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BTO Managementsamenvatting

NGS maakt gevoelige detectie van fecale besmettingen in water mogelijk

Auteur(s) Leo Heijnen

Een korte verkenning laat zien dat Next Generation Sequencing (NGS) in potentie bruikbaar is voor een
gevoelige en verbeterde detectie van fecale verontreinigingen in water. In tegenstelling tot gangbare
(kweek)methoden richt NGS zich niet op detectie van een beperkt aantal organismen maar geeft NGS een vrijwel
volledig beeld van microbiéle gemeenschap in een (water)monster. Daardoor kan mogelijk, slechts met één
analyse, inzicht worden verkregen in het optreden van ongewenste veranderingen in het water, zoals de
introductie van (fecale) verontreinigingen, het functioneren van de zuivering of het optreden van problemen
tijdens distributie. Deze verkennende studie naar de inzet van NGS komt voor uit inventarisatie waarin de
noodzaak van snelle en verbeterde methoden voor detectie van fecale besmettingen in de drinkwatersector is
gesignaleerd (Smeets et al. 2015). Voor de korte termijn geven laboratoria prioriteit aan de implementatie van
veelbelovende RT-PCR methoden voor snelle detectie van het RNA van E. coli en enterococcen daarom zijn
binnen het thema “Nieuwe meetmethoden en sensoring” (NMS) projecten gestart waarbinnen validatie en
implementatie van RT-PCR methoden centraal staat. Voor de verdere toekomst werd “Next Generation
Sequencing” (NGS) gezien als veelbelovende technologie. In dit onderzoek is een eerste verkenning uitgevoerd
naar de mogelijkheden van NGS voor het detecteren van fecale verontreinigingen. Doel van de versnelde en
verbeterde meetmethoden is risico’s voor de volksgezondheid en overlast voor de klant te beperken.

NGS analyses: de MiSeq NGS sequencer (linksboven); de DNA-chip (het “hart” van de sequencer, linksonder) en de globale
samenstelling van de bacteriéle gemeenschap in drinkwater (rechts)
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Belang: sneller en beter beeld van
hygiénische betrouwbaarheid water
Kweekmethoden geven pas na enkele
dagen duidelijkheid over de hygiénische
betrouwbaarheid van drinkwater. Door
snellere en verbeterde vaststelling van
problemen na ingrepen in het leidingnet
of tijdens productie of distributie van
drinkwater kunnen risico’s voor de
volksgezondheid en overlast (kookadvies)
voor de klant worden beperkt. Mogelijk
kan Next Generation Sequencing (NGS) op
termijn worden doorontwikkeld tot een
technologie waarmee met een vrijwel
compleet beeld van de microbiologie een
zeer betrouwbaar en snel beeld kan
worden gegenereerd van de hygiénische
betrouwbaarheid van water. In deze
studie is een eerste verkenning
uitgevoerd van de potentiele
mogelijkheden van NGS voor detectie van
fecale besmettingen.

Aanpak: vergelijking standaard
kweekmethoden, qPCR en NGS

Om een globale indruk te krijgen van de
mogelijkheden van NGS voor het
detecteren van fecale verontreinigingen
zijn er laboratoriumexperimenten
uitgevoerd. Voor het simuleren van fecaal
besmette monsters zijn er mengsels van
drinkwater met een verdunningsreeks van
verschillende concentraties rioolwater
(influent en effluent) samengesteld. Op
deze mengsels zijn analyses uitgevoerd
met de standaard kweekmethoden (E. coli
en enterococcen), qPCR analyses voor
detectie van mens-specifieke Bacteroides
bacterién en NGS. De resultaten van deze
verschillende analyses zijn met elkaar
vergeleken.

Resultaten: gevoelige detectie van fecale

verontreiniging mogelijk met NGS

Uit de analyse van kunstmatig

samengestelde mengsels van drinkwater

met rioolwater kunnen de volgende

conclusies worden getrokken:

e Er zijn grote verschillen tussen de
bacteriéle gemeenschap in drinkwater
en rioolwater.

NGS voor detectie van fecale besmettingen

e Met NGS is het mogelijk om
bacteriegroepen te identificeren die
zeer dominant voorkomen in
rioolwater en niet in drinkwater
(“rioolwater bacterién”).

e Detectie van deze “rioolwater
bacterién” is met NGS mogelijk tot
een concentratie van: (i) 100
nanoliter influent in 1 liter drinkwater
en (ii) 0,1 ml effluentin 1 liter
drinkwater.

e De detectiegrens van NGS is bij deze
experimenten vergelijkbaar met die
van de standaard kweekmethoden (E.
coli en enterococcen) en qPCR voor
detectie van mens-specifieke
Bacteroides bacterién.

e Eris nog optimalisatie van de
toegepaste NGS methode mogelijk
om detectie van “rioolwater bacterién”
te voorkomen in monsters waarin ze
niet verwacht worden (“vals
positieven”).

