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Samenvatting
Blauwalgen in zwemwateren kunnen tot gezondheidsrisico’s leiden vooral omdat ze toxines
produceren, zoals microcystines. Nederland kent voor de bescherming van recreanten in
zwemwateren tegen blauwalgen, een zogenaamd “Blauwalgenprotocol”. Hierin zijn normen
gegeven voor blauwalgdichtheden in zwemwater waarvoor geen, een gering, of een groot
gezondheidsrisico bestaat. In het protocol zijn momenteel twee technieken aangegeven
waarmee blauwalgdichtheden bepaald kunnen worden:

1. Microscopische determinatie van blauwalgsoorten en -concentraties (celaantallen

en biovolume), en

2. Fluorometrische kwantificering van cyanochlorofyl (fycocyanine).
Beide technieken hebben hun beperkingen. Microscopische celtellingen zijn relatief tijdrovend
en subjectief. Bovendien zijn de kosten per monster relatief hoog en er is expertise van
fytoplankton nodig. Bepaling van het cyanochlorofyl met behulp van een fluorometer (in het
protocol fluoroprobe genoemd) is weliswaar snel en relatief goedkoop, maar fluorometers
maken geen onderscheid tussen de verschillende blauwalggeslachten. Voor het treffen van
maatregelen is het van belang te weten welke soorten of geslachten er in het water zitten.
Beide methoden leveren bovendien geen informatie over de (potenti€le) toxiciteit van de
blauwalgen.

RWS Waterdienst heeft aan Deltares en KWR gevraagd om kwantitatieve PCR methoden
(qPCR) voor detectie van blauwalgen en hun toxines verder uit te werken (i.e. verbeteren), te
vergelijken met andere methoden en uit te dragen. Doel van het onderzoek is om een basis
te leggen voor een uiteindelijke acceptatie van qPCR als alternatieve methode voor
kwantificering van (potentieel) toxische blauwalgen.

De vraagstelling van deze studie luidt: kan gPCR voor blauwalgdetectie en -kwantificering
een alternatief vormen voor bestaande detectietechnieken voor blauwalgen?

Bovenstaande vraag en doel zijn uitgezet in vier onderdelen:

1. Het bepalen van dichtheden van verschillende blauwalggeslachten met behulp van
een moleculaire techniek (i.e. fycocyanine-gen detectie),

2. Het ontwikkelen en valideren van kwantieve detectie van Microcystis-specifieke
(mcyD) en blauwalggeslachtoverschrijdende microcystine synthetase-genen (mcyE)
in watermonsters die blauwalgen bevatten,

3. Het vergeliken van de huidige toegepaste detectietechnieken van blauwalgen,
microscopische celtellingen en fluorometrie, met de nieuw ontwikkelde moleculaire
technieken,

4. Het implementeren van bovenstaande technieken bij diverse laboratoria.

In dit onderzoek richt KWR zich op detectie en kwantificering van fycocyanine-genen.
Deltares richt zich op de detectie en kwantificering van microcystine synthetase-genen. Voor
dit onderzoek hebben verschillende waterbeheerders monsters uit vele locaties geleverd.
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Ad 1)) Er is een conversiefactor voor fycocyanine-genen naar celaantallen bepaald uit
verhoudingen tussen genkopieén en celtellingen. Er is wel enige onzekerheid over deze
factor, die mogelijk weggenomen kan worden door het aantal genkopieén per cel van de
verschillende geslachten onder verschillende groeicondities te bepalen. Het verdient daarom
aanbeveling om de hier aangetoonde verhouding tussen celaantallen en genkopie aantallen
te testen op de robuustheid ervan. Met het uitbreiden van de gPCR-techniek voor detectie
van fycocyanine-genen naar andere geslachten zoals Woronichinia, Cylindrospermopsis en
Phormidium zou een nog betere risicobeoordeling van de aanwezigheid van potentieel
toxische cyanobacterién in zwemwater gerealiseerd kunnen worden. Tevens zal een verder
optimaliseren van de gPCR methodiek, door middel van multiplex PCR analyse, de prijs
kunnen verlagen en de toepassing ervan vereenvoudigen.

Ad 2.) De assay voor microcystine synthetase-genen werkt goed:

. Efficiéntie en R? van de qPCR zijn respectievelijk 98% en 0,999.

. Reincultures van blauwalgen met en zonder microcystine productiecapaciteit zijn getest
met een mcyE-analyse en deze bleken respectievelijk geen vals positieve of vals
negatieve resultaten te geven

. Geisoleerde PCR producten (clone libraries) laten zien dat de uit milieuwatermonsters
geamplificeerde producten inderdaad mcyE genen zijn, die afkomstig zijn van diverse
blauwalggeslachten.

Het verdient aanbeveling om ook assays voor synthetase-genen van andere toxines te

ontwikkelen.

Ad 3.) Er is een goede correlatie gevonden tussen de concentratie fycocyanine-genkopieén
en celaantallen van blauwalgen voor de geslachten Microcystis, Planktothrix, Anabaena en
Aphanizomenon (Tabel 3.8), geteld door middel van microscopie. Voor het microcystine
synthetase-gen mcyD is een sterk verband gevonden met het Microcystis fycocyanine-gen
(R?=0,81) en een minder goede met celaantallen van Microcystis (R?= 0,57). Voor het mcyE
gen is geen goede relatie gevonden met andere parameters, zoals celtellingen voor de vier
hoofdgeslachten (Microcystis, Planktothrix, Anabaena en Aphanizomenon; R* = 0,16) en
Microcystis enkel (R? = 0,48). Dit komt waarschijnlijk doordat lang niet alle blauwalgcellen
dragers zijn van toxine synthetase-genen.

Ad 4.) Het aantal laboratoria dat de gPCR techniek gebruikt voor detectie van potentieel
toxische cyanobacteriegeslachten is in Nederland nog beperkt. Resultaten van twaalf
ringonderzoekmonsters zijn door slechts drie laboratoria gerapporteerd. Hierdoor is
vergeliking van de analyseresultaten beperkt mogelijk. In vrijwel elk monster was het
kwalitatieve detectieresultaat (aan- en afwezigheid) gelijk. De afwijkingen tussen de
laboratoria waren relatief constant, wat verklaard kan worden door een systematisch verschil
in de uitvoering van de detectiemethode. Voor twee van de drie laboratoria was het een
eerste kennismaking met de procedure. Door verdere afstemming tussen de laboratoria
zullen de verschillen tussen de resultaten kleiner worden.
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Voor de kwaliteitsbewaking van de analyse is het van groot belang dat controlemonsters
onderdeel zijn van de standaardprocedure. Aanbevolen wordt om te zorgen voor goede
calibratiemonsters voor de 4 geteste genera, wanneer de qPCR methode verder wordt
toegepast in diverse laboratoria. Het deelnemen aan ringonderzoeken is vanzelfsprekend
eveneens van groot belang om de kwaliteit van de laboratoria te toetsen en te borgen.

Vit het huidige onderzoek blijkt dat de qPCR methode uitermate geschikt is voor monitoring
van blauwalgen en hun toxines. Weliswaar is voor standaardisering en algemene toepassing
in verschillende laboratoria nog een aantal obstakels, maar deze kunnen relatief eenvoudig
en op korte termijn overkomen worden. Deze obstakels zijn:

o Verschillen in DNA-extractie protocollen. Handig is om te komen tot één protocol die
door iedereen gebruikt wordt. Ook kunnen DNA-extractie kitten van elkaar verschillen
maar die verschillen worden in het algemeen geaccepteerd.

o Verschillen tussen laboratoria (bljvoorbeeld verschillende PCR-apparaten of
verschillen in gebruikte PCR enzymen afkomstig van verschillende fabrikanten).

o Mogelijk is een algemeen gebruikte standaard nodig voor de calibratiereeks.

Analyse van fycocyanine en toxine synthetase genen kan veel inzicht geven in het

véérkomen, de ecologie en het voorkomen van verschillende geslachten van blauwalgen in
Nederlandse zwemwateren en de hieraan gekoppelde gezondheidsrisico's.
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Inleiding

Algemeen
Nederland bezit momenteel bijna 600 zoetwater zwemlocaties. De zwemwaterkwaliteit van
deze locaties is meestal goed maar er treden regelmatig problemen op die tot negatieve
zwemadviezen leiden en soms zelfs tot sluiting van locaties. Eén van die problemen in
zoetwater zwemwateren is het voorkomen van cyanobacterién, ook wel blauwalgen
genoemd.

Blauwalgen komen in Nederland meestal voor in eutrofe wateren waar ze in de lente en
vooral de zomer hoge dichtheden in het water kunnen bereiken. Door windwerking kunnen ze
nabij oevers drifflagen vormen die tot veel overlast leiden. Blauwalgen kunnen tot
gezondheidsrisico’s voor zwemrecreanten leiden. Voorbeelden hiervan zijn huidirritaties,
misselijkheid, mondzweren en braken. Het is zelfs niet uitgesloten dat mensen er aan dood
kunnen gaan (Dionisio Pires 2010). Met uitzondering van huidirritaties komen de symptomen
tot stand indien men blauwalgen oraal binnen krijgt. Mensen kunnen ziek worden van
blauwalgen doordat ze een grote verscheidenheid aan secundaire metabolieten produceren
waarvan een aanzienlijk deel giftig is. Deze toxines kunnen in vier hoofdgroepen ingedeeld
worden:; hepatotoxines, neurotoxines, dermatotoxines en cytotoxines (Lurling & van Dam
2009). De meest voorkomende en meest bestudeerde toxines zijn de microcystines, die
onder de hepatotoxines vallen.

Nederland kent voor de bescherming van recreanten in zwemwateren tegen blauwalgen een

zogenaamd “Blauwalgenprotocol” (Figuur 1.1). In dit protocol zijn normen gegeven voor

blauwalgdichtheden in zwemwater, waarvoor geen, een gering, of een groot

gezondheidsrisico bestaat. In het protocol zijn momenteel twee technieken aangegeven

waarmee blauwalgdichtheden bepaald kunnen worden:

1 Microscopische determinatie van blauwalgsoorten en -hoeveelheden (celaantallen en
biovolume), en

2 Fluorometrische kwantificering (in het protocol fluoroprobe genoemd) van
cyanochlorofyl (fycocyanine).

In het laatste geval wordt het cyanochlorofyl als proxy genomen voor de biomassa van

blauwalgen.

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 1 van 82
zwemwateren in vergelijking met andere meettechnieken
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‘ ‘ VVeldbezoek/monitoring ‘
+

‘ Drijfflaag aanwezig |

Schema blauwalgenprotocol 2011

Ja Nee
¥
Fluoroprobe of biovalume in
. waterkolom
Acties v
Tweewekelijks *
ORTEIER <125 pg/l cyanochlorofyl of
=2 & mmfl biovolume
Wekelijks monitoren? 2 _
|| Driflaag Catll zonder 25-15 mm? biovalume
o ; Wvaarschuwen, permanent dagelijkse inspectie of 125 -75 pg/l cyanochlorofyl?
Risiconiveau 1 4
Gering gezondheidsrisico Waarschuwen, op dagelijkse || Drifflaag Cat Il met
inzicht dagelikse inspectie
Wakelijks monitaren! 23 p
=15 mmd biovolume -
of =75 pg/l cyanochlorafyl 8
3 3 Drijflaag Cat Il -
Risiconiveau 2 Megatief ZWB_ma_d_wes. met _’I iHaay Bij een dorminantie (30%) van
FEE communicatie uiting: soorten die microcysti
Gezondheid srisico . i SElS
Geadwseerl.:l wordt am niet varmen een microcystine
te zwemmen analyse uitvoeren.
v

Als microcystine <20 pg/l, dan '—

Figuur 1.1 Blauwalgenprotocol versie 2011 (vastgesteld door het Nationaal Wateroverleg op 10 maart 2010).

Uitleg nummers: 'Dagelijkse visuele inspectie verdient de voorkeur; ?Bij drijflagen van categorie 11 of Il
volstaat visuele inspectie als monitoring; *Wanneer Risiconiveau lIl of IV voor langere perioden gelden en
de verwachting (van waterbeheerder en provincie) is dat de situatie niet zal wijzigen, kan overwogen worden
de monitoringsfrequentie te verlagen naar tweewekelijks.

De twee in het Blauwalgenprotocol genoemde technieken zijn niet vrij van kritiek.
Microscopische celtellingen kosten relatief veel tijd en zijn subjectief (van der Oost 2010).
Bovendien zijn de kosten per monster relatief hoog en er is expertise van fytoplankton nodig
voor de uitvoering. Bepaling van het cyanochlorofyl met behulp van een fluorometer is
weliswaar snel en relatief goedkoop, maar fluorometers maken geen onderscheid tussen de
verschillende blauwalggeslachten. Voor het treffen van maatregelen is het van belang te
weten welke soorten of geslachten er in het water zitten. Beide methodes leveren bovendien
geen informatie over de (potentiéle) toxiciteit van de blauwalgen. In het verleden werden ook
vaak microcystines gemeten. Hoewel deze toxines vrij algemeen in Nederlandse wateren
worden aangetroffen zijn ze, zoals hierboven genoemd, niet de enige blauwalgtoxines en mist
men dus informatie over andere toxines.

Bovenstaande methodes voor de bepaling van blauwalgdichtheden zijn niet compleet. Er is
behoefte aan een methodiek die informatie verschaft over blauwalggeslachten (of soorten),
over potenti€le toxiciteit en die tevens snel en objectief is. In opdracht van RWS Waterdienst
trekken KWR en Deltares daarom samen op in de ontwikkeling en validatie van methoden
voor kwantitatieve moleculaire detectie (qPCR) van blauwalgen en hun toxines. KWR richt
zich hierbij op detectie en kwantificering van het fycocyanine-gen in blauwalgen. KWR is in
het zwemwaterseizoen van 2009 hiermee begonnen. Deltares richt zich op de detectie en
kwantificering van microcystine synthetase-genen. Deltares is hier in 2010 met een kleine
pilot aan begonnen en heeft in 2011 voor het eerst deze essay toegepast op vele
watermonsters. Deltares heeft de ambitie om in de nabije toekomst het detecteren en
kwantificeren synthetase-genen uit te breiden naar andere typen toxines van blauwalgen.

