 4 µl rATP, rGTP en rUTP (elk 2.5 mM) mix (mix bestaat uit 1 µl gedeöniseerd H2O en van elk 1 µl 10 mM rATP, rGTP en rUTP), 2.4 µl 100 µM rCTP, 1-5 µl gedeöniseerd H2O, 1-5 µl lineair template DNA (1200 ηg DNA in totaal) en 1 µl T7 RNA polymerase (Promega; 500U). De mix wordt 1 uur geïncubeerd bij 30ºC waarna er wordt verder gegaan met de transfectie.

De transfectie vindt plaats in een 6-wells plaat waarbij een dag van te voren ongeveer 1x106 Hep-2c cellen zijn ingezaaid zodat er een geschikte monolayer met een confluentie tussen 50% en 80% ontstaat. Eerst wordt er een transfectie mix gemaakt van 306 µl PBS-TR (Sigma; 10x) (30.6 µl 10x PBS-TR + 275.4 µl steriel water) met 20 µl RNA van de transcriptie en 17 µl DEAE-Dextran (Sigma). De cellen worden 2 keer gewassen met 5 ml steriel 1x PBS waarna de transfectie mix wordt toegevoegd. De cellen met de transfectie mix worden 30 minuten geïncubeerd bij 35ºC waarbij af en toe wordt gezwenkt. De transfectie mix wordt verwijderd waarna er 5 ml 2% FCS M199 medium wordt toegevoegd. De cellen worden geïncubeerd bij 35ºC. Indien er na 3 dagen CPE wordt waargenomen, kan er vanuit gegaan worden dat de rescue is gelukt en er een goed DNA sample is geïsoleerd en gekloneerd.

3
Resultaten

§ 3.1 Karakteriseren van CAV 21 NL

Voor het karakteriseren van CAV 21 NL is er een serum-neutralisatietest uitgevoerd. Verder is er gekeken naar het CPE van het virus op drie verschillende cellijnen. De cellijnen die hiervoor zijn gebruikt zijn Hep-2c cellen, Rd cellen en Gabi cellen. Tevens is van deze virusinfecties de titer bepaald door middel van een virustitratie.

§ 3.1.1 Serum-neutralisatietest

Op het RIVM wordt virusmateriaal van patiënten, waarbij er gedacht wordt dat er sprake is van een enterovirusinfectie, d.m.v. een serum-neutralisatietest getypeerd. Omdat eerder is gebleken dat de serotypering niet volledig betrouwbaar is, is de test voor dit onderzoek opnieuw uitgevoerd met een CAV 21 Prototypestam als viruscontrole en met serotype specifieke antiserum naast de antisera pools om coxsackievirus A te typeren (pool J t/m
pool P).

Uit de tweede test is opnieuw CAV 21 als serotype gevonden. Het virus is namelijk geneutraliseerd door het CAV 21 specifieke antisera en door pool L en pool P. De CAV 21 Prototypestam, welke als positieve viruscontrole is meegenomen, gaf hetzelfde neutralisatiepatroon als de Nederlandse patiëntenstam.

Omdat beide keren CAV 21 als serotype uit de test is gekomen, wordt ervan uitgegaan dat het virus ook daadwerkelijk aanwezig is. Er is daarom met deze patiëntenstam verder gegaan in dit onderzoek.

§ 3.1.2 Viruskweek op verschillende cellijnen 

Naast het te karakteriseren CAV 21 NL virus zijn bij dit experiment nog drie andere virussen meegenomen: (1) het wild-type poliovirus Mahoney, (2) de prototypestam van CAV 21 (hier genaamd CAV 21 Prototype) en (3) een Turkse patiëntenstam CAV 21 welke op het RIVM is gediagnosticeerd (hier genaamd CAV 21 TUR).

Hep-2c cellen, Gabi cellen en Rd cellen zijn gekweekt in een 25 cm2 kimble tot een confluentie tussen 50% en 80% (tabel 2). Voor elke cellijn is er een mock controle meegenomen welke niet is geïnfecteerd met virus, maar verder wel hetzelfde is behandeld als cellen met virusinfectie. De confluentie is voor elke kimble bepaald, waarna is aangegeven welk virus wordt toegevoegd aan de cellen.
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Na bepaling van de confluentie zijn de cellen geïnfecteerd met een multiplicity of infection (MOI) van 0.01 op dag 0 volgens § 2.4 “virus opkweken”. Een MOI van 0.01 houdt in dat er voor elke 100 cellen 1 viruspartikel aanwezig is om te infecteren. De cellen zijn in een 37ºC stoof zonder CO2 geplaatst en zijn dagelijks beoordeeld op CPE, waarna op de derde dag na infectie de eindbeoordeling plaats vond (tabel 3). De cellen zijn vervolgens in de vriezer
(-20ºC) geplaatst zodat de virustiter bepaald kon worden.
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Zoals in tabel 3 is te zien, geeft Mahoney op dag 1 tot 10% CPE op Hep-2c cellen waarna het op dag 2 op deze cellen al voor volledige CPE zorgt. Op dag 1 is er bij Rd cellen van de Mahoney infectie nog geen CPE te zien, net als bij de Gabi cellen. Op dag 2 is er 50% tot 90% CPE te zien op Rd cellen en op dag 3 is dit volledig. CPE op Gabi cellen is pas op dag 3 voor het eerst zichtbaar, met een CPE van 50% tot 90%.

CAV 21 NL laat op de eerste dag na infectie nog geen CPE zien op alle drie de cellijnen. Daardoor loopt het virus achter op de andere CAV virussen, deze laten namelijk op Hep-2c en Rd cellen al wel tot 10% CPE zien.

Op dag twee is er sprake van volledige CPE op de Hep-2c cellen door de infectie met CAV 21 NL. Verder laat CAV 21 NL 10% tot 50% CPE zien op Rd cellen, net als de prototypestam CAV 21. Mahoney en CAV 21 TUR laten dan al 50% tot 90% CPE zien op de Rd cellen. CAV 21 NL laat, net als CAV 21 prototype en Mahoney, op Gabi cellen nog geen CPE zien, terwijl CAV 21 TUR tot 10% CPE laat zien.

Op dag drie is CPE op Rd cellen, geïnfecteerd met CAV 21 NL, nog 10% tot 50%. Op Gabi cellen is nu ook 10% tot 50% CPE zichtbaar. Er is geen verandering zichtbaar bij de Hep-2c cellen, omdat deze op dag 2 al volledige CPE gaf.

De virussen laten op de Gabi cellijn het minst CPE zien. Pas op dag 2 is er tot 10% CPE zichtbaar bij CAV 21 TUR en op dag 3 is er bij de CAV 21 NL en Mahoney infectie CPE zichtbaar op Gabi cellen.

Aan de hand van deze waarnemingen kan niet gezegd worden of CAV 21 NL beter of slechter groeit op de cellijnen ten opzichte van de andere virussen, omdat de virustiter en CPE waarde niet met elkaar correleren. Daarom zal de virustiter ook bepaald worden voor elk virus op elke cellijn.

§ 3.1.3 Virustitratie van de viruskweek op verschillende cellijnen

Voor de bepaling van de virustiter is de ontdooide suspensie van  § 3.1.1 gebruikt welke op dag drie in de vriezer is geplaatst. De virustiter is bepaald volgens § 2.3 “virustitratie”. Alle virussuspensies werden getitreerd op Hep-2c cellen. Hier is voor gekozen omdat alle virussen het meest CPE veroorzaken op Hep-2c cellen in vergelijking met de andere cellijnen.
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In tabel 4 is te zien dat de titer van Mahoney het hoogst is van alle virussen per cellijn
(Hep-2c: TCID50 109.0/ml; Rd: TCID50 108.3/ml; Gabi: TCID50 108.2/ml). Omdat Mahoney steeds het meest CPE gaf op de verschillende cellijnen (volledig voor Hep-2c cellen en Rd cellen en 50% tot 90% op Gabi cellen) en nu de hoogste titer geeft, kan er gezegd worden dat dit virus beter groeit op deze cellijnen dan de andere geteste virussen. 

Het verschil in virustiter van CAV 21 NL, CAV 21 Prototypestam en CAV 21 TUR voor
Hep-2c cellen is erg klein (respectievelijk een TCID50 van 108.0/ml, 108.3/ml en 108.4/ml). Een verschil van enkele tienden kan worden veroorzaakt door een pipetteerfout of een afleesfout, zodat hier niet gezegd kan worden dat CAV 21 NL beter op Hep-2c cellen groeit dan de andere twee CAV 21 stammen.

CAV 21 NL heeft op Rd cellen een titer van 107.5/ml. Dit is wel hoger ten opzichte van CAV 21 TUR (TCID50 van 107.0/ml op Rd cellen). De titer van CAV 21 Prototypestam is 107.6/ml, wat dus ongeveer hetzelfde is als de titer van CAV 21 NL voor de Rd cellijn. CAV 21 NL groeit op Rd cellen dus beter dan CAV 21 TUR, terwijl de CPE voor CAV 21 NL lager was op Rd cellen dan CAV 21 TUR.

Opmerkelijk is dat CAV 21 Prototypestam geen CPE geeft op Gabi cellen, maar dat deze stam wel een titer heeft van 107.3/ml. Het virus groeit dus wel op deze cellen, alleen veroorzaakt het geen cellysis. CAV 21 NL heeft een titer van 106.9/ml op Gabi cellen, wat hoger is dan CAV 21 TUR (106.5/ml), maar niet hoog genoeg om te kunnen concluderen dat CAV 21 NL beter op Gabi cellen groeit dan CAV 21 TUR.

CAV 21 NL groeit iets minder goed op Hep-2c cellen dan de andere virussen, maar groeit op deze cellijn beter dan op de Rd cellijn en de Gabi cellijn, omdat daar de titer lager is. Daarom is er voor gekozen om alle experimenten waar cellen bij nodig zijn, op Hep-2c cellen uit te voeren zodat een zo hoog mogelijke titer kan worden bereikt.

§ 3.2 CAV 21 NL opkweken, zuiveren, RNA isoleren, RT PCR en amplificeren

Voor het ophelderen van de sequentie van CAV 21 NL en voor het kloneren en recombineren van CAV 21 NL moest eerst een full-length dsDNA genoom worden verkregen. Om te controleren of alle stappen, die hiervoor nodig zijn, goed gegaan zijn, is OPV als controle meegenomen. Er is voor OPV gekozen omdat er van uit wordt gegaan dat deze bij alle experimenten als positief bevonden kan worden. Verder is CAV 21 TUR meegenomen voor het geval dat er geen full-length dsDNA product gesynthetiseerd kon worden van CAV 21 NL.

Voor het verkrijgen van een full-length dsDNA genoom werden CAV 21 NL, CAV 21 TUR en OPV opgekweekt op Hep-2c cellen (§ 2.4) waarna het virus werd gezuiverd volgens § 2.5. Van dit materiaal is een virustitratie ingezet om te controleren of de titer hoog genoeg is. Er is namelijk uit eerdere experimenten gebleken dat CAV 21 NL een drempelwaarde heeft waarboven de titer moet zitten willen de experimenten slagen. De titer moet naar alle waarschijnlijkheid hoger zijn dan een TCID50 van 1010.0/ml om een full-length dsDNA product te verkrijgen. Dit omdat de Full-length PCR is mislukt met een CAV 21 NL sample welke een TCID50 had van 108.6/ml en met een CAV 21 NL sample welke een TCID50 had van 109.3/ml. De Full-length PCR is echter gelukt met een CAV 21 NL sample welke een TCID50 had van 1010.3/ml.

CAV 21 NL had in dit experiment een TCID50 van 1010.5/ml na viruszuivering. OPV had een TCID50 van 109.6/ml na viruszuivering. De titer van CAV 21 TUR is niet bepaald.