Implementatie: doorontwikkeling nodig
voor routinematige inzet NGS

Deze korte verkenning laat zien dat NGS
in potentie bruikbaar is voor een
gevoelige en, door detectie van meerdere
bacteriegroepen in één analyse,
verbeterde methode voor detectie van
fecale verontreinigingen. Momenteel is
het nog geen snelle methode, het
genereren van data kost ca. 4 dagen en
ook het verwerken van de data is nog
arbeidsintensief. Vandaar dat NGS nu
vooral bruikbaar is voor het verkrijgen
van een goed beeld van de microbiologie
in watermonsters en de veranderingen die
daarin optreden, in plaats van de inzet
ervan voor routinematig onderzoek. Naar
verwachting zal doorontwikkeling van
apparatuur en software er snel toe leiden
dat NGS routinematig en wellicht ook “on
site” kan worden toegepast.

Rapport

Dit onderzoek is beschreven in rapport
NGS voor detectie van fecale
besmettingen (BTO 2016.026).
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1 Inleiding

Het project “Toepassing snelle detectie fecale verontreiniging” is in 2015 gestart met het
voeren van gesprekken met vertegenwoordigers van de waterbedrijven en hun laboratoria en
met het houden van een workshop. Met deze activiteiten is geinventariseerd welke behoeften
er bestaan, welke ervaringen er al zijn, welke methoden als kansrijk worden gezien en welke
methoden mogelijk in de toekomst toegepast kunnen gaan worden. De resultaten van de
workshop zijn samengevat in het BTO-rapport “Verslag workshop snelle detectie fecale
verontreinigingen” (Smeets et al. 2015). Het belang van de beschikbaarheid van snelle en
betere methoden voor de monitoring van de hygiénische betrouwbaarheid van drinkwater
werd onderschreven. Voor de korte termijn krijgt de implementatie van veelbelovende RT-
PCR methoden voor detectie van het RNA van E. coli en enterococcen daarom prioriteit bij
alle laboratoria. Binnen het thema “Nieuwe meetmethoden en sensoring” (NMS) zijn daarom
projecten gestart waarbinnen validatie en activiteiten t.b.v. wettelijke acceptatie van deze
snelle methoden centraal staat.

Voor toepassing in de verdere toekomst werd “Next Generation Sequencing” (NGS) gezien als
veelbelovende technologie voor het monitoren van de waterkwaliteit. Met NGS is het
mogelijk om een vrijwel volledig beeld van de bacteriegroepen die in een watermonster
aanwezig zijn te genereren. Mogelijk kunnen deze NGS-analyses gebruikt worden om, met
één analyse, inzicht te krijgen in het optreden van ongewenste veranderingen van het water,
zoals de introductie van fecale verontreinigingen maar mogelijk kan hiermee ook het
functioneren van de zuivering of het optreden van problemen tijdens distributie worden
beoordeeld.

Het speerpuntonderzoek “Fingerprinting” van 2014-2015 voor Vitens heeft laten zien dat het
mogelijk is om met NGS kleine veranderingen in de totale bacteriéle flora zichtbaar te maken
(Heijnen et al. 2015). Daarnaast bleek het in dit onderzoek mogelijk om met NGS het DNA
van fecale bacterién te detecteren in een watermonster dat genomen werd na een ingreep in
het leidingnet en waarin zeer lage concentraties E. coli (1 KVE/100 ml) met de standaard
kweekmethode werden gedetecteerd. Daarmee zou NGS nieuwe onderzoeksmogelijkheden
bieden om afwijkingen in de totale bacteriéle flora, die kunnen optreden door de introductie
van ongewenst (fecaal besmet) materiaal, aan te tonen. Mogelijk kunnen NGS-analyses, door
het zichtbaar maken van de microbiologische context waarin bacterién aanwezig zullen zijn
die specifiek voorkomen in een bepaald milieu (zoals bv. rioolwater), ook inzicht geven in de
herkomst en oorzaak van fecale besmettingen.

De technologische ontwikkelingen op het gebied NGS (en software voor interpretatie van
data) gaan momenteel erg snel (“NGS revolution”) waardoor nieuwe mogelijkheden voor
toepassing in verschillende vakgebieden (klinische diagnostiek, microbiologie, genetica,
natuurbeheer) dichtbij komen. De snelheid van NGS methoden is momenteel nog beperkt
(minimale analysetijd van enkele dagen) maar, vooral vanwege de snelle toename van
klinische toepassingsmogelijkheden, worden er grote stappen gezet in de ontwikkeling van
snellere en eenvoudiger technologie. Momenteel is zelfs technologie beschikbaar waarmee
“on-site” NGS analyses kunnen worden uitgevoerd op een geminiaturiseerd systeem
(https://nanoporetech.com/products-services/minion1). Doorontwikkeling van deze
technologie zal de toepassingsmogelijkheden van NGS verder doen toenemen.