2 van 82 Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in
zwemwateren in vergelijking met andere meettechnieken
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Doel en vraagstelling van het onderzoek

RWS Waterdienst heeft Deltares en KWR gevraagd om de qPCR methoden voor detectie
van blauwalgen en hun toxines verder uit te werken (i.e. verbeteren), te vergelijken met
andere methoden en uit te dragen. Doel van het onderzoek is om een basis te leggen voor
een uiteindelijke acceptatie van qPCR als alternatieve methode voor kwantificering van
(potentieel) toxische blauwalgen.

De vraagstelling van deze studie luidt: kan qPCR voor blauwalgdetectie en -kwantificering op
den duur een alternatief vormen voor bestaande detectietechnieken voor blauwalgen?

Bovenstaande vraag en doel zijn uitgezet in vier onderdelen:

1. Het bepalen van dichtheden van verschillende blauwalg geslachten met behulp van
een moleculaire techniek (i.e. fycocyanine gen detectie),

2. Het ontwikkelen en valideren van kwantitatieve detectie van Microcystis-specifieke
(mcyD) en blauwalggeslachtoverschrijdende microcystine synthetase-genen (mcyE)
in watermonsters die blauwalgen bevatten,

3. Het vergeliken van de huidige toegepaste detectietechnieken van blauwalgen,
microscopische celtellingen en fluorometrie, met de nieuw ontwikkelde moleculaire
technieken,

4. Het implementeren van bovenstaande technieken bij diverse laboratoria.

KWR heeft gewerkt aan onderdelen 1, 3 en 4. Deltares aan 2, 3 en 4.

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 3 van 82
zwemwateren in vergelijking met andere meettechnieken
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Opzet onderzoek

Moleculaire detectie

Watermonsters (1L) van de verschillende monsterlocaties zijn in het Deltares laboratorium
gehomogeniseerd en opgesplitst, waarbij 0,5 L is gebruikt voor de fluorometische bepaling en
0,5 L voor de moleculaire analysen. Het DNA van micro-organismen in de watermonsters (n =
208) is bij KWR geéxtraheerd conform de methode beschreven in Wullings et al. (2010). De
DNA extracten zijn vervolgens gebruikt voor gPCR van fycocyanine-genen (bij KWR) en voor
gPCR van het microcystine synthetase gen mcyD (bij Deltares).

Fycocyanine-genen

Voor detectie en kwantificering van fycocyanine-genen wordt verwezen naar de voor deze
studie geschreven rapport door KWR (Kardinaal et al. 2012). De resultaten uit dat rapport zijn
ook hierin opgenomen en in bijlage A is de werkinstructie, voor bepaling van fycocyanine-
genen door middel van gPCR, opgenomen.

mcyD genen

Voor detectie en kwantificering van het Microcystis specifieke mcyD-gen is 3 yl DNA vanuit
elk watermonster geanalyseerd op een Bio-Rad CFX96 PCR-systeem. De PCR-reactie mix
bestond uit: 12,5 pl 2x IQmix (Bio-Rad, Veenendaal, Nederland), 9,18 ul MQ water,0,15 ul
forward primer (100pmol/ml), 0,15 ul reverse primer (100 pmol/ml) en 0,02 pl probe (100
pmol/ml). Primers en probe zijn gebruikt zoals beschreven in Rinta-Kanto et al. 2005. Het
gebruikte temperatuurprogramma was: cyclus 1 (1x) - 3 min. 95°C; cyclus 2 (35x) — 30 sec.,
94°C, 1 min., 61°C, 30 sec., 72°C; cyclus 3 (1x) 7 min., 72°C.

Het kwantificeren van de genen in de monsters gebeurde aan de hand van een externe
calibratiereeks bestaande uit een gedefinieerde concentratie mcyD genen (3,2. 10 — 3,2.10°
genen/ml) in een TOPO vector (Invitrogen, USA) die bij elke analyse werd mee geanalyseerd.

Implementatie van de detectiemethode voor het fycocyanine-gen

De gPCR-methode voor detectie van het fycocyanine-gen van de vier typen cyanobacterién
is gevalideerd en gereed voor gebruik in laboratoria voor routinematige analyse van
zwemwatermonsters. Voor de meeste (commerciéle) laboratoria is deze gPCR-techniek
echter nog niet in het laboratorium geimplementeerd. Daarnaast moet de methodiek door de
waterbeheerders worden geaccepteerd. Om potentiéle aanbieders van de techniek bekend te
maken met de werking ervan is in het kader van dit project bij en door KWR een workshop
gegeven.

Op 29 september 2011 zijn enkele vertegenwoordigers van verschillende bedrijven bij KWR
te gast geweest voor het volgen van de workshop betreffende de qPCR techniek voor het
opsporen van cyanobacterién in oppervlakte water. De deelnemende laboratoria waren: het
Waterlaboratorium (HWL), Aqualab Zuid, Omegam, Biobeheer en het laboratorium van
Aquatische Microbiologie van de Universiteit van Amsterdam. In een eerder stadium is
Deltares met behulp van een training bekend gemaakt met de techniek.

De nadruk in het programma lag op het praktisch kennis laten maken met de procedure:
filtratie, DNA-extractie, inzetten PCR en data analyse. Voorafgaande aan het praktische
programma zijn door middel van enkele presentaties theoretische introducties gegeven

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 5 van 82
zwemwateren in vergelijking met andere meettechnieken
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Als afsluiting zijn de laboratoria die al beschikken over de essentiéle infrastructuur voor het
uitvoeren van DNA onderzoek voorzien van een “gereedschapskist”. De kist bevatte naast de
instructie (zie bijlage A) voldoende chemicalién en wegwerp artikelen om de 12 bijgeleverde
monsters te analyseren in de eigen laboratoriumomgeving (zie Tabel 2.1 voor samenstelling
gereedschapskist).

Tabel 2.1 Samenstelling gereedschapskist workshop detectie cyanobacterién met gPCR.

Filters + Spin filters

Bead-beat buizen

Positieve controles (Mc, Pl, Anab, Apha)

Buffervloeistoffen

Calibratielijn (Mc, PI, Anab, Apha)

Primers (forward & reverse) en probes (Mc, Pl, Anab, Apha, IC)

Interne Controle

Power mix (80 reacties x 4)

PCR plaat

Micro seal

BSA

12 Monsters

De monsters waren deels afkomstig van veldmateriaal en deels samengesteld met
laboratorium cyanobacteriecultures (zie tabel 2.2). Het veldmateriaal is op de bewuste
locaties verzameld in week 35 en 37 van het jaar 2011. In die weken was op de locaties een
cyanobacteriebloei aanwezig, waarbij de dominante genera per locatie verschilden.

De bedoeling was dat de laboratoria zelf het meegeleverde materiaal filtreerden, DNA
extractie uitvoerden en aansluitend de PCR-analyse uitvoerden en de uitkomsten
analyseerden. De resultaten van de laboratoria zijn te vinden in paragraaf 3.7.

Tabel 2.2 Herkomst van de monsters die deel uitmaakten van de gereedschapskist.
Nr. |Beheerder Locatie
1|HH van Delftland [Plas Madestein
2|RWS UG Urk Westerhaven
3|Wetterskip Fryslan |De Leyen

4]HH van Rijnland Langeaarse plas
5{HH van Delftland |Kraaiennest
6
7
8

RWS 13G Almere haven
RWS 1JG Zomerkade Huizen
Cultures lage conc. Microcystis
9|Cultures lage conc. Planktothrix
10| Cultures lage conc. Anabaena
11|Cultures lage conc. Aphanizomenon
12|DNA nvt

Ontwikkeling geslachtsoverschrijdende detectie van microcystine synthetase genen

Voor de ontwikkeling van een geslachtsoverschrijdende moleculaire detectiemethode voor
microcystine synthetase genen is gebruikt gemaakt van een recente publicatie van Al-
Tebrineh et al. 2011. De in deze studie ontwikkelde primers voor het mcyE gen zouden
geschikt zijn om microcystine synthetase genen in de volgende geslachten te kwantificeren:
Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon, Nostoc, Phormidium en Planktothrix. De specificiteit
van de primers is eerst gecontroleerd met behulp van een BLAST search (National Center for
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Biotechnology Information (NCBI)) tegen de non-redundant (nr) database. Geen andere hits
met andere genen of soorten dan het doel gen mcyE werd gevonden, wat er op wijst dat de
primers inderdaad specifiek zijn voor microcystine synthetase genen.

De verdere ontwikkeling van de methode voor de analyse van zwemwatermonsters bestaat
uit:

1 Optimalisatie van mcyE gen gqPCR methode,

2 Screening op vals positieve en vals negatieve resultaten,

3 Identificatie van PCR producten afkomstig uit milieumonsters.

Optimalisatie mcyE gen qPCR methode

Voor detectie en kwantificering van het mcyE gen wordt 3 pl DNA geanalyseerd op een Bio-
Rad CFX96 PCR-systeem. De PCR-reactie mix bevat: 12,5 uyl 2x IQmix (Bio-Rad,
Veenendaal, Nederland), 9,18 yl MQ water,,0,15 ul forward primer (100 pmol/ml), en 0,15 pl
reverse primer (100 pmol/ml). Primers zijn gebruikt zoals beschreven in Al-Tebrineh et al.
2011. Het geoptimaliseerde temperatuurprogramma is:; cyclus 1 (1x) - 3 min. 95°C; cyclus 2
(35x) — 30 sec., 94°C , 1 min., 61°C, 30 sec., 72°C; cyclus 3 (1x) 7 min., 72°C.

Voor kwantificering van de genen is een calibratielijn gemaakt door een verdunningsserie te
maken van een oplossing met bekende concentratie mcyE genen. Deze oplossing is
verkregen door een het mcyE gen te kloneren in een TOPO-vector (Invitrogen, USA). De
concentratie mcyE genen is berekend aan de hand van de DNA-concentratie, het
molecuulgewicht en het aantal nucleotiden van het mcyE gen.

Bij elke gPCR analyse is de calibratielijn in duplo mee geanalyseerd en zijn de PCR
efficiéentie (E-waarde) en correlatie coéfficient (R bepaald. Bij de optimalisatie van het PCR
temperatuurprogramma is gestreefd naar een E-waarde van 100% (maar in elk geval: 85% <
E < 105%) en een R? > 0.99.

Screening van vals positieve en vals negatieve resultaten

Als controle voor de kwaliteit van de mcyE qPCR detectie methode, is DNA geéxtraheerd uit
monocultures en geanalyseerd met het geoptimaliseerde PCR protocol. De gebruikte cultures
(ontvangen van diverse laboratoria) bevatten niet allemaal het mcyE gen en waren niet
dezelfde dan de in literatuur beschreven reeds geteste monocultures (Al-Tebrineh et al. 2011;
Tabel 2.3).

De gevonden aan- of afwezigheid van microcystine synthetase genen werd vergeleken met
het in de literatuur beschreven vermogen van geslachten/stammen om microcystine te
produceren.

Tabel 2.3 Geteste cultures op mcyE aanwezigheid en het vermogen tot toxineproductie.

Soort Stam Microcystine productie?
Anabaena flos aqua CCAP 146/1C |-

Synechoccus sp. onbekend

Planktothrix agardhii CCAP 460/20|onbekend

Synechoccus elongates  [SAG 89.79 -
Microcystis aeruginosa BEAR AC + (van Donk et al. 2009)
Microcystis aeruginosa HUB 5.2.4 + (Dittmann et al. 1996)
Microcystis aeruginosa HUB 5.3 -
Microcystis aeruginosa PCC7806 + (Wiedner et al. 2003)

Microcystis aeruginosa UTEX LB2388 [+ (www.straininfo.net)

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 7 van 82
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Identificatie van PCR producten afkomstig uit milieumonsters

Om vast te stellen dat de gebruikte detectiemethode specifiek genoeg is om het mcyE gen uit
diverse geslachten te detecteren, is een identificatie uitgevoerd op het mcyE PCR producten
verkregen uit zwemwatermonsters.

Uit 20 zwemwatermonsters (van elk monster zijn 1 tot 4 pcr producten gekloneerd wat
ongeveer 60 sequence resultaten opleverde, zie bijlage B) van diverse locaties is een clone-
library gemaakt van verkregen mcyE gPCR producten met een TOPO cloning kit (Invitrogen,
USA) volgens het protocol van de leverancier. Van elk monster zijn 3 klonen geselecteerd en
na zuivering gesequenced door een extern laboratorium (MWG Eurofins, Duitsland). De
verkregen sequence resultaten van de gekloneerde PCR producten zijn geidentificeerd met
behulp van BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) op GenBank (NCBI, USA).

Fluorometrie

In de watermonsters die bij Deltares binnen kwamen is allereerst met behulp van fluorometrie
de hoeveelheid cyano-chlorofyl (fycocyanine) bepaald. De fluorometer die gebruikt is is een
MS5 probe van Hydrolab.

Van het monster werd 450 mL in een bekerglas gedaan en 20 keer gemeten. Het gemiddelde
voltage, het aantal cellen per mL en de standaarddeviatie werden genoteerd. De stabiliteit
van de probe werd gecontroleerd met een massieve standaard na elke meetronde.

Vooraf is de MS5 probe gecalibreerd volgens NEN6520 voor chlorofyl. De unicellulaire
blauwalg Synechocystis (PCC6803 afkomstig van de Universiteit van Amsterdam) is in het
laboratorium opgekweekt om daar vervolgens een verdunningsreeks (in triplo) van te maken
zodat een goede calibratielijn gemaakt kon worden. Nadat een monster met de MS5 gemeten
was werd het (5 tot 300 mL, afhankelijk van de celdichtheid) over een 0.2 um glasvezel filter
gefiltreerd en ingevroren. Deze monsters zijn daarna conform het NEN 6520 protocol voor
chlorofyl bepaling behandeld. De extinctie werd gemeten in een spectrofotometer (Fisher
scientific, Helios alfa unicam) bij 665 en 750 nm. Extinctiedata zijn daarna omgerekend naar
chlorofylconcentraties. De outputdata van de MS5 zijn daarna uitgezet tegen deze
chlorofylwaarden wat resulteerde in een omrekeningsfactor voor de MS5

Celtellingen

RWS IJsselmeergebied

Blauwalgceltellingen voor RWS IJG zijn door Koeman & Bijkerk uitgevoerd, conform de
bijlage voor celtellingen uit het Blauwalgprotocol 2011. Het biovolume is afgeleid van de
celtellingen.