Na de viruszuivering is er een RNA isolatie (§ 2.6) en een reverse transcriptase PCR (§ 2.7) uitgevoerd op het gezuiverde CAV 21 NL, CAV 21 TUR en OPV. Het cDNA verkregen uit de reverse transcriptase PCR is gebruikt voor drie verschillende PCR reacties.

§ 3.2.1 IRES PCR

Het IRES gebied van het genoom is sterk geconserveerd zodat de primers zullen hybridiseren als er materiaal aanwezig is in het sample. Bij een positief resultaat zou verder geconcludeerd kunnen worden dat de reverse transcriptase PCR goed is verlopen. Het verwachte bandje voor enterovirussen bij deze PCR is ongeveer 384 bp groot.

Het protocol beschreven in § 2.8 is aangehouden bij dit experiment. Voor OPV is een kleine verdunningsreeks ingezet waarbij het voor de PCR amplificatie 1x, 10x en 100x is verdund. Er kan door de verdunningsreeks bekeken worden of de virustiter van een OPV sample, net als voor een CAV 21 NL sample, boven 1010/ml moet zijn. Verder is er een negatieve PCR controle meegenomen waaraan geen reverse transcriptase PCR product is toegevoegd maar wel de PCR mix. Ook is er een positieve PCR controle meegenomen, namelijk plasmide waarin het full-length dsDNA genoom van Mahoney is geligeerd.

Na de amplificatie is aan 10 µl PCR product 2 µl broomfenolblauw  toegevoegd, waarvan
10 µl op een 1.5% TAE agarose gel is gebracht. In figuur 8 is de gel weergegeven, in tabel 5 staat de volgorde waarin de samples op gel zijn gebracht. De grootte van de fragmenten van DNA marker IV staan in bijlage IV.
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In figuur 8 is te zien dat OPV bij elke verdunning een bandje geeft welke ongeveer 400 bp groot is. Het duidelijkste OPV bandje is van OPV 1x, het is dus wenselijk om wel een zo hoog mogelijke titer van een OPV sample te hebben voor deze experimenten. Verder geeft CAV 21 NL een duidelijk bandje, ook ter hoogte van ongeveer 400 bp. CAV 21 TUR geeft een vaag zichtbaar bandje vergeleken met CAV 21 NL en positieve PCR controle Mahoney. De negatieve cDNA en de negatieve PCR controle zijn beide negatief.

Uit deze PCR blijkt dat alle samples, behalve de negatieve controles, materiaal bevatten. Zo kan er worden geconcludeerd dat de voorgaande experimenten zijn gelukt.

§ 3.2.2 VP1 PCR

Het VP1 deel van het genoom is een hoog variabel gebied (figuur 5), waardoor er door deze PCR een indicatie gegeven ​kan worden over welk ​​enterovirusserotype aanwezig is. De primers voor deze PCR zijn zo ontwikkeld, dat deze hybridiseren met één of enkele enterovirusserotypes. Als er een product aanwezig is na de PCR met de Y7 en Q8 primers kan er worden gezegd dat er waarschijnlijk Mahoney, Hisp of Sabin aanwezig is, en kan er, als er product aanwezig is na de PCR met de CAV 21 VP1 primers, worden gezegd dat er waarschijnlijk sprake is van een CAV 21 virus. Deze PCR geeft alleen een indicatie, het zou namelijk zo kunnen zijn dat de CAV 21 VP1 primers hybridiseren met andere serotypes. Hierdoor kan alleen na een sequentiereactie bepaald worden om welk serotype het gaat.

Ook hier is van OPV een kleine verdunningsreeks ingezet waarbij OPV voor de PCR amplificatie 1x, 10x en 100x is verdund.

Net als bij de IRES PCR amplificatie is er een negatieve PCR controle meegenomen waaraan geen reverse transcriptase PCR product is toegevoegd maar wel de PCR mix. Ook hier is er een positieve PCR controle meegenomen, namelijk plasmide waarin het full-length dsDNA genoom van Mahoney is geligeerd. Het protocol van § 2.9 is volledig aangehouden.


Na de amplificatie is aan 10 µl PCR product 2 µl broomfenolblauw  toegevoegd, waarvan
10 µl op een 0.8% TAE agarose gel is gebracht. In figuur 9 is de gel weergegeven, in tabel 6 staat de volgorde waarin de samples op gel zijn gebracht. De grootte van de fragmenten van DNA marker IV staan in bijlage IV.
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De samples 2 t/m 9 in figuur 9 zijn met Y7 en Q8 primers geamplificeerd. De OPV samples geven een bandje ter grootte van ongeveer 900 bp, wat de te verwachtte grootte is. Het onverdunde OPV sample (1x) geeft het mooiste bandje weer van de OPV samples, omdat deze het sterkst is. De CAV 21 samples geven geen bandje weer. Dit was ook de verwachting, omdat theoretisch gezien de Y7 en Q8 primers niet hybridiseren met CAV 21. De positieve PCR controle Mahoney geeft wel een bandje, omdat Mahoney dezelfde sequentie heeft als OPV op de positie waar de primers hybridiseren.

OPV en de positieve PCR controle Mahoney geven geen bandjes bij de amplificatie waarbij de primers CAV 21 VP1 fw en CAV 21 VP1 rv zijn gebruikt (sample 10 t/m 18). Heel licht is er wel een bandje te zien bij CAV 21 NL (sample 13). CAV 21 TUR geeft geen bandje, omdat de virustiter naar alle waarschijnlijkheid te laag is.

De CAV 21 VP1 primers zijn ontwikkeld aan de hand van bekende CAV 21 sequenties welke op internet zijn gepubliceerd. Het zou kunnen dat deze Nederlandse CAV 21 stam dusdanig afwijkt van de geplubliceerde sequenties dat de primers niet goed passen en er daarom een zwak bandje ontstaat op de agarose gel.

De negatieve cDNA en de negatieve PCR controle zijn beide negatief. Omdat CAV 21 NL een bandje geeft op deze gel na amplificatie met CAV 21 VP1 primers, wordt er verder gegaan met de Full-length PCR omdat er wordt verwacht dat het goede virus aanwezig is.

§ 3.2.3 Full-length PCR

De Full-length PCR (§ 2.10) is bedoeld om van cDNA, verkregen uit de Reverse Transcriptase PCR (§ 2.7), dsDNA te maken waarbij het volledige genoom van het virus wordt geamplificeerd. Er is een negatieve PCR controle meegenomen waaraan geen reverse transcriptase PCR product is toegevoegd maar wel de PCR mix. Ook is er een positieve PCR controle meegenomen, namelijk plasmide waarin het full-length dsDNA genoom van Mahoney is geligeerd.

Na de amplificatie is aan 10 µl PCR product 2 µl broomfenolblauw  toegevoegd, waarvan
10 µl op een 0.8% TAE agarose gel is gebracht. In figuur 10 is de agarose gel weergegeven, in tabel 7 staat de volgorde waarin de samples op gel zijn gebracht. De grootte van de fragmenten van DNA marker IV staan in bijlage IV.
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In figuur 10 is te zien dat OPV en CAV 21 NL duidelijke bandjes geven van ongeveer 7.400 bp. CAV 21 TUR geeft een bandje helemaal onder aan de gel, net als de negatieve PCR en de negatieve cDNA controles. Dit zullen naar alle waarschijnlijkheid primer dimeren zijn welke niet gehybridiseerd zijn door afwezigheid van product. De positieve PCR controle Mahoney is positief. 

§ 3.2.4 PCR zuivering

Uit de gel van de Full-length PCR van § 3.2.3 is gebleken dat het volledige genoom van CAV 21 NL is geamplificeerd. De overige 40 µl PCR product uit § 3.2.3 welke niet op gel is gebracht, is gebruikt voor een PCR zuivering, omdat er één bandje zichtbaar is op de gel. Hierbij is er gewerkt volgens het protocol van § 2.11. De verkregen opbrengst na zuivering bedroeg 28.5 ηg/µl.

§ 3.3 Kloneren van CAV 21 NL

Het full-length dsDNA product van CAV 21 NL van § 3.2.4 is gebruikt om te kloneren. Hierbij is het volledige dsDNA genoom in een pCR®-XL-TOPO plasmide geligeerd. Dit is gedaan volgens het protocol van § 2.13 “kloneren van CAV 21 NL”. De agarplaat welke o/n in de 37ºC stoof had gestaan, had ongeveer 25 kolonies.

§ 3.3.1 Plasmide isolatie uit een kleine cultuur en Fusie Full-length PCR

Van de agarplaat zijn 10 kolonies aangeënt en in een kleine 5 ml LB cultuur geplaatst volgens § 2.14. Na het isoleren van de plasmides volgens § 2.14 is er een Fusie Full-length PCR
(§ 2.15) ingezet om te controleren of de plasmides een insert hebben. Na de amplificatie is aan 10 µl PCR product 2 µl broomfenolblauw  toegevoegd, waarvan 10 µl op een 0.8% TAE agarose gel is gebracht (figuur 11).
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De verwachtte producten zouden bestaan uit één enkel bandje ter grootte van 7.400 bp. Zoals in figuur 11 is te zien, geven de kolonies 1 t/m 10 geen van allen dit te verwachten product.
6 kolonies laten twee bandjes zien op de gel waarvan één bandje ongeveer 3.300 bp groot is en één bandje (een erg licht bandje) ongeveer 7.400 bp groot is. Er wordt vanuit gegaan dat een plasmide maar één insert heeft en dat de bacterie maar één plasmide in zich opneemt. Er wordt daarom geacht dat de primers in deze PCR op meerdere plaatsen kunnen hybridiseren en dat er zo meerdere producten worden gevonden na de PCR.

De positieve PCR controle Mahoney is positief.

Er zijn opnieuw kolonies aangeënt, ditmaal waren dat er 5. Dezelfde stappen zijn ondernomen als bij de andere 10 aangeënte kolonies. Na de Fusie Full-length PCR amplificatie is aan 5 µl PCR product 1 µl broomfenolblauw  toegevoegd, waarvan 5 µl op een 0.8% TAE agarose gel is gebracht.
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In figuur 12 is te zien dat het plasmide van kolonie 14 (sample 5 op de gel) een insert heeft welke een grootte heeft van ongeveer 7.400 bp. Dit is de grootte van een volledig gekloneerd CAV 21 NL genoom. De plasmides van kolonie 11 en 13 lijken geen insert te hebben, de plasmides van kolonie 12 en 15 lijken een insert van ongeveer 3.300 bp te hebben. De positieve PCR controle Mahoney geeft een licht bandje.

Het lijkt erop dat kolonie 14 een goed insert heeft, zodat er met deze kolonie wordt verder gegaan met de experimenten.

§ 3.3.2 Plasmide isolatie uit een grote cultuur

Met het materiaal van kolonie 14, dat is bewaard voordat er met het plasmide isolatie uit een kleine cultuur is begonnen, is een grote cultuur aangeënt, waarna het plasmide is geïsoleerd
(§ 2.16). Het geïsoleerde materiaal kan vervolgens gebruikt worden om de sequentie van CAV 21 NL op te helderen, voor het uitvoeren van een rescue en voor het eventueel recombineren van CAV 21 NL met Mahoney, Hisp en Sabin.