RWS Oost Nederland
Blauwalgceltellingen voor RWS ON zijn door Omegam uitgevoerd, conform de bijlage voor
celtellingen uit het Blauwalgprotocol 2011. Het biovolume is afgeleid van de celtellingen.

Waterschap Zuiderzeeland

De watermonsters van Waterschap Zuiderzeeland zijn geanalyseerd door Waterschap Groot
Salland. De monsters zijn grotendeels behandeld volgens de Quickscan methode, behorende
bij het blauwalgenprotocol 2011. Er is gescreend op 5 potentieel toxische cyanobacterién
genera: Microcystis, Aphanizomenon, Anabaena, Planktothrix en Woronichinia.

8 van 82 Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in
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Wetterskip Fryslan

Watermonsters van het Wetterskip zijn door Koeman & Bijkerk geanalyseerd. Op deze
monsters is geen quickscan uitgevoerd maar zijn alle soorten geteld ongeacht of er veel of
weinig blauwalgen aanwezig waren.

Hoogheemraadschap van Delfland

Op alle monsters is eerst een quickscan met fluorometrie uitgevoerd. Wanneer de
fycocyanine waarde boven de 12,5 pg/L was, is er een celtelling uitgevoerd. De quickscan en
celtellingen zijn uitgevoerd bij het gezamenlijke waterschapslaboratorium AQUON, te Leiden.

Hoogheemraadschap van Rijnland

Data over celtellingen zijn door AQUON uitgevoerd. Indien de fluoroprobe minimaal 12.5 pg/L
voor fycocyanine aangaf is er een celtelling en/of biovolumebepaling uitgevoerd. Quick scans
zZijn niet uitgevoerd.

Waterschap De Dommel
De monsters van Waterschap De Dommel zijn geteld door AQUON. Hier is geteld volgens
NEN15204 en een eigen methode (koloniegetal, zie Lo et al. 2011).

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 9 van 82
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2.6 Locaties

23,24,25,283. 2227

18,21

Figuur 2.1 Monsternamelocaties in Nederland. Zie Tabel 2.4 voor benaming van de locaties.
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Tabel 2.4 Locatienamen en beheerders.

Nummer in Fig. 2.1

Locatienaam

Beheerder

1

Dobbeplas

Hoogheemraadschap van
Delfland

2 Krabbeplas, zwemplas strandje
3 Oostmadeplas, zuidzijde
4 Kraaijennest
5 Karpendonkse Plas, Eindhoven Waterschap De Dommel
6 Oude Gracht Eindhoven
7 Parkwijver aan Parkstraat Nuenen
8 Stadswater Stiffelio, Blixembosch
Eindhoven
9 Stiffelio Oost eindhoven
10 Stiffelio West eindhoven
11 Vijver gemeentehuis Nuenen
12 Vijverpartij Henri Dunantpark
13 Andijk strand Rijkswaterstaat 1Jsselmeergebied
14 Gooierhoofd-Zomerkade, Huizen
15 Het Zeetje Spakenburg
16 Urk Havenstrand
17 Zwemstrand Almere Haven
18 Speelvijver Houtrak Hoogheemraadschap van
Rijnland
19 Langeraarse Plas
20 Kennemermeer
21 Elfhoeven, Reeuwijkse Plassen
22 Bisonbaai Oost Waal Rijkswaterstaat Oost Nederland
23 Bisonbaai Oost Waal midden
24 Camp. De Watermolen Wetterskip Fryslan
25 De Leyen Rottevalle
26 Kleine Wielen Leeuwarden
27 Bovenwater strand zeilplas Waterschap Zuiderzeeland
28 Noorderplassen strand en strand

inzicht
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Resultaten

Groeiproeven

Groeiproeven ten behoeve van de bepaling van de relatie tussen blauwalg celaantallen en
fycocyanine-gen kopieén zijn in triplo uitgevoerd tussen 28 september en 1 november 2011.
In al de cultures is gedurende deze periode de optische dichtheid toegenomen wat duidt op
de groei van de cyanobacterién (Figuren 3.1 t/m 3.4). In de Microcystis en de
Aphanizomenon cultures is in alle drie de erlenmeyers eenduidige groei opgetreden. Voor
Planktothrix, Anabaena verliep de groei van de cultures dynamisch, waarbij dichtheden soms
terugvielen om vervolgens weer toe te nemen. Toch is voor alle afzonderlijke cultures een
goed beeld verkregen van het verloop van de groei.

Hoewel in alle culturen gedurende de proef de dichtheid is toegenomen tot ongeveer 0.9 lijkt
de stationaire groeifase (nog niet) te zijn bereikt. De relatief lage groeisnelheid resulteerde in
een lange doorlooptijd van de proef. Op basis van het verloop van de groei zijn op een vijftal
momenten monsternames uitgevoerd ten behoeve van de verdere analyses.

Het aantal fycocyanine genkopieén per cel is bepaald door de resultaten van de qPCR te
vergelijken met een nauwkeurige celtelling. Voor de geslachten Microcystis en Anabaena is
een microscopische celtelling goed toepasbaar en betrouwbaar. Voor filamenteuze groei van
de geslachten Planktothrix en Aphanizomenon is deze methode veel minder geschikt en zijn
de tellingen uitgevoerd met behulp van een flowcytometer.

Microcystis

1 i
\-)

750 nm
o
>
b |
o
.

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Dag

Figuur 3.1 Verloop van de optische dichtheid (OD 750) in de Microcystis cultures. De cirkels geven de
monsternamemomenten aan voor de verdere analyses.

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 13 van 82
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Planktotrix

Dag

Figuur 3.2 Verloop van de optische dichtheid (OD 750) in de Planktothrix cultures. De cirkels geven de
monsternamemomenten aan voor de verdere analyses.
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Anabaena

15 20 25 30 35
Dag

Figuur 3.3 Verloop van de optische dichtheid (OD 750) in de Anabaena cultures. De cirkels geven de
monsternamemomenten aan voor de verdere analyses.
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Figuur 3.4 Verloop van de optische dichtheid (OD 750) in de Aphanizomenon cultures. De cirkels geven de
monsternamemomenten aan voor de verdere analyses.

Microscopische tellingen vs. fycocyanine-gen kopie-aantallen

Voor het bepalen van de relatie tussen celaantallen en fycocyanine-gen kopieén is van de
cultures van Microcystis en Anabaena een microscopische telling uitgevoerd. De cellen van
deze cultures zijn goed afzonderlijk te onderscheiden en daarmee betrouwbaar te
kwantificeren. Voor de filamenteuze kolonies van Planktothrix en Aphanizomenon is
betrouwbaar kwantificeren van cellen niet goed uitvoerbaar, daarvoor is een kwantificering
uitgevoerd met behulp van de flowcytometer (zie hieronder).

Voor Microcystis bestaat er een duidelijke lineaire correlatie (r = 0,93; p < 0,01) ) tussen de
hoeveelheid getelde cellen en het aantal DNA kopieén (Figuur 3.5) waarbij 126 + 25 DNA-
kopieén overeenkomen met een getelde cel.

Voor Anabaena is de correlatie tussen celaantallen en DNA kopieén eveneens positief (r =
0,69; p < 0,01), maar de spreiding is groter dan voor Microcystis (zie Figuur 3.5). De
verhouding tussen de beide methodieken tellen en qPCR is gemiddeld 377 + 270 DNA-
kopieén per getelde cel.

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 15 van 82
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Relatie microscopische celtellingen en DNA kopie aantallen
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Figuur 3.5 Kwantitatieve vergelijking van de analyseresultaten van de gPCR en microscopische celteling van de
groeiproeven van de cyanobacteriegenera Microcystis en Anabaena.

In verschillende publicaties is beschreven dat met de qPCR een hoger aantal genkopieen
wordt aangetoond ten opzichte van een microscopische celtelling (Tabel 3.1). Voor zover
bekend is het fycocyanine gen in enkelvoud aanwezig op het genoom van Microcystis en kan
het verschil tussen deze twee technieken alleen worden verklaard door polyploidie van de
genoom in cyanobacterién. Het verschil tussen de geanalyseerde ratio’s in dit onderzoek ten
opzichte van de gepubliceerde data kan waarschijnlijk worden verklaard door het feit dat de
gPCR resultaten in dit onderzoek zijn gecorrigeerd voor verliezen tijdens de DNA-extractie en
mogelijke remming in de PCR. In de gepubliceerde data is hiervoor niet gecorrigeerd. Het
rendement van de interne controle was in het onderzoek ongeveer tussen de 10 en 50%. Dit
resulteert in een correctie van de gPCR resultaten met een factor 2-10x. Rekening houdend
met deze correctie zouden de geanalyseerde ratio’s in dit onderzoek in grote lijn
overeenkomen met de gepubliceerde ratio’s.
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Tabel 3.1 Literatuurgegevens over de ratio van het kwantitatieve detectieresultaat van de qPCR ten opzichte van
een celtelling.

Doelgen voor detectie Ratio Literatuur

(qPCR/celtelling)

Fycocyanine 26,5+3,8 (Schober et al 2007)
Microcystine 26,4-52,3 (Schober et al 2007)
Fycocyanine +10 Kurmayer et al, 2003)
Microcystine +10 Kurmayer et al, 2003)
MicrocystineE 2-100 Vaitomaa et al , 2003)
(Anabaena en Microcystis)

MicrocystineD 10-100 Rinta-Kanto et al, 2005

Flowcytometer vs. fycocyanine-gen kopieaantallen

De verhouding tussen fycocyanine-gen kopieaantallen en celdichtheden op basis van
flowcytometrie laten een vergelijkbaar beeld zien dan dat met microscopie. Voor de
Planktothrix culture komt het gemiddelde aantal genkopieén per cel overeen met dat van
Microcystis en Aphanizomenon: 128 + 102 per cel (Figuur 3.6). Hierbij is in de flowcytometer
vooral de lengte van filamenten bepaald, welke vervolgens gedeeld is door de gemiddelde
cellengte van de Planktothrix cellen (2,98 + 0,66 um). Het aantal waarnemingen voor dit
genus is als gevolg van een defect aan de flowcytometer beperkt (n=6).

Voor Aphanizomenon is een zelfde methodiek toegepast als voor Planktothrix. In de
flowcytometer is de cellengte van de kolonies gekwantificeerd. Het resultaat van de
kwantificering is vervolgens gedeeld door de gemiddelde cellengte van Aphanizomenon
(10,37 + 2,88 um). De gemiddelde verhouding tussen celaantallen en de fycocyanine-gen
kopieaantallen is 149 + 75.

Voor Anabaena gaf kwantificeren met behulp van flowcytometrie een vergelijkbaar beeld als
kwantificeren met behulp van microscopischie. Het enige verschil was dat het aantal DNA
kopieén per cel nu hoger lag en een groter spreiding kent: 191 tot 520 DNA kopieén per cel.
Een dergelijk verschil wordt mogelijk veroorzaakt door delende cellen. Onder de microscoop
zijn dergelijke cellen als twee individuen geteld, in de flowcytometer zijn dergelijke cellen
herkend als één cel. De verhouding tussen microscopie en flowcytometrie voor Microcystis
ligt dan ook bij veel telmomenten rond de 2 (FC counts / getelde cel; zie hieronder paragraaf
3.4).

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in 17 van 82
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Relatie flowcytometrie tellingen en DNA kopie aantallen
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Figuur 3.6 Kwantitatieve vergelijking van de analyseresultaten van de gPCR en flowcytometrie celtelling van de
groeiproeven van de cyanobacteriegenera Aphanizomenon, Microcystis en Planktothrix.

Verhoudingen tijdens de groei

Naast het bepalen van het verband tussen celaantallen en fycocyanine-gen kopie aantallen is
het van belang om te bepalen of er gedurende het groeiproces van de cultures een
significante wijziging optreedt in deze verhouding. In een eerdere studie wordt verondersteld
dat gedurende de exponentiéle groeifase deze verhouding hoger is dan tijdens de stationaire
groeifase (Griesse et al. 2011).

Gedurende de groei van een maand is voor Anabaena in alle drie de cultures een
vergelijkbaar beeld ontstaan met betrekking tot het verloop van de verhoudingen tussen
fycocyanine-gen kopie aantallen en celaantallen op basis van microscopie in de tijd (Figuur
3.7). De verhouding neemt gedurende de groei toe tot maxima variérend tussen 401 en 495
fycocyanine-gen kopieén per cel. Vervolgens neemt de verhouding weer af, mogelijk als
gevolg van afnemende groei. Het zou kunnen zijn dat de ratio nog verder afneemt tijdens de
“veroudering” van de populatie. Het was echter niet mogelijk om de incubatieperiode in dit
onderzoek te verlengen. Mogelijk neemt het aantal genoomkopieén tijdens het afsterven van
de populatie verder af en kunnen de huidige resultaten als een “worst case” worden
geinterpreteerd.
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Verhouding microscopie en gPCR, Anabaena

IN
o
o

- —/./ / \' —e— Seriesl

—=— Series2

200 \/ Series3

g

Verhouding
w
o
)

100

0 T T T T
29-sep 4-okt 9-okt 14-okt 19-okt 24-okt 29-okt 3-nov

Tijd

Figuur 3.7 Verloop van de verhouding tussen celaantallen en fycocyanine-genen in de tijd voor Anabaena.