§ 3.4 Rescue van CAV 21 NL

Het materiaal dat afkomstig was uit § 3.3.2 is gebruikt voor een rescue. Ter voorbereiding van de rescue is er een knip ingezet van CAV 21 NL, waarna is verder gegaan met de transcriptie en transfectie (§ 2.18). Er zijn cellen geïnfecteerd met gelineariseerd CAV 21 NL en met circulair plasmide CAV 21 NL. Verder is er een mock en een cel controle meegenomen. De cellen zijn twee dagen geïncubeerd bij 35ºC waarna ze beoordeeld zijn op CPE. De mock controle zag er goed uit, de cellaag was voor 90% volgroeid. De celcontrole was inmiddels overgroeid waardoor er opgeronde cellen aanwezig waren. De cellen welke geïnfecteerd waren met circulair plasmide CAV 21 NL zagen er niet goed uit. Er was ongeveer 40% tot 50% CPE zichtbaar. De cellen welke geïnfecteerd waren met gelineariseerd CAV 21 NL zagen er anders uit dan de mock of de cel controle, maar CPE was niet overduidelijk aanwezig. Er wordt verwacht dat het lineaire plasmide met insert CPE zou geven op Hep-2c cellen, zeker als circulair plasmide met insert CPE geeft op Hep-2c cellen. Bij het lineaire plasmide wordt namelijk door T7 polymerase, welke de T7 promotersequentie herkent van de PT7C primer, alleen het virale genoom getransleerd. Bij het circulaire plasmide wordt ook de 3.500 bp van het plasmide getransleerd. Uit de sequentie blijkt dat Not I niet op een plaats in het genoom van CAV 21 NL kan knippen. Waarom de rescue met lineair plasmide niet is gelukt, is verder onduidelijk. Uit dit experiment kan wel worden opgemaakt dat het juiste DNA sample is geamplificeerd en geligeerd omdat het circulaire plasmide met CAV 21 NL CPE gaf op de Hep-2c cellen.

§ 3.5 Sequentie bepaling van CAV 21 NL

Het geïsoleerde plasmide met het full-length CAV 21 NL genoom (kloon 1) uit § 3.3.2 is gebruikt voor sequentie reacties. Allereerst zijn alle primers die al aanwezig waren vergeleken met gepubliceerde CAV 21 sequenties om te kijken of ze het theoretisch zouden moeten doen. Dit zijn de sequentieprimers welke zijn ontworpen voor CAV 20 en de sequentieprimers welke zijn ontworpen voor Sabin. Daarvan hebben er maar 4 primers een sequentie opgeleverd (Sabin fw 1, Sabin fw 2, Sabin n18 en CAV 20 fw8). Verder zijn de IRES, de Full-length en de CAV 21 VP1 primers gebruikt voor de sequentie reactie. Er zijn geen sequenties verkregen met de primers CAV 21 VP1 rv en CAV 21 VP1 comp rv. Dit zal waarschijnlijk komen omdat deze primers zijn ontworpen aan de hand van gepubliceerde CAV 21 sequentie, waardoor ze niet volledig overeenkomen met de sequentie van CAV 21 NL.

Aan de hand van de sequenties verkregen door de IRES, de Full-length, CAV 21 VP1 fw en CAV 21 VP1 COMP fw primers zijn nieuwe primers ontwikkeld welke steeds aan het eind van de verkregen sequentie liggen. Zo kan er opnieuw gesequenced worden, waardoor er meer van de sequentie bekend wordt. Op deze manier zijn er tot 3 keer nieuwe primers ontwikkeld zodat het volledige genoom gesequenced kan worden. Deze manier van sequencen wordt primer walken genoemd omdat bij elk nieuw verkregen sequentie weer een primer wordt ontworpen zodat langzaam de sequentie geanalyseerd kan worden. In bijlage 3 staan de sequenties van de primers welke zijn gebruikt voor sequencen. 

§ 3.5.1 Analyseren van verkregen sequentie data

Verkregen sequentie data zijn bekeken en bewerkt met het programma “Seqman” van DNASTAR. Hierbij zijn piekenpatronen beoordeeld en vergeleken met sequenties welke eerder waren verkregen. Door middel van het programma Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) van het National Center for Biotechnology Information (NCBI) is de verkregen sequentie vergeleken met reeds gepubliceerde sequenties. Uit de BLAST is naar voren gekomen dat de verkregen sequentie van kloon 1 voor 90% op een gepubliceerde CAV 21 stam (D00538.1) lijkt. Aan de hand van deze sequentie kan worden gezegd dat de Nederlandse patiëntenstam dus CAV 21 blijkt te zijn, echter met 10% mutaties. In bijlage V staat de nucleotide sequentie weergegeven van het CAV 21 NL sample. Nadat het leesframe en de locatie van het ORF is bepaald aan de hand van het programma “Map Draw” van DNASTAR, is de aminozuur sequentie bepaald van het ORF. Uit de BLAST van deze sequentie is naar voren gekomen dat de verkregen aminozuur sequentie van kloon 1 voor 97% overeenkomt met een eerder gepubliceerde CAV 21 stam (AAQ02684.1). De aminozuur sequentie staat in bijlage VI weergegeven. De 10% nucleotide mutaties resulteren in 3% aminozuur verandering.

§ 3.6 Consensus sequentie bepaling van CAV 21 NL

Voor het bepalen van de consensus sequentie zijn drie onafhankelijke reverse transcriptase samples nodig. Hiervoor zijn, nadat de eerste reverse transcriptie is gelukt, meerdere pogingen gedaan om weer een full-length dsDNA product te verkrijgen uit de Full-length PCR. Helaas is dit meerdere keren mislukt. Uiteindelijk is er een Full-length PCR uitgevoerd met drie CAV 21 NL reverse transcriptase samples, waarvan het virus een TCID50 van 1010.3/ml had na viruszuivering en een OPV sample, waarvan het virus een TCID50 had van 1010.3/ml na viruszuivering. Na de amplificatie zijn de PCR producten op een 0.8% TAE agarose gel gebracht (figuur 13). In tabel 10 staat hoeveel µl PCR product er op gel is gebracht.
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In figuur 13 is te zien dat OPV geen product geeft na de Full-length PCR. Hou dit precies kan is onduidelijk, misschien dat er geen cDNA product is toegevoegd aan de Full-length PCR mix. CAV 21 NL sample 1 en 2 geven beide een dikke band met een grootte van ongeveer 7.400 bp. CAV 21 NL sample 3 geeft ook een bandje met een grootte van 7.400 bp. Verder is bij dit sample nog een klein bandje van ongeveer 3.300 bp te zien. Het negatieve cDNA controle sample heeft ook een bandje van ongeveer 3.300 bp. De positieve PCR controle geeft een duidelijk bandje. De negatieve PCR controle is negatief gebleven.

Omdat eerder is gebleken dat er soms een extra product aanwezig is bij de Full-length PCR van ongeveer 3.300 bp, is er van sample CAV 21 NL 1 en 2 een gelzuivering uitgevoerd volgens § 2.12 en van sample CAV 21 NL 3 een PCR zuivering uitgevoerd volgens § 2.11. Zo wordt bij de gelzuivering alleen het product van ongeveer 7.400 bp gezuiverd. Omdat er bij een PCR zuivering meer product overblijft dan bij een gelzuivering, is er van sample 3 een PCR zuivering uitgevoerd. Deze drie samples zijn na de zuivering gekloneerd volgens § 2.13. 

Van de agarplaat waar CAV 21 NL sample 1 op was uitgeplaat, zijn 11 kolonies aangeënt. De agarplaat waar CAV 21 NL sample 2 op was uitgeplaat had 5 kolonies. Deze zijn allemaal aangeënt. De agarplaat waar CAV 21 NL sample 3 op was uitgeplaat had erg veel kolonies 
(( 100 kolonies). Er zijn 5 kolonies van deze plaat aangeënt. Er wordt verwacht dat het grootste deel van deze kolonies een 3.3 kb insert hebben in het plasmide, omdat er een PCR zuivering is uitgevoerd waarbij het 3.3 kb bandje is meegezuiverd.

Van de aangeënte kolonies is een plasmide isolatie uitgevoerd (§ 2.14). Van deze isolatie is vervolgens een Fusie Full-length PCR uitgevoerd. Hieruit is gebleken dat 1 van de 11 kolonies, aangeënt van de agarplaat waar CAV 21 NL sample 1 op is uitgeplaat, een insert heeft van ongeveer 7.400 bp. De overige kolonies welke zijn aangeënt van de platen met CAV 21 NL sample 2 en 3 hebben geen insert. In figuur 14 is de 0.8% TAE agarose gel weergegeven waar 6 PCR producten van CAV 21 sample 1 op zijn aangebracht.
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 SHAPE  \* MERGEFORMAT 

Sample 7 van de gel in figuur 14 is de 11e aangeënte kolonie van CAV 21 NL sample 1. Deze kolonie heeft een plasmide met het goede insert, namelijk een product dat ongeveer 7.400 bp groot is. De overige samples hebben geen insert in hun plasmide. Sample 8 van de gel is de positieve PCR controle met plasmide welke het full-length dsDNA genoom van Mahoney als insert heeft.

Vanwege een tijdslimiet is er van kolonie 11, van het materiaal van de plasmide isolatie uit een kleine cultuur, zes keer een Fusie Full-length PCR ingezet zodat er voldoende materiaal aanwezig is van het product om te sequencen. Er was namelijk geen tijd om een plasimide isolatie uit een grote cultuur uit te voeren om vervolgens te sequencen.

Bij de Fusie Full-length PCR is er een negatieve PCR controle en een positieve PCR controle meegenomen. De positieve controle is het plasmide met het full-length dsDNA genoom van Mahoney.

Na amplificatie is aan 5 µl PCR product 1 µl broomfenolblauw toegevoegd waar 5 µl van op een 0.8% TAE agarosegel is gebracht om te controleren of de PCR goed is verlopen (figuur 15).
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In figuur 15 is te zien dat de CAV 21 NL samples 1 t/m 6 (kloon 2) allemaal hetzelfde product geven van ongeveer 7.400 bp. Verder is te zien dat de negatieve PCR controle (sample 8 op gel) negatief is gebleven en de positieve PCR controle (sample 7 op gel) is positief.
De zes CAV 21 NL samples van de Fusie Full-length PCR zijn volgens § 2.11 gezuiverd waarna er een sequentie reactie is ingezet (§ 2.17). De sequentieprimers vermeld in bijlage 3 zijn hiervoor gebruikt.

De verkregen sequentie data van kloon 2 zijn bekeken en bewerkt met het programma Seqman. Uit de BLAST is naar voren gekomen dat de verkregen sequentie van kloon 2 voor 89% op een gepubliceerde CAV 21 stam (D00538.1) lijkt. Dit is dezelfde stam als de stam van de BLAST van kloon 1.

Nadat het leesframe en de locatie van het ORF is bepaald aan de hand van het programma Map Draw, is de aminozuur sequentie bepaald van het ORF. Uit de BLAST van deze sequentie is naar voren gekomen dat de verkregen aminozuur sequentie van kloon 2 voor 97% overeenkomt met een eerder gepubliceerde CAV 21 stam (AAQ02684.1). Dit is dezelfde stam als de stam van de BLAST van kloon 1. De 11% nucleotide mutaties resulteren in 3% aminozuur verandering.

Uit de resultaten van de BLAST van kloon 1 en kloon 2, kan worden opgemaakt dat er tijdens twee onafhankelijke reverse transcriptase reacties twee verschillende sequenties zijn gekomen. Er zijn 4 nucleotide welke verschillend zijn. De 4 verschillen tussen CAV 21 NL kloon 1 en 2 zijn: positie 2791 A ( G; positie 2793 T ( G; positie 8386 G ( A; positie 5578 G ( A.

Verder zijn er 3 verschillen in aminozuren tussen CAV 21 NL kloon 1 en 2, dit  zijn: aminozuur 681 Asparagine ( Glutamic acid; aminozuur 1546 Alanine ( Threonine; aminozuur 1610 Glycine ( Arganine.
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In figuur 16 is de similarityplot weergegeven van de nucleotiden sequentie van CAV 21 NL kloon 1 en 2, vergeleken met de nucleotide sequentie van een gepubliceerde CAV 21 stam. Hierin is te zien dat, zodra het ORF begint bij VP4, de gelijkenis in nucleotide sequentie van CAV 21 NL kloon 1 en 2 t.o.v. de gepubliceerde CAV 21 stam heel snel daalt, van (98% naar (71%. Verder is te zien dat kloon 1 en 2 van elkaar afwijken in de similarityplot in het begin van het 3C deel van het genoom. Het VP1-VP3 deel van het genoom van kloon 1 en 2 lijkt minder af te wijken van de gepubliceerde CAV 21 stam dan het 2A-2C deel van het genoom. Dit zou kunnen omdat het VP1-VP3 deel codeert voor de structurele capside proteïnen. Hier kan waarschijnlijk niet veel variatie in voorkomen, omdat deze proteïnen dan hun functie kunnen verliezen wat het virus waarschijnlijk niet overleefd.

In figuur 17 is de similarityplot weergegeven van de nucleotide sequentie van CAV 21 NL kloon 1, 2 en de gepubliceerde CAV 21 stam vergeleken met de nucleotide sequentie van wild-type poliovirus serotype 1. In de plot is te zien dat de NTR delen van het genoom van de CAV 21 virussen veel overeenkomst hebben met het poliovirus. Ook is goed te zien dat het P1 deel van het genoom van de CAV 21 virussen het minst op het poliovirus lijkt. Het gehele deel heeft minder dan (65% vergelijkenis. Het stuk wat voor VP1 codeert lijkt bij 2500 nucleotide zelfs een stuk geheel niet op het poliovirus. Vanaf het begin van het P2 fragment beginnen de CAV 21 virussen steeds meer op het poliovirus te lijken, met alleen een daling aan het eind van het 2C gen en het begin van het 3A gen. Wat hier wordt gevonden, is ook te zien in de similarityplot van figuur 5 waarin het P2 en P3 deel ook het meest op het poliovirus lijkt.
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In figuur 18 is de similarityplot weergegeven van de aminozuur sequentie van CAV 21 NL kloon 1, kloon 2 en van een gepubliceerde CAV 21 stam, vergeleken met de aminozuur sequentie van wild-type poliovirus serotype 1. In de similarityplot is te zien dat de aminozuur sequentie van de CAV 21 virussen het minst op het poliovirus lijkt in het P1 fragment, met name in het VP1 gen. In het P2 en P3 fragment lijken de aminozuur sequenties van de CAV 21 virussen het meest op het poliovirus, met name in het 3D gen waarbij CAV 21 kloon 1 en 2 zelfs volledig overeenkomen met het poliovirus. 

Verder is in de similarityplot op te maken dat de aminozuur sequentie van de CAV 21 virussen voornamelijk in het laatste deel van het P2 fragment en het eerste deel van het P3 fragment minder op elkaar lijken. Hier zijn namelijk de lijnen minder overlappend dan in het P1 fragment van het genoom.

Kennelijk maakt het voor het CAV 21 virus minder uit om een paar aminozuur veranderingen te hebben in het P2 en P3 fragment, omdat de virussen hun virulentie hebben behouden. Hieruit is niet te concluderen welk virus virulenter is. Daar zijn andere experimenten voor nodig.



4
Conclusie en Discussie
Het doel van dit onderzoek was om een Nederlandse patiëntenstam van CAV 21 te karakteriseren en te recombineren met poliovirus, zodat er bepaald kan worden of recombinatie een gevaar kan vormen voor polio eradicatie.

Uit viruskweken en titerbepaling is gebleken dat CAV 21 NL het best groeit op Hep-2c cellen, als er wordt vergeleken met Rd cellen en Gabi cellen. Het CPE op Hep-2c cellen was na twee dagen al volledig. De titer van deze stam op deze cellen bedroeg 108.0/ml.
Na het kloneren van twee onafhankelijk verkregen full-length dsDNA genomen van CAV 21 NL, is de nucleotide sequentie bepaald en de aminozuur sequentie afgeleid van de twee samples. Hieruit is gebleken dat CAV 21 NL in aminozuur sequentie voor 97% op een gepubliceerde CAV 21 stam lijkt. Helaas is de sequentie van een derde kloon niet bepaald door gebrek aan tijd. De consensussequentie is nu aanwezig aan de hand van de eerste twee kloons. Een derde kloon zou de vier nucleotide verschillen tussen deze twee kloons moeten ophelderen om zo de volledige consensussequentie te verkrijgen.

Een rescue van circulair plasmide met CAV 21 NL is gelukt op Hep-2c cellen. Hieruit kan worden geconcludeerd dat het virus, ondanks meerdere experimenten, nog steeds viable is.

Met dit onderzoek is, naast het karakteriseren en de full-length sequentiebepaling van CAV 21 NL, verder de basis gelegd voor het uitvoeren van recombinatie experimenten van CAV 21 NL met Mahoney, Sabin of Hisp.

Ondanks dat het doel recombineren niet is bereikt, kan er wel gezegd worden dat CAV 21 nucleotide veranderingen ondergaat in de loop van tijd welke ook leiden tot aminozuur veranderingen. Of deze veranderingen effect hebben op de virulentie is niet bepaald.

Voor het karakteriseren van CAV 21 NL zijn verschillende experimenten uitgevoerd welke zijn beschreven in hoofdstuk 3.

Zodra een sample bij het RIVM binnenkomt waarvan wordt gedacht dat het een enterovirus infectie bevat, wordt deze getypeerd door de serum-neutralisatietest. Omdat is gebleken dat deze test niet volledig betrouwbaar is, is voor dit project de serum-neutralisatietest herhaald waarna CAV 21 opnieuw als serotype naar voren kwam.

Naast serotypering is er een viruskweek uitgevoerd van CAV 21 NL, Mahoney, CAV 21 prototype en CAV 21 TUR om het verschil in CPE te bepalen tussen CAV 21 NL en de andere 3 virussen. Dit is op 3 verschillende cellijnen gedaan, namelijk op Hep-2c cellen, Rd cellen en Gabi cellen.

Uit tabel 3 is gebleken dat CPE, veroorzaakt door de CAV 21 NL infectie, het meest (volledig) is op Hep-2c cellen, omdat er maar 10% tot 50% CPE aanwezig is op Rd cellen en Gabi cellen.

CAV 21 NL geeft evenveel CPE op Hep-2c cellen in vergelijking met de andere virussen, behalve CAV 21 Prototype welke minder CPE geeft. Verder geeft CAV 21 NL op Rd cellen en op Gabi cellen minder CPE dan de andere virussen, behalve CAV 21 Prototype.

Omdat er geen correlatie is tussen CPE en virustiter, is de titer voor elk virus bepaald. Mahoney gaf op alle cellijnen veel CPE (volledig voor Hep-2c cellen en Rd cellen en 50% tot 90% op Gabi cellen) en nu uit tabel 4 blijkt dat de titer van dit virus op de cellijnen het hoogst van de geteste virussen is (Hep-2c: TCID50 109.0/ml; Rd: TCID50 108.3/ml; Gabi: TCID50 108.2/ml), kan er worden geconcludeerd dat Mahoney het best op deze cellijnen groeit ten opzichte van de andere virussen.
Het verschil in virustiter van CAV 21 NL, CAV 21 Prototypestam en CAV 21 TUR voor
Hep-2c cellen is erg klein (respectievelijk een TCID50 van 108.0/ml, 108.3/ml en 108.4/ml). Omdat een verschil van enkele tienden kan worden veroorzaakt door een pipetteerfout of een afleesfout, kan hier niet gezegd kan worden dat CAV 21 NL beter op Hep-2c cellen groeit dan de andere twee CAV 21 stammen.

De titer van CAV 21 NL op Rd cellen (TCID50 van 107.5/ml) is hoger ten opzichte van CAV 21 TUR (TCID50 van 107.0/ml) en ongeveer gelijk ten opzichte van CAV 21 Prototypestam (TCID50 van 107.6/ml). CAV 21 NL groeit op Rd cellen dus beter dan CAV 21 TUR, terwijl de CPE voor CAV 21 NL lager was op Rd cellen dan CAV 21 TUR.

CAV 21 NL heeft een titer van 106.9/ml op Gabi cellen, wat hoger is dan CAV 21 TUR (106.5/ml), maar niet hoog genoeg om te kunnen concluderen dat CAV 21 NL beter op Gabi cellen groeit dan CAV 21 TUR.

Naast het beoordelen van CPE en het bepalen van de virustiter, is CAV 21 NL ook gekarakteriseerd aan de hand van drie individuele PCR reacties.

De IRES PCR is als eerst uitgevoerd. Hier kan, nadat het bandje op de agarose gel zichtbaar is, geconcludeerd worden dat er materiaal aanwezig is in het sample. 

Nadat de sequentie van CAV 21 NL was verkregen (§ 3.5), is duidelijk geworden dat de IRES PCR niet optimaal verloopt omdat de IRES rv primer niet geheel complementair is aan de sequentie van CAV 21 NL. Er zitten 6 mismatches in het stuk waar de primer hybridiseerd, waardoor de amplificatie niet goed genoeg verloopt.

Omdat uit de IRES PCR niet kan worden bepaald of het om CAV 21 gaat, is er een VP1 PCR uitgevoerd om een betere indicatie te krijgen. Het bepalen van het serotype kan pas na de bepaling van deze sequentie, maar de VP1 PCR zelf kan al wel een indicatie geven.

De VP1 PCR is uitgevoerd met een OPV sample en met het CAV 21 NL sample. Beide samples zijn geamplificeerd met primer Y7 en primer Q8 (hybridiseren met Sabin, Mahoney en Hisp) en met CAV 21 VP1 fw en CAV 21 VP1 rv primers (ontwikkeld aan de hand van gepubliceerde CAV 21 sequenties).

De VP1 PCR verloopt goed met het OPV sample, geamplificeerd met primer Y7 en Q8 (figuur 9), omdat het een duidelijk product geeft op de agarose gel. De VP1 PCR met het CAV 21 NL sample, geamplificeerd met primer CAV 21 VP1 fw en rv, verloopt minder goed. Er is namelijk wel een bandje zichtbaar, maar deze is, ten opichte van het OPV bandje, erg vaag. Ook hier blijkt, nadat de gehele sequentie van CAV 21 NL bekend is, dat er 3 mismatches aanwezig zijn in de CAV 21 VP1 rv primer. Omdat de primer niet goed hybridiseerd kan al worden opgemaakt dat het genoom van de Nederlandse CAV 21 patiëntenstam niet geheel hetzelfde zal zijn als de gepubliceerde CAV 21 stammen. Omdat er een product aanwezig was van de verwachtte grootte na amplificatie met de CAV 21 VP1 primers, is er verder gegaan met de experimenten. Er wordt namelijk van uit gegaan dat de CAV 21 VP1 primers alleen hybridiseren met het CAV 21 genoom.

Na het verkrijgen van een full-length dsDNA product met behulp van een Full-length PCR, was er een kloneringsreactie uitgevoerd (§ 3.3). Van de verkregen kolonies bleek er één plasmide een insert van ongeveer 7.400 bp te hebben (figuur 12). De verkregen sequentie van het insert van dit plasmide (kloon 1) had een overeenkomst met gepubliceerde CAV 21 sequenties van 90% volgens het programma BLAST. Hieruit kan geconcludeerd worden dat het sample welke is gebruikt voor de amplificaties met een IRES PCR, VP1 PCR en Full-length PCR een CAV 21 sample is. 