Voor Microcystis is het beeld minder dynamisch. Er is geen significant verschil in de
verhouding celaantallen v.s. fycocyanine-genen in de loop van de tijd (Figuur 3.8). De
verhouding ligt bij eerste monstername gemiddeld op 128 + 39 en bij de laatste monstername
gemiddeld op 123 + 23.
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Figuur 3.8 Verloop van de verhouding tussen celaantallen en fycocyanine-genen in de tijd voor Microcystis.

Uit figuur (3.9) blijkt dat de verhouding celtellingen/fycocyanine genen op basis van
microscopie beduidend lager is dan die bepaald op basis van flowcytometrie. Bij bijna alle
monsternamen lag deze verhouding rond de 2 getelde cellen / flowcytometer cell count. Het
verschil in getelde cellen en cell counts van de flowcytometer is goed te verklaren aan de
hand van de groei van de cellen van Microcystis. Voordat deze kogelronde cellen gedurende
de groei splitsen vormen ze een soort 8 vorm. In de telling worden dergelijke vormen als 2
cellen aangegeven omdat ervan uitgegaan kan worden dat er bij dergelijke cellen al twee
DNA kopieén beschikbaar zullen zijn. In de flowcytometer zullen dergelijke cellen als één
exemplaar worden beschouwd.
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Figuur 3.9 Verloop van de verhouding in de tijd voor Microcystis geanalyseerd met behulp van microscopie en de
flowcytometer.

Voor Aphanizomenon en Planktothrix zijn vooralsnog geen analyses uitgevoerd met behulp
van microscopie. Deze filamenteuze kolonievormende blauwalgen zijn geanalyseerd met
behulp van de flowcytometer. De verhoudingen tussen fycocyanine gen kopieén celaantallen
zZijn voor Microcystis, Planktothrix en Aphanizomenon vergelijkbaar (zie tabel 3.2). Anabaena
laat een afwijkende verhouding zien: 377 DNA kopieén per cel. Deze verhouding is
beduidend hoger dan voor de overige genera. In eerdere studies is voor Anabaena
aangetoond het aantal aanwezige gen kopieén per cel kan variéren van 5 tot 25. Ook in dit
geval kan het verschil grotendeels worden verklaard door het feit dat de qPCR data in dit
onderzoek met een factor 2-10 zijn gecorrigeerd om te compenseren voor verliezen tijdens de
DNA-extractie en mogelijke remming van de PCR. Dat is beduidend lager dan is deze studie
is aangetoond.

Tabel 3.2 Ratio tussen de kwantitatieve resultaten van de qPCR van de cyanobacterién in de groeiproef ten
opzichte van de microscopische celtelling en flowcytometerbepalingen.

Geslacht Cultuur Ratio Gemiddelde ratio* Spreiding*

[EnY

Microcystis 129 126 25
134
115
17 128 102
190
176
430 377 270
502
199
159 149 75
140

3 156
* De gemiddelde ratio en spreiding zijn berekend op alle basis van alle waarnemingen
** Gebaseerd op tellingen m.b.v. flowcytometrie

Planktothrix**

Anabaena

Aphanizomenon**

NP WNEFEF WDNEWDN
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Verhoudingen toegepast op velddata

In 2010 heeft KWR van 24 zwemwaterlocaties gedurende het zwemwaterseizoen monsters
ontvangen en deze met behulp van de gPCR techniek geanalyseerd (Wullings et al. 2010).
Uit die studie bleek een groot verschil tussen microscopisch getelde eenheden en
fycocyanine-gen kopieaantallen. Met behulp van de batchproeven is echter aangetoond dat
er een lineair verband bestaat tussen het aantal cellen geteld met behulp van een microscoop
of flowcytometer en het aantal DNA-kopieén bepaald met qPCR (tabel 3.2). De hieruit
bepaalde conversiefactoren zijn toegepast op de gPCR-resultaten van de veldstudies die zijn
uitgevoerd in 2010 en 2011. Hiermee is beoordeeld in hoeverre eerder verkregen data m.b.v.
gPCR vergelijkbaar zijn met tellingen zoals die uitgevoerd zijn door diverse laboratoria in het
land. Voor deze vergelijking is gebruik gemaakt van microscopische gegevens waarin men
ingeschat heeft hoeveel cellen er zich van de genera Anabaena, Aphanizomenon, Microcystis
en Planktothrix in het water bevonden. In tabellen 3.3 en 3.4 is per locatie aangegeven of er
een significante correlatie is tussen de met beide technieken gemeten waarden.. Voor het
merendeel van de locaties geldt dat voor ten minste één van de cyanobacteriegeslachten een
positieve significante correlatie bestaat tussen de getallen verkregen met de 2 verschillende
technieken. Het betreft over het algemeen de dominante geslachten op de locatie. De
gevoeligheid van de gPCR methode is hoger dan de celtelling. In verschillende monsters is
met de qPCR methode wel en met de celtelling geen specifieke cyanobacterién aangetoond.
Hierdoor was het niet mogelijk een ratio te berekenen (delen door nul), in de tabellen is dit
weergegeven als #DIV/0!. Uit de tabellen blijkt eveneens dat er met regelmaat geen variatie
in één van de datasets aanwezig is (de cellen die #DIV/0! aangeven). Dit betekent dat er in
de microscopische tellingen geen waarnemingen van de betreffende blauwalgen gedaan zijn
gedurende het gehele seizoen van dat betreffende jaar.

Tabel 3.3 Overzicht van (Pearson)correlaties tussen microscopie en gPCR data verkregen in het jaar 2010, per
genus en per locatie. De roze cellen indiceren een significantie van < 0,01, de oranje cellen een significantie
van < 0,02 en de groene cellen een significantie van < 0,05. Niet gekleurde cellen duiden op geen

significantie.
2010
Beheerder Naam locatie Aphanizomenon  [Microcystis Plankthotrix n
Delfland Dobbeplas 0,06 0,54 -0,21 7
Delfland Krabbeplas, zwemplas strandje 0,49 0,49 7
Delfland Oostmadeplas, zuidzijde #DIV/0! 0,74 7
WS Fryslan Camp. De Watermolen, Opende 0,52 7
WS Fryslan De Leyen Rottevalle 7
WS Fryslan Kleine Wielen Leeuwarden 7
Zuiderzeeland BOVENWATER, strand Zeilplas 0,61 X 7
Zuiderzeeland NOORDERPLASSEN, Noorderplassenstrand #DIV/0! 0,17 #DIV/0! 7
Zuiderzeeland NOORDERPLASSEN, Strand in zicht -0,23 -0,18 0,74 -0,25 7
Rijnland Langeraarse plassen Zwemsteiger Kerkepad 0,35 #DIV/0! 0,37 8
Rijnland Speelvijver Houtrak (oostzijde van grote vijver #DIV/0! 8
RWS 1JG Andijk Strand 8
RWS 1JG Het Zeetje Spakenburg 3
RWS 1JG Houtribhoek, Lelystad 8
RWS UG Stadstrand 1Jburg 8
RWS UG Strand Nieuw-Hulckesteyn #DIV/0! 8
RWS UG Strand Stichtse Brug #DIV/0! 8
RWS 1JG Urk Havenstrand #DIV/0! 8
RWS Limburg Camping Koeweide Wessem 24 #DIV/0! 8
RWS Limburg Dagst.de Weerd Hornegr.Roermond #DIV/0! 8
RWS Limburg Maasterp Dilkensplas Maasbracht 8
RWS Limburg Qolderplas Herten 8
RWS Limburg WRC Eijsden Dagstr. O-Maarland 8
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Tabel 3.4 Overzicht van (Pearson)correlaties tussen microscopie en gPCR data verkregen in het jaar 2011, per
genus en per locatie. De roze cellen indiceren een significantie van < 0,01, de oranje cellen een significantie
van < 0,02, de groene cellen een significantie van < 0,05 en de niet-gekleurde cellen geen significantie.

2011
Beheerder Naam locatie Anabaena Aphanizomenon Microcystis Plankthotrix
RWS oost nederland |Bisonbaai oost waal -0,42 #DIV/0!
RWS oost nederland _[Bisonbaai oost waal midden 0,24 #DIV/0!
WS Fryslan Camp. De Watermolen
WS Fryslan De Leyen Rottevalle
WS Fryslan Kleine Wielen Leeuwarden
Zuiderzeeland Bovenwater strand zeilplas
Delfland Kraaijennest #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
Delfland Krabbeplas, zwemplas strandje 0,68 8 0,79
Delfland Oostmadeplas, zuidzijde 0,39 -0,24 #DIV/0!
Rijnland Elfhoeven, Reeuwijkse plassen 0,22 0,47
Rijnland Kennermermeer #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!
RWS UG Urk Havenstrand -0,14 #DIV/0!
RWS UG Andijk strand 0,36 -
Rijnland Langeraarse plas [ 020
Rijnland Speelvijver Houtrak
RWS 1JG Het Zeetje Spakenburg #DIV/O!
RWS 1JG Gooierhoofd-Zomerkade, Huizen 0,43 #DIV/O! #DIV/O!
RWS 1JG Zwemstrand Almere Haven | 0,34] #DIV/0! #DIV/O!

De figuren 3.10 t.m. 3.13 geven van enkele locaties de analyseresultaten van de monsters
van de veldproef in 2010 en 2011 met behulp van de microscopische celtelling en gPCR na
omrekening op basis van de hierboven beschreven conversiefactoren. Voor alle locaties
vallen drie dingen op:
1 De beide technieken geven resultaten in de zelfde orde van grote (hoogste dichtheden

10° cellen/DNA kopieén per ml);

2 De dynamiek van de populaties is zeer goed vergelijkbaar (zie ook tabellen 3.2 en 3.3);
3 Bij lagere dichtheden is op basis van DNA analyse minder populatiedynamiek
waarneembaar dan op basis van de microscopische tellingen.

Op basis van deze waarneming blijken celtellingen op basis van microscopie en op basis van
gPCR technieken voor cyanobacterién goed met elkaar overeen te komen, behalve voor

Planktothrix en Microcystis bij Kleine Wielen.
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Figuur 3.10 a. Analyseresultaten van microscopische celtellingen van de locatie Andijk 2010 (RWS
IJsselmeergebied, Quickscan Omegam); b. resultaten gPCR analyse op dezelfde locatie.
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Figuur 3.11 a. Analyseresultaten van microscopische celtellingen van de locatie Kleine Wielen 2010 (Wetterskip
Fryslan, Koeman & Bijkerk); b. resultaten gPCR analyse op dezelfde locatie.
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Figuur 3.12 Analyseresultaten van de locatie Camping de Watermolen 2011 (Wetterskip Fryslan / Koeman &
Bijkerk). De gesloten symbolen zijn de resultaten verkregen met gPCR. De open symbolen zijn de

resultaten verkregen met microscopische tellingen.
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Figuur 3.13 Analyseresultaten van de locatie Kennemermeer 2011 (HHRS Rijnland / Aquon). De gesloten symbolen
zijn de resultaten verkregen met qPCR. De open symbolen zijn de resultaten verkregen met microscopische

tellingen.

Bepaling dichtheden blauwalggeslachten mbv fycocyanine-gen detectie

In bijlage C zijn voor alle waterbeheerders en diens aangeleverde watermonsters de
concentraties genkopieén (per mL) voor fycocyanine in de tijd weergegeven. In de meeste
gevallen worden genkopieén van de vier geslachten gevonden. In een aantal plassen wordt

geen of weinig Planktothrix waargenomen.
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In hoofdstuk 3.9 wordt ingegaan op de vergelijking tussen detectie en kwantificering
fycocyanine-genen en andere blauwalgmeettechnieken.

Resultaten implementatie fycocyanine-gen techniek

Van elk deelnemend laboratorium is op 29 september een laborant bij KWR op bezoek
geweest voor het volgen van een workshop betreffende de gPCR techniek voor het opsporen
van cyanobacterién in oppervlaktewater. De laboranten die al bekend waren met het
toepassen van PCR en die bovendien de beschikking hebben over een daartoe uitgerust
laboratorium hebben een gereedschapskist mee gekregen met daarin een aantal monsters
en de benodigdheden voor het uitvoeren van de gPCR.

Tabel 3.5 Overzicht van de resultaten van de deelnemende laboratoria.

Laboratorium Resultaat

Aqualab Zuid Extractie uitgevoerd, DNA monsters niet goed geconserveerd
waardoor geen analyseresultaten

Biobeheer Bepalingen (nog) niet uitgevoerd

Deltares Extracties en PCR uitgevoerd, data verkregen

HWL Extracties en PCR uitgevoerd, data verkregen

Omegam (Nog) geen mogelijkheden voor uitvoeren analyses

Universiteit van Amsterdam Kit toegepast, geen resultaat verkregen

Van de deelnemende laboratoria heeft KWR slechts van HWL en Deltares de resultaten
ontvangen. De UvA heeft de methodiek wel toegepast maar daarbij nog zoveel problemen
ervaren dat het niet heeft geleidt tot bruikbare resultaten. Ook bij Aqualab Zuid is de
procedure niet goed verlopen. DNA extracties zijn wel uitgevoerd maar aansluitend niet
zorgvuldig geconserveerd. De PCR analyse is (nog) niet uitgevoerd. Omegam heeft geen kit
ontvangen, het laboratorium is (nog) niet uitgerust voor het uitvoeren van DNA technieken.

Resultaten gPCR

In drie laboratoria zijn tot dusver de samengestelde monsters geanalyseerd aan de hand van
het qPCR protocol zoals dat door KWR opgesteld is (zie bijlage A). In onderstaande grafieken
ziin de resultaten per cyanobacteriegenus gepresenteerd. De resultaten van de
ringonderzoekmonsters zijn voor de drie laboratoria over het algemeen vergelijkbaar. Daarbij
moet worden opgemerkt dat KWR in veel monsters de hoogste concentraties aan DNA
kopieén heeft bepaald, gevolg door HWL en de laagste concentraties zijn over het algemeen
door Deltares gerapporteerd.

Wanneer er ingezoomd wordt op de samengestelde DNA controle monsters dan zijn de
verschillen tussen de laboratoria gering.