Door de 10% nucleotide mutaties kan er geconcludeerd worden dat het onderzochte Nederlandse patiënten sample weldegelijk CAV 21 is en dat dit virus ondanks meerdere nucleotide substituties in zijn genoom, nog steeds een stabiel en virulent virus is. De aminozuur sequentie van het ORF van kloon 1 is met het BLAST programma vergeleken met andere virussen. Uit de BLAST is naar voren gekomen dat de aminozuur sequentie van kloon 1 voor 97% overeenkomt met een gepubliceerde aminozuur sequentie van CAV 21. De 10% nucleotide mutaties leiden tot 3% aminozuur verandering.

Nadat er een tweede kloon van CAV 21 NL gemaakt was, was ook deze sequentie met behulp van het BLAST programma vergeleken met gepubliceerde sequenties. Uit deze BLAST is naar voren gekomen dat de nucleotide sequentie van kloon 2 voor 89% op een gepubliceerde CAV 21 stam lijkt (dezelfde stam als bij kloon 1). De aminozuur sequentie van kloon 2 lijkt voor 97% op een gepubliceerde CAV 21 stam (dezelfde stam als bij kloon 1). 11% van de nucleotide mutaties leiden tot 3% aminozuur veranderingen.

De twee klonen hebben onderling vier nucleotiden en drie aminozuren welke anders zijn (aminozuur 681 N ( E; aminozuur 1546 A ( T; aminozuur 1610 G ( R). Hieruit kan worden geconcludeerd dat de reverse transcriptase twee verschillende sequenties heeft opgeleverd. Om de consensussequentie te bepalen is er een derde kloon nodig. Deze kloon is alleen nog niet aanwezig op het moment van dit schrijven.

Uit de similarityplot van figuur 16 kan worden opgemaakt dat de nucleotide sequentie van CAV 21 NL kloon 1 en 2 voornamelijk in het VP4 deel van het genoom het minst op de gepubliceerde CAV 21 stam lijken. Verder lijkt het VP1-VP3 deel van het genoom van CAV 21 kloon 1 en 2 minder af te wijken van de gepubliceerde CAV 21 stam dan het 2A-2C deel van het genoom. Dit komt waarschijnlijk omdat het VP1-VP3 deel van het genoom codeert voor capside proteïnen en waardoor er hier niet teveel variatie in kan ontstaat omdat het proteïne anders zijn functie kan verliezen en daarmee het virus zijn virulentie.

De similarityplot van figuur 17 laat zien dat er veel verschil aanwezig is in de nucleotide sequentie van CAV 21 kloon 1, 2 en de gepubliceerde CAV 21 stam vergeleken met het wild-type poliovirus serotype 1. Deze verschillen zitten voornamelijk in het P1 fragment van het genoom. In het P2 fragment van het genoom is er een verschil van 30% tot 50% vergeleken met het poliovirus. In het P3 fragment is dit verschil teruggelopen naar minder dan 30%.

In figuur 18 is de similarityplot weergegeven van de aminozuur sequentie van CAV 21 kloon 1, 2 en de gepubliceerde CAV 21 stam vergeleken met het wild-type poliovirus serotype 1. Hier is in te zien dat de aminozuur sequentie van het P1 fragment van CAV 21 voor meer dan 60% op het poliovirus lijkt en zelfs voor meer dan 85% in het P2 en P3 fragment. In het VP1 deel van het genoom lijken de CAV 21 virussen het minst op het poliovirus. VP1 staat bekend als hoog variabel gebied waarin de CAV serotypes onderling van elkaar gescheiden kunnen worden. Bij het 3D gen van het genoom lijken de CAV 21 virussen in zijn geheel op het poliovirus.

Verder is uit deze similarityplot op te maken dat de aminozuur sequentie van CAV 21 kloon 1 en 2 het meest verschilt in gen 2C en 3A-3C ten opzichte van de gepubliceerde CAV 21 stam. Kennelijk maakt het minder uit voor het virus om een paar aminozuur veranderingen te hebben in deze genen, omdat de virussen hun virulentie behouden hebben. Ook is te zien dat het eind van het 3D gen van CAV 21 NL kloon 1 en kloon 2 in zijn geheel op de gepubliceerde CAV 21 stam lijkt. Hier kan uit opgemaakt worden dat deze sequentie erg belangrijk is voor het virus, aminozuurveranderingen worden hier niet getolereerd. 

Een rescue is gelukt met circulair plasmide met dsDNA insert van CAV 21 NL kloon 1. Het virus gaf tot 50% CPE op Hep-2c cellen. Hieruit kan worden opgemaakt dat, ondanks alle experimenten die er zijn uitgevoerd met het virus, het nog steeds zijn virulentie heeft behouden. Mocht de rescue niet lukken, dan zouden er geen experimenten meer met deze kloon uitgevoerd kunnen worden. Een positief resultaat bij een rescue is dus erg belangrijk. CAV 21 NL kloon 2 is nog niet gerescued. Nu er gebleken is dat er 3 aminozuren verschillend zijn tussen kloon 1 en 2, is het wel wenselijk om van kloon 2 nog een rescue uit te voeren.

Naast het uitvoeren van de rescue van kloon 2, moet de sequentie in een vervolg onderzoek nog bepaald gaan worden van een derde CAV 21 NL kloon. Nadat deze sequentie is verkregen kan namelijk de volledige consensussequentie bepaald worden van het CAV 21 NL sample. Nadat de consensussequentie is bepaald kan met de kloon worden verder gegaan welke deze sequentie heeft. Met deze kloon kan dan gerecombineerd worden.

Het CAV 21 NL sample zou nog vergeleken kunnen worden met CAV 21 prototype. Dit zou onder andere kunnen gebeuren door een plaque assay en een thermosensitiviteitsassay. Hierdoor kan er bepaald worden of het CAV 21 NL virus virulenter is geworden dankzij de aminozuur veranderingen in de loop der jaren en of er andere eigenschappen zijn veranderd zoals de thermosensitiviteit.

Als er voor het poliovaccinatie onderzoek gewerkt gaat worden met een ander of nieuw CAV virus, is het wenselijk om sneller drie verschillende kloons te verkrijgen. Dit kan onder andere worden gedaan door meer reverse transcriptase samples tegelijk te gebruiken bij de experimenten en niet eerst te beginnen met één sample. Zo kan de consensus sequentie eerder worden verkregen waardoor er ook eerder gerecombineerd kan worden.

Verder is het wenselijk om de inwerkprocedure direct op gang te zetten​ zodat, zodra deze is afgelopen, zo snel mogelijk met het onderzoek begonnen kan worden. Hierdoor gaat er geen tijd verloren zodat er meer resultaten behaald kunnen worden.

Misschien dat het ook beter uitkomt als er meerdere vaste werknemers op het ML3 lab werken, zodat een stagiaire niet afhankelijk is van één persoon om op het lab te kunnen werken. Zo is er iets meer vrijheid in werktijden en kan er ook gewerkt worden op het lab als de stagebegeleidster niet aanwezig is.

Vanwege tijdsgebrek is het CAV 21 NL virus niet gerecombineerd met Mahoney, Hisp of Sabin. Het is nog steeds interessant om te recombineren met deze virussen, omdat CAV 21 NL veel overeenkomst vertoond met het wild-type poliovirus. Voornamelijk het P3 deel van het genoom lijkt veel overeen te komen met het poliovirus. Door deze overeenkomst is er een grote kans dat recombinatie zou kunnen lukken en dat dit ook tot viable virus kan leiden.

Ondanks dat er geen recombinanten zijn gemaakt, is er wel veel bereikt in een paar maanden tijd. Het verkrijgen van twee onafhankelijke full-length dsDNA producten in een E. coli vector is erg goed. De consensussequentie is, op vier nucleotiden na, volledig bepaald voor het CAV 21 NL sample. Verder bevat de plasmide stock met CAV 21 NL kloon 1 nog viable virus wat erg belangrijk is voor vervolg onderzoeken. 
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Bijlage I
Overzicht PCR primer sequenties

	Primer
	Sequentie
	Opmerking

	PT7C
	5’CTAATACGACTCACTATAGGGTTAAAACAGCTCT3’
	Promotor T7

	APAN-F
	5’CGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTCCGAATTAAA3’
	 

	IRES-F
	5’GCACTTCTGTTTCCCCGG3’
	

	IRES-R
	5’CAAAGTAGTCGGTTCCGC3’
	

	CAV21 VP1 fw
	5’GGCTTTGTTAGTGCGTGTCCAGA3’
	

	CAV21 VP1 rv
	5’CATTAAATCCCTGTCCCATA3’
	

	Y7
	5’GGTTTTGTGTCAGCGTGTAATGA3’
	

	Q8
	5’ATGTGGAATAGAGACCTCTT3’
	


Bijlage II
pCR®-XL-TOPO plasmide
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Bijlage III
Overzicht sequentie van Sequentieprimers van CAV 21

	Primer
	Sequentie
	Locatie

	CAV 21 fw 1
	5’CCATCAAAATTCACAGAACC3’
	865-885

	CAV 21 fw 2
	5’GGTGGGTTTATAACTTGC3’
	2300-2318

	CAV 21 fw 3
	5’GCTAATGCCTATTCACACTTTTACG3’
	3055-3080

	CAV 21 fw 4
	5’GGAAACGCATTTGTGTACCC3’
	1487-1507

	CAV 21 fw 5
	5’GATTAAGTCATACAATGTTAGG3’
	2021-2043

	CAV 21 fw 6
	5’GAACATGGCCACGGCCACCC3’
	4882-4902

	CAV 21 fw 7
	5’GGATACCTATGGGATCAACC3’
	6400-6420

	CAV 21 fw 8
	5’GCAAGATACCAGTCTCACATG3’
	3637-3658

	CAV 21 fw 9
	5’GGTTGGCAGTTCAGTCCCGTCGG3’

	4351-4374

	CAV 21 fw 10
	5’GATGTATAAACTCTTTGCTGG3’
	5329-5350

	CAV 21 fw 11
	5’GCCATCTGGCTGTTCTGGC3’
	6833-6852

	CAV 21 fw 12
	5’GGAATTATCACTTGCACTGG3’
	5869-5889

	CAV 21 fw 13
	5’GGAACATTACATACACCGAC3’
	2779-2799

	CAV 21 fw 14
	5’GGAGAAGTGAAAAACATGATGG3’

	1884-1906

	CAV 21 fw 15
	5’GGCCTCGTTGGAGGAGAAGG3’
	4742-4762

	Cre fw
	5’CAGTTCAAGAGCAAACACCG3’
	4423-4442

	CAV 21 rv 1
	5’CAAAATATGGGTGCTTTGC3’
	1974-1993

	CAV 21 rv 2
	5’CAAGACATGACTCGGACCTGG3’
	2662-2683

	CAV 21 rv 3
	5’GCCAGATGGCATGCCGCCCTTG3’
	6809-6831

	CAV 21 rv 4
	5’GGGTAATTTGTCTTACACGG3’
	958-977

	CAV 21 rv 5
	5’CCTCTCACCAGGGTTTGCGTTG3’
	1363-1385

	CAV 21 rv 6
	5’GGGTGGCCGTGGCCATGTTC3’
	4882-4902

	CAV 21 rv 7
	5’GGTATCCTGCACTAGTGC3’
	6303-6321

	CAV 21 rv 8
	5’CCTGATGATCAAATTGTTAATC3’
	6863-6885

	CAV 21 rv 9
	5’GACTCCAAAATCATTTATGG3’
	3155-3175

	CAV 21 rv 10
	5’CCATGGGGATATGTCACACC3’
	4029-4049

	CAV 21 rv 11
	5’CCAGTGCAAGTGATAATTCC3’
	5869-5889

	CAV 21 rv 12
	5’GGTCCCTGAACTTTGGCAAC3’
	5408-5428

	CAV 21 rv 13
	5’CCTTGGGCTCTAGACTCCACC3’
	3489-3510

	Cre rv
	5’CGGTGTTTGCTCTTGAACTG3’
	4423-4442

	CAV 21 VP1 fw
	5’GGCTTTGTTAGTGCGTGTCCAGA3’
	2368-2390

	CAV 21 VP1 COMP fw
	5’TCTGGACACGCACTAACAAAGCC3’
	2368-2390

	PT7C
	5’CTAATACGACTCACTATAGGGTTAAAACAGCTCT3’
	0-20

	APAN-F
	5’CGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTCCTCCGAATTAAA3’
	7450-7486

	Sabin fw 1
	5’TTAAAACAGCTCTGGGGTTG3’
	0-20

	Sabin fw 2
	5’CCCCTGAATGCGGCTAAT3’
	450-467

	Sabin n18
	5’GTAAATTTTTGTTTAATTCGGAG3’
	7383-7406

	CAV 20 fw 8
	5’GGGGCAACTTCCATTAAT3’
	7287-7305


Bijlage IV
DNA marker IV

DNA gel marker IV op een 1% agarose gel

De marker bestaat uit 14 fragmenten waarbij het kleinste fragment niet altijd zichtbaar zal zijn:

74, 421, 697, 925, 1.150, 1.489, 1.882, 2.322, 2.690, 3.140, 4.254, 5.526, 7.743 en 19.329 bp.