In elk van de monsters M8 t/m M11 waarin een bepaald genus in lage concentratie is
toegevoegd is dit lage aantal gedetecteerd. Dit lage aantal resulteerde wel in een grote
spreiding tussen de analyseresultaten. Bijvoorbeeld bij de monsters M2, M6, M7 en M9 voor
het genus Planktothrix lopen de concentraties uiteen van 5 tot 1500 DNA kopieén/ml. Voor dit
genus geldt bovendien dat ook voor hogere concentraties de verschillen tussen de laboratoria
relatief het grootst zijn.
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@ Microcystis HWL @ Microcystis KWR O Microcystis Delt.

1,0E+09
1,0E+08
1,0E+07
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1,0E+05 -+
1,0E+04 +
1,0E+03 +
1,0E+02 +
1,0E+01 +
1,0E+00 -

M1I M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l DNA
contr.

Figuur 3.14 DNA kopie aantallen van Microcystis fycocyanine genen, gemeten in samengestelde monsters. M1 t/m
M7 betreffen veldmonsters, M8 t/m M11 zijn samengestelde monsters op basis van monoculturen.

O Planktotrix HWL B Planktotrix KWR O Planktotrix Delt.

1,0E+09
1,0E+08
1,0E+07 -
1,0E+06 -
1,0E+05 -
1,0E+04 -
1,0E+03 +
1,0E+02 +
1,0E+01 -
1,0E+00 ~

ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l DNA
contr.

Figuur 3.15 DNA kopie aantallen van Planktothrix fycocyanine genen, gemeten in samengestelde monsters. M1 t/m
M7 betreffen veldmonsters, M8 t/m M11 zijn samengestelde monsters op basis van monoculturen.

O Anabaena HWL B Anabaena KWR O Anabaena Delt.

1,0E+08
1,0E+07
1,0E+06
1,0E+05
1,0E+04 +
1,0E+03 -+
1,0E+02 +
1,0E+01 +
1,0E+00 -

ML M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M1l DNA
contr.

Figuur 3.16 DNA kopie aantallen van Anabaena fycocyanine genen, gemeten in samengestelde monsters. M1 t/m
M7 betreffen veldmonsters, M8 t/m M11 zijn samengestelde monsters op basis van monoculturen.
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Figuur 3.17 DNA kopie aantallen van Aphanizomenon fycocyanine genen, gemeten in samengestelde monsters.
M1 t/m M7 betreffen veldmonsters, M8 t/m M11 zijn samengestelde monsters op basis van monoculturen.

3.8 Microcystine synthetase-genen

3.8.1 Optimalisatie mcyE qPCR
Met een efficiéntie (E) van gemiddeld 97,8% en een R? van 0,999 voldoet de mcyE
detectiemethode ruim aan de kwaliteitseisen van een qPCR reactie (E =85%-105%, R?
tussen 0,99 en 1.0; Zhang & Fang 2006). De reproduceerbaarheid van de mcyE gPCR is
vergelijkbaar met die van de eerder ontwikkelde mcyD qPCR methode (Tabel 3.6).

Tabel 3.6 Efficiéntie en R mcyD en mcyE detectiemethode.

Detectie range (gen kopieén per
Gen ml)* Efficiéntie (%) |R?
mcyD 1,2.10°-1,2.10" 100,98 0,991
mcyE 3.8.10°-3.8.10" 97,8 0,999

* door meer dan 1 ml watermonster te gebruiken / filtreren, kan de detectiegrens eenvoudig
worden aangepast

Onderscheid tussen microcystineproduceerders en niet-microcystineproduceerders werd
vastgesteld door aan- of afwezigheid van een PCR-product. Bij aanwezigheid van een PCR-
product is de smeltcurve van het geamplificeerde DNA als 2° criterium gebruikt voor de
aanwezigheid van het microcystine synthetase gen. Monsters met geamplificeerde mcyE
genen laten een typische curve met een smeltpiek rond 79.5-80°C zien (Figuur 3.18).

Melt Peak
2 S O O < O O O S 0 O O ; S O O O |

Microcystis seruginosa

250 T

200 +

150 -

-d(RFU)IT

Synechoccus elongates

Negative control

100 +

a0

65 70 75 80 85 a0 a5
Temperature, Celsius

Figuur 3.18 Typische smeltpiek van het mcyE PCR product ligt bij 79,5°C.
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Vals positieve / vals negatieve PCR producten

De specificiteit van de gebruikte primers is door anderen al getest op een groot aantal
reinculturen (Al-Tebrineh et al. 2010), maar is in deze studie ook nog op andere
cyanobacteriestammen uitgetest (Tabel 3.7).

Tabel 3.7 Cultures van blauwalgen, getest op aanwezigheid mcyE genen en het vermogen om toxines te

produceren.
Soort Stam Ontvangen van Toxisch (literatuur) | McyE PCR
Culture Collection of Algae
and Protozoa, Argyll,
Anabaena flos aquae CCAP 1146/1C | Scotland - -
Synechococcus sp. St. Petersburg, Russia onbekend -
Culture Collection of Algae
and Protozoa, Argyll,
Planktothrix agardhii CCAP 1460/20 | Scotland onbekend +
Synechococcus University of Géttingen,
elongatus SAG 89.79 Germany - -
Auburn University, + (van Donk et al.
Microcystis aeruginosa BEAR AC Wilsonlab 2009) +
+ (Dittmann et al.
Microcystis aeruginosa HUB 5.2.4 University Humbelt Berlin 1996) +
Microcystis aeruginosa HUB 5.3 University Humbelt Berlin - -
+ (Wiedner et al.
Microcystis aeruginosa PCC7806 Pasteur Institute, Paris 2003) +
University of Texas, Austin,
Microcystis aeruginosa UTEX LB2388 | USA + (www.straininfo.net) | +

Evenals de resultaten van de studie van Al-Tebrineh et al. blijkt de door ons uitgevoerde
mcyE PCR in alle gevallen overeen te komen met de beschikbare kennis van de geteste
stammen. Hieruit blijkt dat de mcyE gPCR analyse een betrouwbaar beeld geeft van de
aanwezigheid van microsystine synthetase genen in de geteste reinculturen.

Specificiteit primers — PCR producten

Klonering en sequencing van 66 monsters heeft 55 bruikbare sequences opgeleverd met een
lengte van 600 tot 1000 basenparen. In bijlage B is een overzicht te zien van monsters
waaruit DNA is gesequenced en daarbij de meest verwante hits uit de GenBank-database.
Het gevonden PCR product blijkt in alle gevallen een mcyE gen te zijn. Dit geeft aan dat de
methode voldoende specifiek is.

Er worden mcyE genen van verschillende blauwalggeslachten gevonden, wat aangeeft dat de
methode inderdaad geslachtsoverschrijdend is. Opvallend is dat er enkel mcyE genen van
Microcystis en van Planktothrix worden gevonden. In de Nederlandse wateren zijn dit veruit
de belangrijkste produceerders van microcystine, terwijl andere geslachten (zoals Anabaena,
Aphanizomenon, en Nostoc) op dit gebied nauwelijks voor problemen zorgen. De resultaten
van deze “clone library” bevestigen dit beeld.
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In Figuur 3.19 is een fylogenetische boom (Clustal-W) van de verschillende mcyE klonen
weergegeven. Hier blijkt dat de meeste mcyE genen van Planktothrix een apart cluster
vormen naast de Microcystis mcyE genen. Er is echter een aantal Planktothrix en Microcystis
klonen (vastgesteld via Genbank database) die niet binnen een van de twee clusters in de
fylogenetische boom vallen. Deze klonen zijn onderaan in de fylogenetische boom te zien. Dit
geeft aan dat de diversiteit van mcyE genen binnen een bepaald geslacht groter kan zijn dan
de diversiteit van mcyE genen tussen verschillende geslachten. Toch worden deze met
behulp van de mcyE gPCR methode aangetoond.

S

= > Microcystis mcyE

S
—

J[i ~  Planktothrix mcyE

. ==
i — } Other mcyE

Figuur 3.19 Fylogenetische boom (Clustal-W) van de verschillende mcyE clones. Clusters van mcyE clones
afkomstig van Microcystis of Planktothrix zijn afzonderlijk herkenbaar.

e

Kwantificering mcyE genen in milieuwatermonsters
De gqPCR detectie van mcyE genen was in deze studie een pilot en is daarom op een selectie
van 101 monsters uitgevoerd.
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Tabel 3.8 Resultaten van mcyE qPCR analyse op 101 watermonsters van verschillende locaties,
waterbeheerders en moment van monstername.

F — = mcyE gene copies / mi -
Beheerder en locatie week 27 [week 28  |week 29  |week 30 |week 31 |week32 [week33 |week34 |week35 |week36 [week 37 |week38 |week 39
Delfland
Kraaiennest| 3,96E+05
Dobbeplas| 1,56E+06
Plas Madestein 4,55E+03
Dommel
Vijver gemeentehuis| 2,53E+05| 1,96E+05| 2,12E+06| 9,59E+02| 8,20E+05| 1,03E+06| 1,01E+06| 1,08E+06
Stadswater Stiffelio] 1,34E+06| 4,28E+05 1,31E+06] 7, 27E+05| 1,91E+06]| 4,96E+06| 6,.88E+05| 6,56E+06
Parkvijver Nuenen| 6,79E+03| 9,17E+03| 1,74E+07| 1,23E+06| 3,90E+04| 4,28E+04( 9.88E+05| 7,11E+04
Karpendonkseplas| 6,03E+03 3,14E+04| 1,39E+05| 4,90E+05| 3,75E+05| 1,40E+04| 2, 16E+07|
Vijver Henri Dunantpark| 545E+05| 5 10E+04| 1,86E+05| 6,55E+06| 3,76E+07| 1,79E+07( 145E+05| 539E+06
Oudegracht Eindhoven 219E+06| 6,11E+07| 4 44E+06| 8,08E+05| 3,82E+06| 2,36E+06| 3 37E+05
Stiffelio west| 8,54E+04| 9,50E+04| 4,52E+06| 1,70E+06| 5,82E+06| 4,27E+06| 1,28E+06| 8,57E+06
Stiffelio oost| 1,33E+05| 2.62E+05| 2 47E+05) 4,35E+06| 1,30E+06| 94B8E+06| 2,99E+06| 1,86E+08
Friesland
Kleine wielen| 2 22E+04 4,11E+04 1,39E+06] 1,94E+06 1,17E+06 1,16E+06)|
Camping de watermolen| 2 59E+03 4,13E+05 2,38E+05) 2,64E+05 2, 50E+05 1,42E+06
De Leyen| 1,42E+06 1,38E+05 2 37E+06) 3,27E+06 2 93E+02 1,73E+06
lijsselmeergebied
Andijk 2 47E+06 3,30E+09)
Zomerkade Huizen 2,39E+06
Urk westerhaven 4,52E+05| 9,17E+01
Almere haven 1,02E+07| 1,43E+07]
Oost Nederland
Bisonbaai Midden 2,23E+04 9.77E+09|
Bisonbaai Oost| 1,19E+06]
Reeuwijkse plassen 5,15E405)]
Langeaarse plas, 2.02E+06]
Kennemermeer| 3,04E+07| 5,65E+07
Speelvijver houtrak 3.59E+05
Zuiderzeeland
Bovenwater 4 48E+06 5,05E+05

De hoeveelheid mcyE genen is uitgezet tegen het totaal aantal fycocyanine genen
(Microcystis + Planktothrix + Aphanizomenon + Anabaena) (Figuur 3.20). Er blijkt geen
duidelijk verband tussen deze parameters te zijn.

Wanneer mcyE genaantallen worden uitgezet tegen het aantal fycocyaninen genen van
alleen Microcystis + Plantothrix (Figuur 3.21), dan blijkt er een wat sterker verband te zijn
(r=0.58). Hieruit blijkt ook weer dat met name deze laatste twee genera in bijdragen aan de
productie van microcystine in het bemonsterde Nederlandse oppervilaktewater.
De relatief lage correlatie wordt waarschijnlijk veroorzaakt doordat ook andere genera dan de
met behulp van fycocyanine genen gedetecteerde genera, mcyE genen bevatten, die ook met
de qPCR methode worden aangetoond. Hiermee geeft de mcyE qPCR methode een goede
brede afspiegeling van de aanwezige mcyE genen.
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mcyEvs som alle fycocyanine-genen
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Figuur 3.20 Het aantal (blauw) en percentage (magenta) mcyE genen uitgezet tegen het aantal fycocyanine genen
van Microcystis + Planktothrix + Aphanizomenon + Anabaena in dezelfde monsters.
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Figuur 3.21 Het aantal (blauw) en percentage (magenta) mcyE genen uitgezet tegen het aantal fycocyanine genen
van Microcystis + Planktothrix in dezelfde monsters.

De fractie mcyE genen varieert tussen de meeste monsters van 0 tot 50% ten opzichte van
het aantal fycocyanine genen van Microcystis, Planktothrix, Aphanizomenon en Anabaena.
Enkele monsters laten echter zien dat ook een veelvoud van deze fractie (>200%) mcyE
genen wordt gevonden. Dit kan worden verklaard door de aanwezigheid van andere
geslachten of soorten cyanobacteria die het mcyE gen bevatten, maar die niet met onze
fycocyanine gen qPCR methode worden gedetecteerd.
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Voor de locaties vallend onder Wetterskip Fryslan en Waterschap de Dommel is het
percentage mcyE genen, ten opzichte van totaal aantal fycocyanine-genen (lees: die van
Microcystis, Planktothrix, Anabaena en Aphanizomenon) en ten opzichte van de fycocyanine
genen van Microcystis en Planktothrix opgeteld, in de tijd weergegeven (Figuren 3.22 en

3.23).

Het percentage mcyE ten opzichte van fycocyanine-genen voor de locaties uit Friesland blijft
altijd onder de 30% (Figuur 3.22 bovenste grafiek) en wordt iets hoger indien dit percentage
wordt berekend ten opzichte van de fycocyanine-genen van Microcystis en Planktothrix bij
elkaar (Figuur 3.22 onderste grafiek). Dit laatste suggereert dat Microcystis en Planktothrix
relatief belangrijke microcystine-produceerders in deze Friese wateren zijn.