Bijlage V
Sequentie van CAV 21 NL

De sequentie is van het CAV 21 NL sample (kloon 1) afkomstig uit § 3.5.

5’CACTATAGGGTTAAAACAGCTCTGGGGTTGTTCCCACCCCAGAGGCCCACGTGGCGGCTAGTACTCTGGTATTATGGTACCTTTGTACGCCTGTTTTATATCCCCTCCCCCGCAACTTTAGAAGCTTAACAAAAGTTCAACAGCAGGGGTGCAAACCAGCACCTCTACGAACAAGCACTTCTGTTTCCCCGGTGAAATTACATAGACTGTACCCACGGTCAAAAGTGATTGATCCGTTATCCGCTTGAGTACTTCGAGAAGCCTAGTATCACCTTGGAATCTTCGACGCGTTGCGCTCAACACTCTACCCCGGGTGTAGCTTAGGCTGATGAGTCTGGGCACTCCTCACCGGTGACGGTGGCCCAGGCTGCGTTGGCGGCCTACCCATGGCTAACGCCATGGGACGCTAGTTGTGAACAAGGTGTGAAGAGCCTATTGAGCTACTCAAGAGTCCTCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCCTAACCACGGAGCAATCGCTCACGATCCAGTGAGTAGGTTGTCGTAATGCGTAAGTCTGTGGCGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCCCTTTTTATTAATACTGGCTGCTTATGGTGACAATTTACAGATTGTTACCATATAGCTATTGGATTGGCCATCCAGTATTGTGTTACACATATTAAAATACTTTTCTGCAAGCAACAACAACATTGTGTTTGAACCACAATAGCCATTACAAATGGGGGCTCAAGTCTCAACTCAAAAAACCGGCGCGCATGAGAATCAAAACGTGGCAGCTAATGGATCCACCATTAATTATACTACTATTAATTACTACAAAGATAGCGCAAGTAATTCGGCTACTAGACAAGATCTTTCCCAAGATCCATCAAAATTCACAGAACCAGTCAAAGATTTAATGTTGAAAACAGCACCAGCTTTAAATTCACCAAATGTGGAAGCATGTGGATACAGTGACCGTGTAAGACAAATTACCCTGGGCAACTCAACTATTACTACACAAGAAGCAGCTAATGCTATTGTTGCATATGGTGAATGGCCTACCTACATAAACGACTCAGAAGCAAACCCAGTGGATGCACCCACTGAACCAGACGTCAGTAGCAACAGGTTCTACACTTTGGAATCGGTGTCTTGGAAGACTACCTCAAGGGGTTGGTGGTGGAAACTACCAGACTGTCTAAAAGACATGGGGATGTTTGGTCAGAATATGTACTACCACTACTTAGGACGCTCTGGTTACACCATTCATGTCCAGTGCAATGCCTCAAAATTTCACCAAGGGGCGTTAGGAGTTTTCCTGATACCAGAGTTTGTCATGGCCTGCAACACTGAGAGCAAAACATCATATGTTTCATACATCAACGCAAACCCTGGTGAGAGGGGCGGTGAGTTTACAAACATCTACAATCCATCAAACACAGATGCTAGTGAGGGCAGACAATTTGCAGCGCTAGACTATTTGCTAGGTTCTGGTGTTCTAGCTGGAAACGCATTTGTGTACCCGCACCAGATCATTAATTTGCGTACCAACAACAGTGCAACAATTGTGGTACCATATGTAAACTCACTTGTCATTGATTGCATGGCAAAACACAATAACTGGGGCATTGTCATCCTGCCACTGGCACCATTGGCTTTTGCTGCAACATCGTCACCACAGGTGCCTATTACAGTGACCATTGCACCCATGTGTGCAGAATTCAATGGATTGAGAAACATCACCATTCCAGTGCATCAAGGATTGCCAACAATGAACACACCTGGCTCCAATCAATTTCTTACATCTGATGACTTCCAGTCACCATGCGCTTTACCCAATTTTGATGTCACTCCGCCCATACACATACCCGGAGAAGTGAAAAACATGATGGAACTGGCCGAAATTGACACGCTGATCCCAATGAATGCAGTGGACGGAAAGGTGAACACCATGGAGATGTATCAAATACCATTAAGTGACGAACTGAGCAAAGCACCCATATTTTGCTTATCTCTGTCACCTGCTTCTGACAAACGATTAAGTCATACAATGTTAGGTGAAATTTTAAATTATTACACCCATTGGACAGGGTCCATTAGGTTCACCTTTCTATTCTGTGGTAGTATGATGGCCACTGGTAAGCTACTTCTTAGTTATTCCCCACCAGGAGCTAAACCACCAACCAATCGCAAAGATGCAATGTTGGGCACACACATCATCTGGGACCTGGGGTTACAATCCAGTTGCTCCATGGTTGCACCATGGATCTCTAATACAGTATACAGGCGGTGTGTACGTGATGACTTCACAGAAGGTGGGTTTATAACTTGCTTTTATCAAACTAGAATTGTTGTGCCCGCTTCAACTCCTACCAGTATGTTCATGTTGGGCTTTGTGAGTGCATGTCCAGATTTCAGTGTCAGACTGCTTAGGGATACTTCCCACATCAGTCAATCAAAACTTATAGCACGCTCACAAGGCATTGAAGATCTTATTGATTCAGCAATAAAGAATGCTCTGAGAGTGTCCCAACCATCTACGGCTCAATCAACTGAAGCAACCAGTGGAGCAAATAGTCAGGAAGTGCCAGCATTAACTGCTGTGGAAACAGGAGCATCTGGTCAGGCAATCCCCAGTGACGTGATGGAAACCAGACATGTGATAAATTACAAAACCAGGTCCGAGTCATGTCTTGAGTCATTCTTTGGGAGAGCTGCGTGTGTCACAATCCTATCTCTGACCAATTCTTCCAAGAGTGGAGAAGAGAATAAACATTTCAACATTTGGAACATTACATACACCGACACTGTTCAGTTGCGTAGAAAATTGGAGTTTTTCACATATTCCAGATTTGACCTTGAAATGACTTTTGTGTTCACAGAGAACTATCCCAGTACAGCCAGTGGAGAAGTGCGTAACCAGGTATATCAGATTATGTACATTCCACCAGGGGCACCCCGTCCATCATCCTGGGATGACTACACATGGCAATCCTCCTCCAATCCTTCCATCTTTTACATGTATGGGAACGCACCACCACGGATGTCAATTCCTTATGTGGGGATTGCTAATGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTGCACGAGTGCCACTTGAAGGTGAGAATACTGATGCCGGTGACACGTTCTATGGATTAGTGTCCATAAATGATTTTGGAGTCTTAGCAGTCAGAGCAGTAAACCGCAGTAATCCACATACAATACACACATCCGTGAGAGTGTACATGAAACCAAAACACATTCGGTGCTGGTGCCCCAGACCCCCTCGCGCAGTATTATACAGAGGAGAAGGAGTAGACATGATATCCAGTGCAATTTTACCCCTGACTAAAGTGGACTCTATCACCACTTTTGGATTCGGTCACCAGAACAAGGCAGTGTATGTTGCCGGTTACAAGATTTGTAACTACCACCTAGCAACCCCCAGTGATCATTTAAATGCAATTAGTGTGTTGTGGGATAGGGACTTAATGGTGGTGGAGTCTAGAGCCCAAGGAACTGATACCATAGCCAGGTGTAGTTGCAGGTGTGGGGTCTATTATTGTGAATCCAGAAGGAAGTATTACCCTGTCACTTTCACCGATCCAACATTCCGATTCATGGAAGCAAATGACTACTACCCAGCAAGATACCAGTCTCACATGTTAATAGGATGTGGATTTGCAGAGCCTGGAGACTGCGGTGGGATACTAAGGTGTACTCATGGGGTGATTGGCATTGTTACTGCAGGAGGTGAAGGAGTAGTAGCCTTCGCTGATATTAGGGACCTTTGGGTGTATGAAGAAGAGGCCATGGAACAGGGAATAACAAGCTACATTGAATCCCTTGGCACAGCCTTTGGTGCAGGGTTCACCCACACAATTAGTGAAAAAGTGACTGAGTTAACTACAATGATCACCAGTACCATTACAGAAAAACTACTGAAAAACTTGGTAAAAATAGTATCAGCTTTAGTAATTGTTGTGAGAAACTATGAAGATACTACCACAGTCCTTGCAACACTAGCATTGCTTGGGTGTGACATATCCCCATGGCAATGGTTGAAGAAAAAGGCATGTGACCTACTAGAGATTCCTCACGTGATGCGCCAGGGCGATGGGTGGATGAAGAAATTCACAGAAGCTTGCAATGCAGCTAAGGGCTTAGAGTGGATTAGCAACAAAATCTCTAAGTTTATAGATTGGTTGAAGTGCAAAATTATTCCAGAAGCCAAAGACAAGGTGGAATTTCTCACCAAACTGAAACAGTTAGATATGTTAGAAAATCAGATTGCAACCATCCACCAGTCTTGCCCCAGCCAAGAGCAACAAGAGATTCTTTTTAATAATGTGAGGTGGTTGGCAGTTCAGTCCCGTCGGTTTGCGCCGCTATACGCTGTGGAAGCACGACGAATTAGCAAAATGGAGAACACGATAAACAACTACATACAGTTCAAGAGCAAACACCGTATTGAACCAGTATGTATGCTCATCCATGGGTCACCAGGGACAGGTAAATCAATAGCCACCTCTTTGATAGGTAGAGCGATAGCAGAGAAGGAGAACACGTCAGTCTACTCAATGCCACCTGATCCGTCCCATTTTGATGGTTACAAACAGCAAGGGGTGGTGATTATGGATGACTTAAATCAAAACCCCGATGGTATGGATATGAAACTGTTCTGCCAAATGGTGTCAACAGTGGAGTTCATCCCACCGATGGCCTCGTTGGAGGAGAAGGGTATTTTATTTACATCTGATTATGTCTTGGCTTCTACCAACTCCCATTCGATAGCACCACCCACGGTAGCCCACAGTGATGCCTTAACCAGACGATTTGCATTTGATGTGGAAGTTTACACAATGTCAGAGCATTCAATCAAAGGCAAATTGAACATGGCCACGGCCACCCAGTTGTGTAAGGATTGTCCAACACCTGCAAATTTTAAAAAGTGTTGTCCCCTTGTCTGTGGTAAGGCTCTGCAGTTAATGGATAGATGTACCAGACAGAGATTCACTGTGGATGAAATCACTACATTAATTATGAATGAGAAAAACAGGAGGGCCAACATTGGTAACTGCATGGAAGCCTTGTTCCAAGGGCCGCTGAGGTACAAGGATTTGAAAATTGATGTCAAGACAGTCCCCCCCCCTGAATGCATCAGTGACCTATTACAGGCAGTGGATTCTCAAGAGGTTAGAGACTACTGTGAAAAGAAAGGCTGGATAGTCAACGTTACTAGCCAGATACAGTTAGAAAGAAACATCAACAGGGCCATGACTATACTCCAGGCTGTAACTACATTTGCAGCAGTCGCTGGGGTTGTGTATGTGATGTATAAACTCTTTGCTGGTCAACAGGGCGCATACACTGGTTTGCCAAGCAAAAAGCCCAATGTCCCAACAATTAGAGTTGCCAAAGTTCAGGGACCAGGGTTTGACTATGCAGTGGCAATGGCTAAAAGAAACATACTTACTGCAACCACTACCAAGGGTGAATTCACTATGTTGGGGGTGCATGATAATGTAGCGATACTGCCAACTCACGCCGCCCCAGGGGAAACTATTATTGTTGGTGGGAAAGAAGTGGAGATCCTAGATGCCAGAGCCCTAGAGGATCAAGCGGGAACCAATCTTGAGATTACTATAATCACTCTAAAGAGAAATGAGAAGTTTAGAGATATCAGACCACATATCCCCGCTCAAATCACTGAAACTAATGATGGAGTATTGATCGTAAACACTAGTAAGTACCCCAATATGTATGTCCCTGTTGGTGCTGTGACCGAGCACGGGTATCTTAATCTCAGTGGACGCCAAACTGCTCGAACTCTGATGTATAACTTTCCAACACGAGCAGGCCAGTGCGGGGGAATTATCACTTGCACTGGTAAGGTTATTGGGATGCACGTTGGTGGGAACGGTTCGCATGGGTTTGCAGCAGCCCTTAAGCGATCATACTTCACCCAAAATCAAGGTGAAATCCAATGGATGAGATCATCAAAGGAGGTGGGATACCCTATTATAAATGCCCCATCAAAGACAAAGCTAGAACCCAGTGCTTTCCACTATGTCTTTGAAGGCGTCAAAGAACCAGCAGTACTCACCAAAAATGACCCTAGACTGAAAACAGATTTCGAAGAAGCCATCTTTTCGAAATATGTGGGGAACAAAATTGTTGAGGTGGACGAATATATGAAAGAAGCAGTGGATCACTATGCAGGACAGTTAATGTCATTGGACATCAACACAGAACAAATGTGCCTGGAGGATGCCATGTACGGTACTGATGGTCTTGAGGCCCTGGATCTTAGCACTAGTGCAGGATACCCTTATGTTGCAATGGGGAAAAAGAAAAGAGATATCTTAAACAAACAAACTAGAGATACTAAAGAGATGCAGAGACTTTTGGATACCTATGGGATCAACCTACCATTAGTCACCTATGTGAAAGATGAACTCAGATCAAAGACTAAAGTGGAGCAAGGAAAGTCAAGATTAATTGAGGCTTCCAGTCTTAATGATTCAGTTGCAATGAGAATGGCATTTGGCAATCTCTACGCAGCCTTCCATAAGAATCCAGGTGTGGTGACAGGCTCAGCAGTTGGTTGTGATCCAGACCTATTTTGGAGTAAGATACCAGTACTAATGGAAGAAAAGCTCTTTGCTTTTGACTATACAGGATATGATGCCTCACTCAGCCCTGCTTGGTTTGAAGCTCTTAAAATGGTGTTAGAAAAGATTGGCTTTGGTGATAGAGCAGATTACATAGATTACCTGAACCACTCTCATCATCTTTACAAAAACAAAACTTACTGTGTCAAGGGCGGCATGCCATCTGGCTGTTCTGGCACATCAATTTTTAATTCAATGATTAACAATTTGATCATCAGGACGCTTTTACTGAAAACCTACAAGGGCATGGACCTAGACCATTTAAAAATGATTGCCTATGGTGATGATGTGATAGCTTCCTACCCCCATGAGGTTGACGCTAGTCTCCTAGCCCAATCAGGAAAAGACTACGGACTGACCATGACTCCAGCAGATAAATCAGCAACCTTTGAAACAGTCACATGGGAGAATGTAACATTTCTGAAAAGATTTTTCAGAGCAGATGAGAAATATCCGTTCCTGGTGCATCCAGTAATGCCAATGAAAGAGATTCATGAATCAATCAGATGGACCAAGGACCCTAGAAACACACAGGATCATGTGCGCTCGTTATGCTTACTAGCTTGGCACAACGGCGAAGAGGAATACAACAAATTCTTAGCTAAAATCAGAAGTGTACCGATCGGTAGAGCTTTGTTGCTCCCAGAGTACTCTACATTGTACCGCCGGTGGCTTGATTCATTTTAGTAACCCTACCTCAGTCGAATTGGATTGGGTTATACTGTTGTAGGGGTAAATTTTTCTTTAATTCGGAGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACGAAGGGCGAATTCAGGCCTGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTNGATGCATAGCTTGAGTATTCTAACGCGTCNCCTAAAT3’
Bijlage VI
Aminozuursequentie van CAV 21 NL

De aminozuursequentie is van het CAV 21 NL sample (kloon 1) afkomstig uit § 3.5.

MGAQVSTQKTGAHENQNVAANGSTINYTTINYYKDSASNSATRQDLSQDPSKFTEPVKDLMLKTAPALNSPNVEACGYSDRVRQITLGNSTITTQEAANAIVAYGEWPTYINDSEANPVDAPTEPDVSSNRFYTLESVSWKTTSRGWWWKLPDCLKDMGMFGQNMYYHYLGRSGYTIHVQCNASKFHQGALGVFLIPEFVMACNTESKTSYVSYINANPGERGGEFTNIYNPSNTDASEGRQFAALDYLLGSGVLAGNAFVYPHQIINLRTNNSATIVVPYVNSLVIDCMAKHNNWGIVILPLAPLAFAATSSPQVPITVTIAPMCAEFNGLRNITIPVHQGLPTMNTPGSNQFLTSDDFQSPCALPNFDVTPPIHIPGEVKNMMELAEIDTLIPMNAVDGKVNTMEMYQIPLSDELSKAPIFCLSLSPASDKRLSHTMLGEILNYYTHWTGSIRFTFLFCGSMMATGKLLLSYSPPGAKPPTNRKDAMLGTHIIWDLGLQSSCSMVAPWISNTVYRRCVRDDFTEGGFITCFYQTRIVVPASTPTSMFMLGFVSACPDFSVRLLRDTSHISQSKLIARSQGIEDLIDSAIKNALRVSQPSTAQSTEATSGANSQEVPALTAVETGASGQAIPSDVMETRHVINYKTRSESCLESFFGRAACVTILSLTNSSKSGEENKHFNIWNITYTDTVQLRRKLEFFTYSRFDLEMTFVFTENYPSTASGEVRNQVYQIMYIPPGAPRPSSWDDYTWQSSSNPSIFYMYGNAPPRMSIPYVGIANAYSHFYDGFARVPLEGENTDAGDTFYGLVSINDFGVLAVRAVNRSNPHTIHTSVRVYMKPKHIRCWCPRPPRAVLYRGEGVDMISSAILPLTKVDSITTFGFGHQNKAVYVAGYKICNYHLATPSDHLNAISVLWDRDLMVVESRAQGTDTIARCSCRCGVYYCESRRKYYPVTFTDPTFRFMEANDYYPARYQSHMLIGCGFAEPGDCGGILRCTHGVIGIVTAGGEGVVAFADIRDLWVYEEEAMEQGITSYIESLGTAFGAGFTHTISEKVTELTTMITSTITEKLLKNLVKIVSALVIVVRNYEDTTTVLATLALLGCDISPWQWLKKKACDLLEIPHVMRQGDGWMKKFTEACNAAKGLEWISNKISKFIDWLKCKIIPEAKDKVEFLTKLKQLDMLENQIATIHQSCPSQEQQEILFNNVRWLAVQSRRFAPLYAVEARRISKMENTINNYIQFKSKHRIEPVCMLIHGSPGTGKSIATSLIGRAIAEKENTSVYSMPPDPSHFDGYKQQGVVIMDDLNQNPDGMDMKLFCQMVSTVEFIPPMASLEEKGILFTSDYVLASTNSHSIAPPTVAHSDALTRRFAFDVEVYTMSEHSIKGKLNMATATQLCKDCPTPANFKKCCPLVCGKALQLMDRCTRQRFTVDEITTLIMNEKNRRANIGNCMEALFQGPLRYKDLKIDVKTVPPPECISDLLQAVDSQEVRDYCEKKGWIVNVTSQIQLERNINRAMTILQAVTTFAAVAGVVYVMYKLFAGQQGAYTGLPSKKPNVPTIRVAKVQGPGFDYAVAMAKRNILTATTTKGEFTMLGVHDNVAILPTHAAPGETIIVGGKEVEILDARALEDQAGTNLEITIITLKRNEKFRDIRPHIPAQITETNDGVLIVNTSKYPNMYVPVGAVTEHGYLNLSGRQTARTLMYNFPTRAGQCGGIITCTGKVIGMHVGGNGSHGFAAALKRSYFTQNQGEIQWMRSSKEVGYPIINAPSKTKLEPSAFHYVFEGVKEPAVLTKNDPRLKTDFEEAIFSKYVGNKIVEVDEYMKEAVDHYAGQLMSLDINTEQMCLEDAMYGTDGLEALDLSTSAGYPYVAMGKKKRDILNKQTRDTKEMQRLLDTYGINLPLVTYVKDELRSKTKVEQGKSRLIEASSLNDSVAMRMAFGNLYAAFHKNPGVVTGSAVGCDPDLFWSKIPVLMEEKLFAFDYTGYDASLSPAWFEALKMVLEKIGFGDRADYIDYLNHSHHLYKNKTYCVKGGMPSGCSGTSIFNSMINNLIIRTLLLKTYKGMDLDHLKMIAYGDDVIASYPHEVDASLLAQSGKDYGLTMTPADKSATFETVTWENVTFLKRFFRADEKYPFLVHPVMPMKEIHESIRWTKDPRNTQDHVRSLCLLAWHNGEEEYNKFLAKIRSVPIGRALLLPEYSTLYRRWLDSF

Tabel 1: Verdeling classificatie van enterovirussen[4, 5].


Soort (aantal serotypes)�
Virus�
�
Poliovirus (3)�
Humaan Poliovirus 1-3�
�
Humaan Enterovirus A (12)�
Humaan Coxsackievirus A2-A8, A10, A12, A14, A16�
�
�
Humaan Enterovirus 71�
�
Humaan Enterovirus B (36)�
Humaan Coxsackievirus A9�
�
�
Humaan Coxsackievirus B1-B6�
�
�
Humaan Echovirus 1-7, 9, 11-21, 24-27, 29-33�
�
�
Humaan Enterovirus 69�
�
Humaan Enterovirus C (11)�
Humaan Coxsackievirus A1, A11, A13, A15, A17-22, A24�
�
Humaan Enterovirus D (2)�
Humaan Enterovirus 68, 70�
�
Nog niet geclassificeerd�
50 virussen�
�









�


Figuur 5: Similarityplot van HEV-C virussen. Het genoom van CAV virussen is hier vergeleken met het polio 1, 2 en 3 wild-type genoom. Oranjelijn is CAV 13; Blauw is CAV 17 en 20; Groene lijn is CAV 11; Zwarte lijn is CAV 21 en 24; Rode lijn is CAV 1, 19 en 22. Elke punt in de plot representeert het overeenkomstige percentage CAV met de poliovirus consensus, binnen een raam van 300 aminozuren gecentreerd om de weergegeven positie. Tussen twee punten in zitten 30 aminozuren. De genetische map van poliovirus 1 is bovenaan weergegeven voor verduidelijking van de positie van de punten[4].