% mcyE vs total fyco gen
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Figuur 3.22 % mcyE genen ten opzichte van fycocyanine-genen (Bovenste Figuur: totaalsom fycocyanine-genen
van de geslachten Microcystis, Planktothrix, Anabaena en Aphanizomenon. Onderste Figuur: totaalsom
fycocyanine-genen van Microcystis en Planktothrix) in de tijd voor drie locaties onder beheer van Wetterskip

Fryslan.
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Het percentage mcyE genen ten opzichte van fycocyanine genen in de wateren van
Waterschap de Dommel ligt hoger dan dat in Friesland (Figuur 3.23), zeker wanneer enkel
Microcystis en Planktothrix worden beschouwd. Op een aantal tijdstippen is het percentage
mcyE meer dan 100% van de (totale som) fycocyanine-genen. Twee mogelijke verklaringen
zijn:

1) Het mcyE komt mogelijk uit geslachten (en soorten) anders dan Microcystis,
Planktothrix en Anabaena.

2) Het mcyE is wel afkomstig uit Microcystis, Planktothrix en Anabaena
stammen, die door de door ons gebruikte qPCR voor fycocyanine-genen niet
worden opgepikt.

Ook voor de veranderingen in de loop van de tijd, die te zien zijn in Figuren 3.22 en 3.23 zijn
dit aannemelijke verklaringen.
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Figuur 3.23 % mcyE genen ten opzichte van fycocyanine-genen (Bovenste Figuur: totaalsom fycocyanine-genen
van de geslachten Microcystis, Planktothrix, Anabaena en Aphanizomenon. Onderste Figuur: totaalsom
fycocyanine-genen van Microcystis en Planktothrix) in de tijd voor acht locaties onder beheer van
Waterschap de Dommel.
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Vergelijking detectietechnieken voor blauwalgen

Fycocyanine-genen versus celtellingen

Om een goede statistische vergelijking te kunnen maken tussen fycocyanine-gen detectie en
celtellingen zijn de data van alle waterbeheerders gepoold. Hierbij is onderscheid gemaakt in
de vier geslachten die met de gPCR voor fycocyanine-genen gedetecteerd kunnen worden.
Voor alle vier geslachten blijkt dat er een significante positieve correlatie bestaat tussen
detectie (en kwantificering) van fycocyanine-genen en celtellingen (Tabel 3.9).

Tabel 3.9 Correlatiecoefficiént (r), aantal monsters (n) en significantie (P) voor vergelijkingen tussen fycocyanine-
gen detectie en celtellingen voor de vier blauwalggeslachten Microcystis, Planktothrix, Anabaena en
Aphanizomenon.

r n P
Microcystis 0.83 78 <0.05
Planktothrix 0.93 55 <0.05
Anabaena 0.60 82 <0.05
Aphanizomenon 0.60 53 <0.05

Voor Microcystis en Planktothrix geldt dat de variatie in kwantificering van fycocyanine-genen
voor een groot deel toegeschreven kan worden aan de variatie in celdichtheden (Figuren 3.24
en 3.25 (zie R?)). Voor Anabaena en Aphanizomenon is dat niet het geval (Figuren 3.26 en
3.27). Voor deze twee geslachten wordt slechts 35% van de variatie in concentratie
fycocyanine-genen verklaard door de variatie in celtellingen. Mogelijk kan dit verklaard
worden door het niet detecteren van alle groepen Anabaena en Aphanizomenon met gPCR
(Wullings et al. 2010).
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Figuur 3.24 Genkopieén voor fycocyanine-genen logaritmisch uitgezet tegen celtellingen (ook logaritmisch) voor
Microcystis sp.
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Figuur 3.25 Genkopieén voor fycocyanine-genen logaritmisch uitgezet tegen celtellingen (ook logaritmisch) voor
Planktothrix sp.
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Figuur 3.26 Genkopieén voor fycocyanine-genen logaritmisch uitgezet tegen celtellingen (ook logaritmisch) voor
Anabaena sp.

36 van 82 Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in
zwemwateren in vergelijking met andere meettechnieken



1204592-000-ZWS-0014, 24 april 2012, definitief

Aphanizomenon

6,
R? =0,3548
¢ o
- * * LK 4
E 4 % o
=z IS
D
o <
X
& 5. t 2RS S
o <
*
_g’ .
0 ; ; ; ; ; ‘
0 1 2 3 4 5 6

log cellen (/mL)

Figuur 3.27 Genkopieén voor fycocyanine-genen logaritmisch uitgezet tegen celtellingen (ook logaritmisch) voor
Aphanizomenon sp.

3.9.2 Fycocyanine-genen versus fluorometrie

Voor het vergelijken van gPCR voor fycocyanine-genen met fluorometrie is de som genomen
van de aparte qPCR’s voor Microcystis, Planktothrix, Anabaena en Aphanizomenon omdat
fluorometrie geen onderscheid maakt tussen geslachten en soorten. De gPCR van
fycocyanine-genen laat een significante correlatie zien met fluorometrie (r=0.71, P < 0.05).
Hoewel er een correlatie aangetoond is tussen qPCR voor fycocyanine-genen en
fluorometrie, kan niet alle variatie in qPCR van fycocyanine-genen voor de vier geslachten
verklaard worden door fluorometrie (Figuur 3.28). Mogelijk komt dit doordat we hier gekeken
hebben naar buitenwater waarin, naast de hierboven genoemde vier geslachten, door de
fluorometer nog andere blauwalggeslachten en soorten gedetecteerd worden.
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Figuur 3.28 Totaal fycocyanine genkopieén logaritmisch uitgezet tegen fycocyanine (ook logaritmisch).
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3.9.3 mcyD en fycocyanine genen van Microcystis
Het aantal mcyD genen uitgezet tegen het aantal Microcystis fycocyanine genen in dezelfde
monsters geeft een goede correlatie (r=0.90) (Figuur 3.29). In de meeste geanalyseerde
monsters is de relatie mcyD : fycocyanine in Microcystis < 1 : 10. Er zijn echter monsters
waarin een hoger percentage (ca. 20%) is gevonden. Daarnaast valt op dat bij lage
celdichtheden Microcystis (<5000 gen kopien / ml) geen mcyD genen zijn gevonden.
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Figuur 3.29 Relatie tussen het aantal mcyD genen en het aantal Microcystis fycocyanine genen in dezelfde
monsters (donkerblauwe ruiten). Ook weergegeven is de ratio (in %) van mcyD genen ten opzichte van de
Microcystis fycocyanine-genen (roze vierkanten).

De relatie tussen mcyD en het totaal aantal gevonden fycocyanine-genen van Microcystis,
Planktothrix , Aphanizomenon en Anabaena is zwak (Figuur 3.30). Dit is logisch omdat het
gemeten mcyD gen Microcystis-specifiek is.
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Figuur 3.30 Het aantal mcyD genen uitgezet tegen de som van alle fycocyanine-genen (i.e. Microcystis +
Planktothrix + Aphanizomenon + Anabaena) in dezelfde monsters.
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Het percentage mcyD ten opzichte van de hoeveelheid fycocyanine-genen van Microcystis
blijkt in onze onderzoeksperiode op alle locaties onder de 10% te liggen, met uitzondering
van week 29 bij Rijnland en Delfland (Figuur 3.31). Dit suggereert dat ongeveer 10-20% van
de Microcystis populatie (zoals gekwantificeerd door qPCR voor fycocyanine) potentieel
microcystine kan produceren.
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Figuur 3.31 % mcyD genen ten opzichte van de hoeveelheid fycocyanine-genen van Microcystis voor de
verschillende locaties van verschillende waterbeheerders.

mcyD en mcyE versus celtellingen en fluorometrie

Tussen mcyD genkopieén (zijn specifiek voor Microcystis) en celtellingen van Microcystis
bestaat een positief verband (R? = 0,57, Figuur 3.32). Een sterker verband werd gevonden
tussen mcyD en fycocyanine-genkopieén voor Microcystis (R = 0,81, Figuur 3.29). Mogelijk
speelt hier de variatie in celtellingen onder de microscoop door verschillende laboratoria een
rol.
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Figuur 3.32 Relatie tussen mcyD genkopieén en celtellingen voor Microcystis.

Genkopieén van het in meerdere blauwalggeslachten voorkomende mcyE zijn in Figuur 3.33
uitgezet tegen de celdichtheid van de geslachten Microcystis, Planktothrix, Anabaena en
Aphanizomenon. Deze relatie bleek niet sterk te zijn, mogelijk omdat het mcyE gen vooral in
één of twee geslachten aanwezig is. Daarom is in Figuur 3.34 mcyE uitgezet tegen
celtellingen van enkel Microcystis. Deze relatie is sterker wat doet vermoeden dat mcyE
vooral in Microcystis aanwezig was in de door ons onderzochte monsters. Met andere
geslachten was de relatie tussen mcyE en celtellingen veel zwakker.
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Figuur 3.33 Relatie tussen mcyE genkopieén en celtellingen voor de som van Microcystis, Planktothrix, Anabaena
en Aphanizomenon.
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Figuur 3.34 Relatie tussen mcyE genkopieén en celtellingen voor Microcystis.

Tussen mcyD en mcyE genkopieén en fluorometrie bleek geen verband te zijn in de
onderzochte monsters (resultaten niet getoond).

Technieken naast elkaar
In bijlage D zijn voor de locaties van Wetterskip en Rijnland in één grafiek celtellingen,
fycocyanine-genen (totaal), mcyD en fluorometer waarden en blauwalgnormen uit het
Blauwalgenprotocol (2010) voor fluorescentie en celtellingen naast elkaar gezet voor
onderlinge vergelijkingen.

Wat de fluorescentiewaarden betreft valt op dat deze altijd onder de norm bleven behalve in
het Kennermermeer. Dit geldt op deze locatie ook voor de fycocyanine-genen, als deze
worden geconverteerd naar de normen voor celtellingen, maar niet voor de celtellingen zelf.
Voor de fycocyanine-genen geldt dat deze bij de Wetterskip locaties Camping de Watermolen
en De Leyen Rottevalle redelijk overeenkomen met de celtellingen (behalve week 37 bij
Camping de Watermolen) maar in Kleine Wielen een stuk lager zijn. Bovendien liggen de
celtellingen hier boven de 300.000 cellen/mL norm en de fycocyanine-genkopieén niet. Bij
deze locatie was het aandeel blauwalgen anders dan Microcystis, Planktothrix, Anabaena,
Aphanizomenon relatief groot. In de locaties van Rijnland werd meer variatie tussen
fycocyanine-genen en celtellingen gevonden. Het geslacht Woronichinia was bij Elfhoeven en
Kennermermeer vaak in grote dichtheid aanwezig. Bij Langeraarse Plas en Speelvijver
Houtrak echter niet en hier zijn ook geen andere blauwalgen aangetroffen. Mogelijk zijn hier
andere soorten binnen geslachten aanwezig die nog niet met de qPCR voor fycocyanine-
genen worden gedetecteerd. Een andere mogelijkheid is dat er vergissingen zijn gemaakt bij
de microscopische tellingen.

Concentraties van het mcyD gen waren in de Friese locaties altijd laag, zoals ook in de
locaties van Rijnland, behalve het Kennermermeer. Microcystis was dominant aanwezig in dit
systeem (samen met Anabaena en Woronichinia) wat de hoge mcyD genkopieaantallen kan
verklaren.
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Discussie

Bepaling van dichtheden van blauwalggeslachten door fycocyanine-gen detectie

Voor het bepalen van het aantal genkopieén per cel zijn in dit onderzoek onder
gecontroleerde laboratoriumomstandigheden batchproeven uitgevoerd met de vier potentieel
toxische cyanobacteriegeslachten. Tevens is bepaald of het aantal genkopieén varieert
tijdens de groei. In de groeiproef zijn de cyanobacteriecellen gekwantificeerd met behulp van
microscopie en flowcytometrie enerzijds en met gPCR van fycocyaninegenen anderzijds. De
uitkomsten zijn vergeleken en voor elke stam is een verhouding tussen fycocyanine-gen
kopieaantallen en de celaantallen bepaald. Deze verhoudingen liggen voor Microcystis en
Planktothrix gemiddeld dicht bij elkaar 126 en respectievelijk 128 DNA kopie aantallen / cel.
Ook voor Aphanizomenon is deze verhouding is dezelfde orde van grootte 149, maar voor
Anabaena is de verhouding met 377 aanmerkelijk hoger. De spreiding tussen de monsters
van de diverse genera verschilt, voor Microcystis is die spreiding beperkt en is gedurende de
gehele groeiproef redelijk constant. Het aantal genkopieén is hoger dan in eerdere
onderzoeken is vastgesteld zoals 1-10 DNA genomen/cel door Griese et al. (2011), 2-100
door Vaitomaa et al. (2003), 26 — 52 door Schober et al. (2007) en 10-100 door Rinta-Kanto
et al. (2005). Ook voor Anabaena zijn de eerder aangetroffen verhoudingen (5-25 DNA
genomen/cel) lager dan is dit onderzoek is bepaald. Onduidelijk is waardoor dit verschil ten
opzichte van de literatuurgegevens wordt veroorzaakt. Een mogelijke verklaring is dat de
onzekerheid van de celtelling en de gPCR van invloed zijn op de berekening van het aantal
genoomkopieén. Een andere verklaring is de wijze van kwantificeren met de gPCR methode.
De kwantitatieve resultaten van de gPCR met behulp van de referentielijn zijn gecorrigeerd
voor het verlies van DNA tijdens de DNA-extractie. Dit verlies is berekend met behulp van
een interne controle die voorafgaand aan de DNA-extractie is toegevoegd en tegelijk met de
specifieke qPCR is gekwantificeerd. Bij een gemiddeld rendement van ongeveer 33% zijn de
resultaten van de gPCR van de vier cyanobacteriegeslachten zodoende met een factor drie
vermenigvuldigd. Deze wijze van kwantificeren met de qPCR is nog niet eerder in de
literatuur toegepast maar resulteert wel in analyseresultaten die goed vergelijkbaar zijn met
celtellingen.

Wanneer de in dit onderzoek verkregen conversiefactor gebruikt wordt om de gPCR
resultaten om te rekenen, dan ontstaat er een zeer vergelijkbaar beeld met de resultaten van
de microscopische tellingen. De met microscopie getelde celdichtheden zijn in de dezelfde
orde van grootte dan de gPCR data, wanneer deze gedeeld worden door de correctiefactoren
voor de vier genera. Zeker gezien alle onzekerheden die het gevolg zijn van monstername,
de microscopische analyse, DNA extractie en PCR analyse is dit een opmerkelijk positief
resultaat. Het verdient aanbeveling om het aantal genkopieé&n per cel bij de verschillende
geslachten onder verschillende groeicondities verder te valideren, en ook de gebruikte gPCR
analyse. Het verdient aanbeveling om de vergelijking tussen microscopie en DNA analyse
nog verder uit te werken maar deze eerste signalen zijn zeer hoopvol: analyse met qPCR
blijkt, na het toepassen van een correctiefactor, zeer goed bruikbaar voor de (snelle) analyse
van celdichtheden van de vier cyanobacteriegeslachten zoals die in dit onderzoek beschouwd
zijn.

Het verdient aanbeveling om de hier aangetoonde verhouding tussen celaantallen en gPCR
kopie fycocyaninegen-aantallen te testen op de robuustheid ervan. Met het uitbreiden van de
gPCR-techniek naar ander geslachten zoals Woronichinia, Cylindrospermopsis en
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Phormidium zou een nog betere risicobeoordeling van de aanwezigheid van potentieel
toxische cyanobacterién in zwemwater gerealiseerd kunnen worden. Tevens zal een verder
optimaliseren van de gPCR methodiek, door middel van multiplex PCR analyse, de prijs
kunnen verlagen en de toepassing kunnen vereenvoudigen.

Implementatie van de detectiemethode fycocyanine-gen

Het aantal Nederlandse laboratoria dat tot dusver kennis heeft gemaakt met de gPCR
techniek voor de detectie van de potentieel toxische cyanobacteriegeslachten is nog beperkt.
De resultaten van de 12 ringonderzoekmonsters zijn door slechts drie laboratoria
gerapporteerd waardoor vergelijking van de analyseresultaten maar beperkt mogelijk is.
Desondanks is in vrijwel elk monster het kwalitatieve detectieresultaat (aan- of afwezigheid)
gelijk. Het verschil tussen de gerapporteerde genkopieaantallen is relatief constant. Dit is
mogelijk veroorzaakt doordat de DNA extractie niet optimaal was. Voor twee van de drie
laboratoria was het een eerste kennismaking met de procedure. Door verdere afstemming
tussen de laboratoria zullen de verschillen tussen de resultaten kleiner worden.

Voor de kwaliteitsbewaking van de analyse is het van groot belang dat controlemonsters
onderdeel zijn van de standaardprocedure. Aanbevolen wordt om, als de methode verder
gaat worden toegepast door diverse laboratoria, te zorgen voor een goede calibratieoplossing
voor de 4 geteste genera. Het deelnemen aan ringonderzoeken is vanzelfsprekend eveneens
van groot belang om de kwaliteit van de laboratoria te toetsen en te borgen.

Bepaling en kwantificering van microcystine synthetase genen
Deze gebruikte gPCR methode is geschikt voor toepassing voor opperviaktewater monsters,
want:

- Efficiéntie en reproduceerbaarheid van de gPCR zijn goed.

. Reincultures met en zonder microcystine productie-capaciteit zijn getest met mcyE-
analyse en deze bleken geen vals positieven of vals negatieven te geven,

. Het verkregen PCR-product (amplicon) blijkt in alle gevallen het mcyE gen te zijn,

. Amplicons van diverse geslachten worden met de gPCR analyse gedetecteerd.

Verschillende geslachten blauwalgen kunnen microcystines produceren, terwijl niet alle
soorten / stammen binnen een geslacht dit kunnen. Daardoor is er zoals verwacht geen
goede correlatie gevonden van microcystine genen met de aanwezigheid van fycocyanine
genen. Voor een risicoinschatting is detectie van mcyE dus belangrijk.

Blauwalgen produceren verschillende toxines, anders dan microcystines (Lurling & van Dam,
2009). Informatie over enkel microcystinesynthetase-genen is daarom niet voldoende. Het
verdient daarom aanbeveling om in de toekomst ook assays voor andere toxine synthetase-
genen te ontwikkelen.

Vergelijking detectietechnieken voor blauwalgen

Zoals aangegeven in de Inleiding hebben de twee huidige technieken, die in het
Blauwalgenprotocol worden gehanteerd, naast hun voordelen ook hun beperkingen. Een
nieuwe techniek, zoals PCR, zijn intrede laten doen in het Blauwalgenprotocol is op dit
moment nog niet aan de orde. Wel kan deze techniek al ingezet worden om waterbeheerders
meer inzichten te geven in de blauwalgensituatie van hun systemen en uiteindelijk ook helpen
bij te treffen maatregelen. De inzet van PCR zou aanvullend op andere meettechnieken
kunnen werken om beheerders zo goed mogelijk van informatie te voorzien. Hiervoor bevelen
wij het volgende stappenplan aan:
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1) Bepaling cyano-chlorofyl in het veld met behulp van een fluorescentiemeter.

2) Bij hoge fluorescentiewaarden: zitten er toxinevormers in het monster?

3) Indien ja: PCR uitvoeren op fycocyanine- -genen.

4) Indien fycocyanine-gen PCR geen positieve waarden aangeeft: monsters onder
microscoop bekijken.

5) Indien fycocyanine-gen PCR wel positieve waarden aangeeft: mcyE-gen detectie om
toxine-risico’s in kaart te brengen.

6) Bij positieve mcyE uitslagen: microcystines meten.
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Conclusies en aanbevelingen

Bepaling van dichtheden van blauwalggeslachten door fycocyanine-gen detectie

De conversiefactor die voor de fycocyanine-genen bepaald is uit de verhoudingen tussen
genkopieén en celaantallen leidt ertoe dat beide technieken vergelijkbare resultaten
opleveren. Er blijft wel onzekerheid bestaan die verminderd kan worden door het aantal
genkopieén per cel bij de verschillende geslachten onder verschillende groeicondities te
bepalen.

Het verdient aanbeveling om de hier aangetoonde verhouding tussen celaantallen en gPCR
kopie aantallen te testen op de robuustheid ervan. Met het uitbreiden van de gPCR-techniek
naar andere geslachten zoals Woronichinia, Cylindrospermopsis en Phormidium zou een nog
betere risicobeoordeling van de aanwezigheid van potentieel toxische cyanobacterién in
zwemwater gerealiseerd kunnen worden. Tevens zal een verder optimaliseren van de gPCR
methodiek, door middel van multiplex PCR analyse, de prijs kunnen verlagen en de
toepassing vereenvoudigen.

Bepaling en kwantificering microcystine synthetase-gen

De assay voor microcystine synthetase-genen werkt goed en is bruikbaar voor
oppervlaktewatermonsters voor risicoinventarisatie voor microcystine. Aanbevolen wordt om
de assay uit te breiden naar andere toxinesynthetase-genen omdat blauwalgen niet enkel
microcystines produceren. Bij Deltares wordt momenteel gekeken naar uitbreiding van de
assay voor andere toxinesynthetase-genen.

Vergelijking detectietechnieken voor blauwalgen

Uit het huidige onderzoek blijkt dat de gPCR methode uitermate geschikt is voor monitoring
van blauwalgen en hun toxines. Weliswaar is er voor standaardisering en algemene
toepassing in verschillende laboratoria nog een aantal obstakels, maar deze kunnen relatief
eenvoudig en op korte termijn overkomen worden. Deze obstakels zijn:

o0 Verschillen in DNA-extractie protocollen. Handig is om te komen tot één protocol die
door iedereen gebruikt wordt. Ook kunnen DNA-extractie kitten van elkaar verschillen
maar die verschillen worden in het algemeen geaccepteerd.

o0 Verschillen tussen laboratoria (bijvoorbeeld verschillende PCR-apparaten of
verschillen in gebruikte PCR enzymen afkomstig van verschillende fabricanten).

0 Mogelijk is een algemeen gebruikte standaard nodig voor de calibratie-reeks.

Analyse van fycocyanine en toxine synthetase genen kan veel inzicht geven in het
voorkomen, de ecologie en het voorkdmen van verschillende geslachten van blauwalgen in
Nederlandse zwemwateren en de hieraan gekoppelde gezondheidsrisico’s.
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A Werkinstructie Q-PCR Cyanobacterién (voor detectie van
fycocyanine-genen

De werkzaamheden bestaan uit het filtreren van een watermonster, vervolgens extractie van
het aanwezige DNA en aansluitend detectie van de mogelijk toxische cyanobacterién met
behulp van qPCR analyse. De 4 gPCR methoden zijn specifiek voor de geslachten:
Microcystis, Planktothrix, Anabaena (groep C) en Aphanizomenon (groepD). Aan elk monster
wordt een interne controle (DNA) toegevoegd die tegelijkertijd met de monsters wordt
opgewerkt en in de gPCR wordt geanalyseerd. Het resultaat van de interne controle geeft
voor elk monster kwantitatief inzicht in het rendement van de opwerking en het mogelijk
optreden van remming van de PCR-reactie. De resultaten worden weergegeven als
concentratie in kopieén/ml voor elk van de 4 geslachten.

Let op i.v.m. de doorgaans hoge cyanobacterieconcentraties in de monsters is het risico van
kruisbesmetting tijdens de gehele procedure groot!
Filtratie

1) Schud de monsters zeer goed en filtreer door het membraanfilter (0.2 um) op een
steriele filtratie opstelling. Filtreer maximaal 50 ml, de hoeveelheid hangt af van
dichtheid aan algen in het water, en dient goed genoteerd te worden.

2) Vouw de filters op (zonder de bovenkant van het filter aan te raken) m.b.v. een
steriele pincet en stop de filters in de bead-beat buisjes.

3) Filtreer ook de vier positieve controles (scheut DNAse vrij water + 1 ml van elke
celsuspensie over 1 filter) en een procedure blanco (50 ml DNAse/RNAse vrij water
DNAse vrij water), en behandel deze gelijk aan de monsters.

4) Voeg 350 pl BF1 buffer (voorverwarmd bij 55°C) toe aan de bead-beat buisjes met
filter.

5) Maak een premix van BF2 en IC (100ul en 10ul per monster) voor buisjes en voeg
110 ul van deze mix toe aan de bead-beat buisjes. Vortex kort om te mixen.

6) Incubeer de bead-beat buisjes 10 minuten bij 65°C in het verwarmingsblok (zorg
ervoor dat de filters in de vloeistof zitten).

7) Bead-beat de buisjes vervolgens 30 seconden op stand 6.5 (=max) of 5000rpm

8) Na het beaten worden de monsters bewaard bij -18,0 °C, tot verdere DNA isolatie

A.1 Isolatie

1) Centrifugeer de buisjes 1 minuut bij 13.000 rpm en breng alle vloeistof over naar een
schone 2 ml ep (bijgeleverd). Pipetteer hierbij meerdere malen met een 1 ml pipet,
waarbij de punt ook onderin de buis gestoken wordt.

2) Voeg 100 pl BF3 toe en vortex kort om het geheel te mixen. Incubeer 5 minuten bij
4°C.

3) Centrifugeer de buisjes 1 minuut bij 13.000 rpm en breng het supernatant (vermijd het
pellet) over naar een schone 2 ml ep (bijgeleverd).

4) Voeg 900 ul BF4 toe (voorverwarmd bij 55°C) en vortex goed om het geheel te mixen.

5) Breng 650 pl van het supernatant op een Spin Filter unit en centrifugeer 1 minuut bij
13.000 rpm. Verwijder de doorgelopen vloeistof en herhaal deze stap totdat al het
supernatant op het filter is gebracht.

6) Plaats het Spin Filter in een schone 2 ml ep (bijgeleverd).

7) Voeg 650 pl BF5 (schudden voor gebruik) toe en centrifugeer 1 minuut bij 13.000
rpm. (let op; zet de epjes verder uit elkaar om kruisbesmetting te voorkomen)

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in A-1
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8) Verwijder de doorgelopen vloeistof en voeg 650 pl BF6 toe (let op; zet de epjes
verder uit elkaar om kruisbesmetting te voorkomen). Centrifugeer 1 minuut bij 13.000
rpm.

9) Verwijder de doorgelopen vioeistof en centrifugeer 2 mintuten bij 13.000 rpm om alle
vloeistof te verwijderen.

10) Plaats het Spin Filter in een schone 2 ml ep (bijgeleverd).

11) Voeg 200 uyl BF7 toe op het midden van het witte filter en centrifugeer 1 minuut bij
13.000 rpm.

12) Gooi het Spin Filter weg. Het DNA is nu klaar voor gebruik. Wanneer directe analyse
niet mogelijk is, bewaar het DNA bij <-18°C.

gPCR

In deze beschrijving worden verschillende ruimtes genoemd

¢ Ruimte 1 Moleculair lab met PCR kabinet (schoon)

e Ruimte 2 Mix lab met PCR kabinet (zeer schoon)

e Ruimte 3 PCR apparatuur
Wanneer er geen aparte ruimtes of PCR kabinetten beschikbaar zijn kunnen de handelingen
in één ruimte/ kabinet worden uitgevoerd. Let hierbij op de omgeving goed te reinigen met
DNAse away, en besmettingen zoveel mogelijk te voorkomen. Draag tijdens alle stappen
latex handschoenen. Verwissel deze regelmatig. Voor elk van de vier Cyano’s geslachten
wordt een aparte PCR in gezet, met de desbetreffende primers en probes, zoals
weergegeven in tabel 1.