Tabel 11: Overzicht van de volgorde waarop de Fusie Full-length samples op gel zijn gebracht.


�
1�
DNA Marker IV�
�
�
2�
CAV 21 NL, kolonie 6�
�
�
3�
CAV 21 NL, kolonie 7�
�
�
4�
CAV 21 NL, kolonie 8�
�
�
5�
CAV 21 NL, kolonie 9�
�
�
6�
CAV 21 NL, kolonie 10�
�
�
7�
CAV 21 NL, kolonie 11�
�
�
8�
Plasmide Mahoney�
�
�
9�
Neg. PCR�
�






�


Figuur 3: Toediening van OPV[21].
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Figuur 2: De belangrijkste stappen van de cel infectie door het poliovirus[9].
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Figuur 4: Geografische verspreiding van poliovirus. Polio-endemische landen zijn rood gekleurd, nonendemische landen zijn geel gekleurd. Landen die door het WHO gecertificeerd zijn als polio-vrij zijn blauw[12].





Tabel 2: Confluentie van de verschillende cellijnen voor virusinfectie.


Dag 0�
�
�
Confluentie Cellaag�
�
Virus�
Soort�
Stam�
Hep-2c�
Rd�
Gabi�
�
Mock�
�
�
60%�
50%�
40%�
�
Mahoney�
Poliovirus�
�
60%�
50%�
50%�
�
CAV 21�
HEV-C�
Prototypestam�
60%�
50%�
40%�
�
CAV 21�
HEV-C�
Nederlandse patiëntenstam�
60%�
50%�
40%�
�
CAV 21�
HEV-C�
Turkse patiëntenstam�
60%�
50%�
40%�
�






Tabel 3: Infectie van Polio en Coxsackievirus A21 op verschillende cellijnen.


Dag 1�
�
�
Cytopathalogisch Effect1�
�
Virus�
Soort�
Stam�
Hep-2c�
Rd�
Gabi�
�
Mock�
�
�
-�
-�
-�
�
Mahoney�
Poliovirus�
�
+/-�
-�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Prototypestam�
+/-�
+/-�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Nederlandse patiëntenstam�
-�
-�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Turkse patiëntenstam�
+/-�
+/-�
-�
�



Dag 2�
�
�
Cytopathalogisch Effect1�
�
Virus�
Soort�
Stam�
Hep-2c�
Rd�
Gabi�
�
Mock�
�
�
-�
-�
-�
�
Mahoney�
Poliovirus�
�
++++�
+++�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Prototypestam�
++�
++�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Nederlandse patiëntenstam�
++++�
++�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Turkse patiëntenstam�
++++�
+++�
++�
�



Dag 3�
�
�
Cytopathalogisch Effect1�
�
Virus�
Soort�
Stam�
Hep-2c�
Rd�
Gabi�
�
Mock�
�
�
-�
-�
-�
�
Mahoney�
Poliovirus�
�
++++�
++++�
+++�
�
CAV 21�
HEV-C�
Prototypestam�
+++�
++�
-�
�
CAV 21�
HEV-C�
Nederlandse patiëntenstam�
++++�
++�
++�
�
CAV 21�
HEV-C�
Turkse patiëntenstam�
++++�
+++�
+++�
�
1) CPE bekeken na infectie. ++++ = meer dan 90% CPE, +++ = tussen 50% en 90% CPE, ++ = tussen 10% en 50% CPE, +/- minder dan 10% CPE, - = gelijk aan moc





Tabel 4: Virustiter van de viruskweek op verschillende cellijnen.


Virus�
Soort�
Stam�
Virustiter1�
�
�
�
�
Hep-2c�
Rd�
Gabi�
�
Mock�
�
�
100�
100�
100�
�
Mahoney�
Poliovirus�
�
109.0�
108.3�
108.2�
�
CAV 21�
HEV-C�
Prototypestam�
108.3�
107.6�
107.3�
�
CAV 21�
HEV-C�
Nederlandse patiëntenstam�
108.0�
107.5�
106.9�
�
CAV 21�
HEV-C�
Turkse patiëntenstam�
108.4�
107.0�
106.5�
�
1) Virustiter weergegeven in TCID50 /ml
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Figuur 8: 1.5% TAE agarose gel van IRES PCR.
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Tabel 5: Overzicht van de volgorde waarop de IRES PCR samples op gel zijn gebracht.


�
1�
DNA marker IV�
�
�
2�
OPV 1x�
�
�
3�
OPV 10x�
�
�
4�
OPV 100x�
�
�
5�
CAV 21 NL�
�
�
6�
CAV 21 TUR�
�
�
7�
Mahoney�
�
�
8�
Neg. cDNA�
�
�
9�
Neg. PCR�
�
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Figuur 9: 0.8% TAE agarose gel van VP1 PCR. Samples 2 t/m 9 zijn geamplificeerd met primer Y7 en Q8. Samples 10 t/m 18 zijn geamplificeerd met primer CAV 21 VP1 fw en CAV 21 VP1 rv.





Tabel 6: Overzicht van de volgorde waarop de VP1 PCR samples op gel zijn gebracht.


1�
DNA marker IV�
7�
Mahoney Plasmid�
13�
CAV 21 NL�
�
2�
OPV 1x�
8�
Neg. cDNA�
14�
DNA marker IV�
�
3�
OPV 10x�
9�
Neg. PCR�
15�
CAV 21 TUR�
�
4�
OPV 100x�
10�
OPV 1x�
16�
Mahoney Plasmid�
�
5�
CAV 21 NL�
11�
OPV 10x�
17�
Neg. cDNA�
�
6�
CAV 21 TUR�
12�
OPV 100x�
18�
Neg. PCR�
�
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Figuur 10: 0.8% TAE agarose gel van�Full-length PCR. 





Tabel 7: Overzicht van de volgorde waarop de Full-length PCR samples op gel zijn gebracht.


1�
DNA marker IV�
�
2�
OPV�
�
3�
CAV 21 NL�
�
4�
CAV 21 TUR�
�
5�
Mahoney Plasmid�
�
6�
Neg. cDNA�
�
7�
Neg. PCR�
�
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Figuur 11: 0.8% TAE agarose gel van Fusie Full-length PCR.





Tabel 8: Overzicht van de volgorde waarop de Fusie Full-length PCR samples op gel zijn gebracht.


1�
DNA marker IV�
8�
CAV 21 NL, Kolonie 7�
�
2�
CAV 21 NL, Kolonie 1�
9�
CAV 21 NL, Kolonie 8�
�
3�
CAV 21 NL, Kolonie 2�
10�
CAV 21 NL, Kolonie 9�
�
4�
CAV 21 NL, Kolonie 3�
11�
CAV 21 NL, Kolonie 10�
�
5�
CAV 21 NL, Kolonie 5�
12�
Plasmide Mahoney�
�
6�
CAV 21 NL, Kolonie 4�
13�
Neg. PCR�
�
7�
CAV 21 NL, Kolonie 6�
�
�
�
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Figuur 12: 0.8% TAE agarose gel van Fusie Full-length PCR





Tabel 9: Overzicht van de volgorde waarop de Fusie Full-length samples op gel zijn gebracht.


�
1�
DNA Marker IV�
�
�
2�
CAV 21 NL, kolonie 11�
�
�
3�
CAV 21 NL, kolonie 12�
�
�
4�
CAV 21 NL, kolonie 13�
�
�
5�
CAV 21 NL, kolonie 14�
�
�
6�
CAV 21 NL, kolonie 15�
�
�
7�
Plasmide Mahoney�
�
�
8�
Neg. PCR�
�
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Figuur 13: 0.8% TAE agarose gel van Full-length PCR.





Tabel 10: Overzicht van de volgorde waarop de Full-length PCR samples op gel zijn gebracht.


Nr.�
Sample�
µl op gel�
�
1�
DNA marker IV�
10�
�
2�
OPV�
50�
�
3�
CAV 21 NL sample 1�
50�
�
4�
CAV 21 NL sample 2�
50�
�
5�
CAV 21 NL sample 3�
5�
�
6�
Neg. cDNA�
5�
�
7�
Mahoney Plasmid�
5�
�
8�
Neg. PCR�
5�
�
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Figuur 14: 0.8% TAE agarose gel van Fusie Full-length PCR.
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Figuur 16: Similarityplot van de nucleotide sequenties van CAV 21 NL kloon 1 en kloon 2, vergeleken met CAV 21 stam D00538.1. De blauwe lijn is kloon 1, de rode lijn is kloon 2. Tussen twee punten zitten 20 nucleotiden, elk punt in de plot representeert het overeenkomstige percentage CAV 21 kloon 1/2 met de gepubliceerde CAV 21 stam, binnen een raam van 200 nucleotiden gecentreerd om de weergegeven positie.








�


Figuur 18: Similarityplot van de aminozuur sequentie van CAV 21 NL kloon 1 en kloon 2 en CAV 21 stam AAQ02684.1, vergeleken met wild-type poliovirus 1. De blauwe lijn is kloon 1, de rode lijn is kloon 2 en de groene lijn is de gepubliceerde CAV 21 stam. Tussen twee punten zitten 20 aminozuren, elk punt in de plot representeert het overeenkomstige percentage CAV 21 kloon 1, 2 en gepubliceerde CAV 21 stam met poliovirus serotype 1, binnen een raam van 200 aminozuren gecentreerd om de weergegeven positie.
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Figuur 15: 0.8% agarose gel van Fusie Full-length PCR.





�
1�
2�
3�
4�
5�
6�
7�
8�
9�
10�
11�
12�
�
A�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
10-1�
CC�
CC�
�
B�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
10-2�
CC�
CC�
�
C�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
10-3�
CC�
CC�
�
D�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
10-4�
CC�
CC�
�
E�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
10-5�
CC�
CC�
�
F�
10-6�
10-6�
10-6�
10-6�
10-6�
10-6�
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Figuur 6: Overzicht van de indeling van de virusverdunning op een 96 wells microtiterplaat. CC = celcontrole.
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Figuur 7: Voorbeeld van een beoordeling van een virustitratie.


+ = CPE aanwezig in de well.


– = Geen CPE aanwezig in de well, cellen lijken op celcontroles.
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Figuur 17: Similarityplot van de nucleotide sequentie van CAV 21 NL kloon 1 en kloon 2 en CAV 21 stam D00538.1, vergeleken met wild-type poliovirus 1. De blauwe lijn is kloon 1, de rode lijn is kloon 2 en de groene lijn is de gepubliceerde CAV 21 stam. Tussen twee punten zitten 20 nucleotiden, elk punt in de plot representeert het overeenkomstige percentage CAV 21 kloon 1, 2 en gepubliceerde CAV 21 stam met poliovirus serotype 1, binnen een raam van 200 nucleotiden gecentreerd om de weergegeven positie.
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Figuur 1: Globale opbouw van het genoom van enterovirussen. Genen VP1-VP4 coderen voor capsid proteïnen en zijn onderdeel van het P1 fragment. Genen 2A-2C coderen voor niet-structurele proteïnen en zijn onderdeel van het P2 fragment. Genen 3A-3D coderen ook voor niet-structurele proteïnen en zijn onderdeel van het P3 fragment[4, 6, 7].
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