Tabel A.1 Gebruikte primers en probes:

Microcystis Planktothrix | Anabaena Aphanizomenon Interne Controle
Forward primer | MC_F3 PL F4 Ana_F5 Ap_F7 ICF
Reversed MC_R6 PL_R2 Ana_R4 Ap_R5 ICR
primer
Probe MC_P1 PL_P5 Ana_P3 Ap_P7 ICP

Handelingen uit te voeren in ruimte 2
1) Plaats de benodigdheden voor de PCR-mix in het DNA kabinet.
2) Bereken de benodigde hoeveelheid PCR-mix-> 4 reacties per monster, controles,
ijklijn en extra.
3) Maak in het DNA kabinet de PCR-mix voor één van de cyanobacteriegeslachten
volgens onderstaand schema

Tabel A.2 PCR-mix

iQTM Multiplex Powermix 25 ul
DNAse/RNAse vrij water 4l
BSA (4 mg/ml) 5ul
Forward Primer 1u
Reverse Primer 1u
Probe gl
Primer IC-F 1
Primer IC-R 1
Probe IC-P 1

4) Pipetteer per well, 40 pl van de PCR-mix in een 96-wells plaat. Gebruik evt. een
repeteerpipet.

5) Plaats de benodigdheden voor de PCR-mix terug in de koelkast.

6) Ontsmet het DNA kabinet door de UV-lamp gedurende 30 minuten aan te zetten.
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Tabel A.3 Voorbeeld pipeteerschema waarbij M = monster, PC= positieve controle, BL= procedure blanco, PCR
BL Blanco PCR, IC= Interne Controle

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn ijklijn
10¢° | 10*° | 10® | 10 | 10 | 10¢* | 10¢® | 10*° 10%° 10% 10+ 10+
B M1 M1 M1 M1 M2 M2 M2 M2 M3 M3 M3 M3
10x 10x 10x 10x 10x 10x
C M4 M4 M4 M4 M5 M5 M5 M5 PC PC PC PC
10x 10x 10x 10x 10x 10x
D Bl Bl Bl 10x | BI 10x PCR PCR IC IC IC 10x | IC 10x
Bl Bl 10x 10x
E
F
G
H

Ga voor de volgende handelingen naar ruimte 1
1) Plaats de 96-well plaat met de PCR-mix in het DNA kabinet.
2) Ontdooi van alle verdunningen van de ijklijn en van de IC één reactievat.
3) Verdun het monster (in 1,5 ml reactievaten) 10x in DNAse/RNAse vrij water (10 pl
monster +90 pl water).
4) Maak ook een 10x verdunning van de IC.
5) Pipetteer in het DNA kabinet, 10 ul van de onderstaande oplossingen, bij de 40 pl
PCR-mix in de 96-wells plaat in duplo. Gebruik voor elke well een nieuwe pipet punt.
e Elke verdunning van de ijklijn
e Monster
e Monster 10x verdund
Positieve controle
Positieve controle 10x verdund
Blanco
Blanco 10x verdund
DNAse/RNAse vrij water (PCR blanco)

6) Voeg van de 10x verdunde IC 4x 10 pl toe.

7) Dek de 96-wells plaat af met een sealing.

8) Ontsmet het DNA kabinet en de gebruikte materialen door de UV-lamp gedurende
30 minuten aan te zetten.

Werk vanaf deze stap alleen nog maar in ruimte 3
1) Druk de sealing goed aan met de bijbehorende strijkstrip.
2) Centrifugeer de 96-wells plaat kort om alle vloeistof naar beneden te brengen.
3) Plaats de 96-wells plaat in het PCR apparaat.
4) Meet Real Time op FAM en Texas Red volgends onderstaande programma. Voer de
gebruikte de plaat indeling en de concentratie van de ijklijn (tabel 4) in.

5 minuten 95°C
20 seconden 95°C
48 seconden 60°C 43 cycli
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Kleur epje Hoogste Concentratie
MC Blank 2.5*10°
PL Geel 2.5*10°
Ana Groen 4.6 *10°
Ap Roze 1.4*10°
Resultaten

1) Beoordeel de resultaten van de analyse op basis van de richtlijnen weergegeven in

de tabel hieronder.

Tabel A.5 Beoordeling van de qPCR analyse

Stap Parameter Resultaat Beslissing
1 PCR-efficiéntie ijklijn (E) <80 % Te lage PCR-efficientie = monsterserie
afkeuren
80% <x<105% | Goed resultaat
> 105 % Onbetrouwbaar = monsterserie afkeuren
2 Correlatie coéfficiént (%) <0,9 Analyse oorzaak lage correlatie,
ijklijn monsterserie afkeuren
0,9tot 1,0 Voldoende resultaat
3 Positieve controle(s) positief Voldoende resultaat
negatief Onvoldoende, monsterserie afkeuren
4 Rendement IC positieve <15% Resultaat onvoldoende = monsterserie
controles afkeuren
215% Voldoende resultaat
6 Procedure/PCR blanco’s positief Onvoldoende = monsterserie afkeuren
negatief Goed resultaat

A-4

2) Kopieer de data naar het Excel spreadsheet. In de spreadsheet wordt het percentage
van de IC en concentraties als volgt berekend:

Concentratie IC, .. .er x100%

Concentratie IC

Re ndement =

direct
Berekening van de concentratie DNA kopieén per ml monster, gecorrigeerd voor IC :

V. 1
X—X
VPCR VF R

100

KopienDNA .., =N xF x

perml

Kwantitatieve moleculair genetische detectie toxine-producerende blauwalgen in zwemwateren in
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Waarin

N = het gemiddeld aantal DNA kopieén per reactie

Ve = het elutievolume van de DNA isolatie in pl (200)

F = de verdunningsfactor (bij onverdunde monster 1, bij 10x verdund 10)
Vpcr = het DNA volume dat is toegevoegd aan de PRC in ul (10 pl)

Ve = het volume gefiltreerde monster in ml

R = het rendement van de interne controle in procenten

3) Middel van elk monster de berekende concentratie van de twee reacties waaraan
onverdund DNA is toegevoegd

4) Alleen wanneer het rendement van de onverdunde monsters te laag is, mogen de
resultaten van het verdunde DNA gebruik worden voor de berekening als dit wel
voldoende rendement geeft. De detectiegrens van het monster wordt hierdoor wel
hoger.

5) Resultaten dienen gecorrigeerd te worden voor het rendement van de IC. Er wordt
een LOD (limit of detection) van N = 10 gehanteerd. Rapporteer volgens tabel 7.

6) Bereken voor de monsters waarin niets is aangetoond (N/A of N<10 ) de
detectiegrens door in plaats van N, 10 in te vullen in de formule.

7) Rond de resultaten af volgens de onderstaande tabel.

Tabel A.6 Afronding

gevonden waarde afronden op:
<100 1
100 - <1000 10

Een waarde eindigend op een 5 wordt altijd naar boven afgerond.
Waarden van 1000 of meer worden als volgt opgegeven:

a*10°
Waarin
a = een getal met één decimaal tussen 1,0 en 9,9
b = een heel getal

Tabel A.7 Beoordeling van de monsterresultaten

Gemiddeld aantal DNA | Rendement Formulering in rapportage
kopieén per reactie (N) Interne Controle
R
N > 10 R > 20% Concentratie in kopieén/ml berekenen
N < 10 R > 20% Detectie grens berekenen
N < 10 10% <R < 20%
3 N > 10 10% < R £ 20% Aangetoond, het rendement van de interne controle is

beneden de grenswaarde voor een betrouwbare
kwantitatieve analyse (geen getal weergeven).

4 N > 10 R <10% Het rendement van de interne controle is beneden de
grenswaarde voor een betrouwbare analyse van het
monster (geen getal weergeven).

Kwantitatieve moleculair genetische detectie van toxine-producerende blauwalgen in A-5
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B Overzicht van sequence overeenkomsten van de
verschillende mcyE konen met de Genbank database

o

[Monster Week |Beheerder I__ocatle 1e ailgnment

1a 27 |BEAR AC Microcystis aenuginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene

1b 27 |BEAR AC Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene

3a 27 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
3b 27 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
3¢ 27 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
4a 27|Dommel Vijver Henri Dunantpark |Microcystis aeruginosa PCC 7005 microcystin synthetase (mcyE) gene,

4b 27|Dommel Vijver Henri Dunantpark |Microcystis aeruginosa PCC 7005 microcystin synthetase (mcyE) gene

5a 27 |Rijnland Langeaarse plas Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
| B4 27 |Rijnland Langeaarse plas Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
fea 27|Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
Isb 27|Dommel Stiffelio oost Microcystis aenuginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
Isc 27|Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene

7a 27 |Delfland Plas Madestein Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
7b 27 |Delfland Plas Madestein Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
7c 27|Delfland Plas Madestein Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin synthetase (mcyE) gene
9a 27 |Dommel Vijver gemeentehuis Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene

9b 27 |Dommel Vijver gemeentehuis Microcystis aeruginosa strain 972 microcystin synthetase E (mycE) gene
10a 27 |Dommel Stadswater Stiffelio Microcystis aeruginosa strain 972 microcystin synthetase E (mycE) gene
10b 27 |Dommel Stadswater Stiffelio Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
10c 27 |Dommel Stadswater Stiffelio Microcystis aeruginosa TURKBLM3 microcystin synthetase (mcyE) gene
11a 28 |Rijnland Reeuwijkse plassen Microcystis aeruginosa PCC 7005 microcystin synthetase (mcyE) gene
11b 28 |Rijnland Reeuwijkse plassen Microcystis sp. CYN10 microcystin synthetase E (mycE) gene

12a 28|Dommel Stadswater Stiffelio Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
12b 28|Dommel Stadswater Stiffelio Microcystis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
12¢ 28(Dommel Stadswater Stifielio Microc;stis aeruginosa PCC 7806 microcystin synthetase (mcyE) gene
m aelsoleerd ooor Ur. n W eson ( Aubum Unwersitvi

Monster |Week |Beheerder Locatie 1e alignment

1.1 29| Zuiderzeeland Bovenwater Microcystis sp. CYN10 microcystin synthetase E (mycE) gene

12 29| Zuiderzeeland Bovenwater Microcystis aeruginosa LNSAMB microcystin synthetase (mcyE) gene

13 29|Zuiderzeeland Bovenwater Microcystis aeruginosa LNSAMB microcystin synthetase (mcyE) gene

2.1 29 |Rijnland Speelvijver houtrak Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

22 29|Rijnland Speelvijver houtrak Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

3.1 31|Friesland Kleine wielen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

3.2 31|Friesland Kleine wielen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

3.3 31|Friesland Kleine wielen Microcystis aeruginosa TURKBLM3 microcystin synthetase (mcyE)

4.1 31|Dommel Qudegracht Eindhoven |Microcystis aeruginosa LNSAMB microcystin synthetase (mcyE) gene

4.2 31|Dommel QOudegracht Eindhoven |Microcystis aenuginosa LNSAMB microcystin synthetase (mcyE) gene

4.4 31|Dommel Oudegracht Eindhoven |Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin

9.1 39|ljsselmeergebied |Almere haven Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin (mcyE)

5.2 39|ljsselmeergebied |Almere haven Microcystis aeruginosa TURKBLM3 microcystin synthetase (mcyE)

5.3 39|ljsselmeergebied |Almere haven Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin (mcyE) gene
6.2 33 |Friesland Kleine Wielen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (meyE) gene

6.3 33|Friesland Kleine Wielen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

6.4 33|Friesland Kleine Wielen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

7.1 36|0ost nederland | Bisonbaai Qost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin (mcyE)

7.3 36|0Oost nederland  |Bisonbaai Oost Microcystis aeruginosa TURKBLM3 microcystin synthetase (mcyE)

8.1 37 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

8.2 37 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (meyE) gene

8.3 37 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mcyE) gene

8.4 37 |Friesland De Leyen Planktothrix agardhii NIVA-CYA 126/8 microcystin (mecyE) gene

9.1 33 |Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin

92 33 |Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin

9.3 33 |Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin (mcyE)

9.4 33|Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin

10.1 34 |Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin

10.2 34 | Dommel Stiffelio oost Microcystis aeruginosa PCC 7806 strain PCC7806 microcystin (mcyE)
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C Dynamiek fycocyanine-genen per locatie

Concentratie (gecorrigeerde) kopieén (per ml) van fycocyanine-genen van vier verschillende
blauwalggeslachten in de tijd weergegeven voor verschillende locaties van verschillende
waterbeheerders.

Hoogheemraadschap van Delfland

Dobbeplas
1,00E+06
1,00E+05
= —&— Microcystis
E 1,00E+04 Planktothrix
@
S 1,00E+03 —A— Anabaena
~ —a&— Aphanizomenon
1,00E+02
1,00E+01
Week
Krabbeplas
1,00E+06 —— Microcystis
Planktothrix
1,00E+05 —A— Anabaena
_ —&— Aphanizomenon
£ 1,00E+04
c
@
2
S 1,00E+03
X
1,00E+02
1,00E+01
Week
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Plas Madestein
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Hoogheemraadschap van Rijnland
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Langeraarse Plas
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Waterschap Zuiderzeeland
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Noorderplassen Strand in zicht

1,00E+02

= —&— Microcystis

£ Planktothrix

‘@ 1,00E+01

2 —4— Anabaena

i) —=— Aphanizomenon
1,00E+00

Week

Kwantitatieve moleculair genetische detectie toxine-producerende blauwalgen in zwemwateren in

vergelijking met andere meettechnieken



1204592-000-ZWS-0014, 24 april 2012, definitief De l ta re S

Wetterskip Fryslan
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kopieén/ml
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Waterschap De Dommel
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Rijkswaterstaat IJsselmeergebied
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Rijkswaterstaat Oost Nederland
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D Technieken naast elkaar per locatie

Fycocyanine-genkopieén  (groen),  celtellingen  (lichtblauw), mcyD (roze) en
fluorometriemetingen (fycocyanineconcentratie; donkerblauw) in de tijd weergegeven per
locatie voor Wetterskip Fryslan en Hoogheemraadschap van Rijnland. Verder zijn
weergegeven de twee normen voor celtellingen (50.000 cellen/mL, zwart gestippeld en
300.000 cellen/mL, grijze balk) en fycocyanine-norm (75 pg/L; rood) uit het
Blauwalgenprotocol van 2010.
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genkopieén en cellen (/mL)
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Hoogheemraadschap van Rijnland
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