Er is te verwachten dat NGS technologieén ook kunnen uitgroeien tot krachtige methoden
voor routinematige kwaliteitscontrole van drink- en oppervlaktewater (Tan et al. 2015). Met


https://nanoporetech.com/products-services/minion1
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NGS is het dan wellicht mogelijk om een universele microbiologische methode (Heijnen
2013) te ontwikkelen waarmee in één analyse een beeld verkregen kan worden van de
hygiénische betrouwbaarheid maar ook van de aanwezigheid van andere ongewenste of juist
gewenste micro-organismen.

Om de toepassingsmogelijkheden van NGS methoden voor het onderzoek naar de
hygiénische betrouwbaarheid van drinkwater beter te leren kennen zijn modelexperimenten
uitgevoerd. In deze korte verkennende studie zijn kunstmatig besmette watermonsters
samengesteld door drinkwater te mengen met verschillende ratio’s rioolwater. Vervolgens
zijn analyses uitgevoerd met NGS en een scala aan andere analysetechnieken (kweek voor E.
coli en enterococcen, gPCR’s voor diergroep specifieke fecale DNA-merkers). NGS analyse
van het bacterieel 16S rRNA gen geeft een vrijwel compleet beeld van de bacteriéle
samenstelling van de monsters. Door de resultaten van de NGS analyse te vergelijken met de
resultaten van de andere analysetechnieken is een indruk gekregen van de mogelijkheden en
beperkingen van NGS voor de analyse van fecale verontreinigingen.



BTO 2016.026 | April 2016 NGS voor detectie van fecale besmettingen

2 Materiaal en methoden

2.1 Kunstmatig besmette watermonsters

Het samenstellen van kunstmatig besmette watermonsters is gedaan door een
verdunningsreeks van rioolwater (influent en effluent), afkomstig van RWZI Nieuwegein te
maken, en een volume 200 ml van elke verdunning toe te voegen aan 1800 ml Nieuwegeins
drinkwater.

Op deze manier zijn de volgende monsters samengesteld (tabel 1):

TABEL 1: KUNSTMATIG SAMENGESTELDE MENGMONSTERS VAN RIOOL- EN DRINKWATER

Monsternr. Concentratie  Monsternr. Concentratie

Rioolinfluent in drinkwater Riooleffluent in drinkwater
M154533 Rioolwater (1 I/1) M154534 Rioolwater (1 I/1)
M154509 100 ml/I M154520 100 ml/I
M154510 10 ml/I M154521 10 ml/I
M154511 1 ml/l M154522 1 ml/l
M154512 100 pl/I M154523 100 pl/I
M154513 10 ul/l M154524 10 ul/l
M154514 1 ul/l M154525 1 ul/l
M154515 100 nl/I M154526 100 nl/I
M154516 10 nl/I M154527 10 nl/I
M154517 1 nl/I M154528 1 nl/I
M154518 100 pl/I M154529 100 pl/I
M154519 10 pl/I M154530 10 pl/I
M154508 Drinkwater (0 /1) M154508 Drinkwater (0 /1)

2.2 Isolatie van DNA

Voor het isoleren van DNA uit de samengestelde monsters is van elk monster een volume
water gefiltreerd (zie tabel 2 voor de volumes) over polycarbonaat membraanfilters met een
poriegrootte van 0,2 pm. Voor het isoleren van DNA uit de, op het filter geconcentreerde
micro-organismen, is de Power Biofilm Kit van de firma MoBio gebruikt zoals eerder
beschreven (Heijnen and Learbuch 2013). Voor het bepalen van het rendement van de DNA
isolatie is het rendement van toegevoegd controle-DNA (IC) bepaald met gPCR (quantitative
Polymerase Chain Reaction), zoals eerder beschreven in (Heijnen and Learbuch 2013). Het
rendement van het toegevoegde controle-DNA is gebruikt voor het corrigeren van de
meetwaarden van DNA merkers voor mens-specifieke Bacteroides bacterién.

Een deel van het geisoleerde DNA (tabel 2) is gebruikt voor NGS analyses en voor het meten
van de concentratie DNA-merkers voor mens-specifieke Bacteroides bacterién. Om inzicht te
krijgen in het optreden van kruisbesmettingen tijdens de verschillende labwerkzaamheden
zijn ook DNA-isolaties uitgevoerd op “blanco monsters” (monsters waarbij steriel DNA-vrij
water is gefiltreerd). Ter controle zijn op deze “blanco monsters” gPCR analyses voor detectie
van mens-specifieke Bacteroides bacterién (2.5) en PCR reacties (2.6.2) voor het
vermeerderen van 16S rRNA fragmenten.
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TABEL 2: WATERVOLUMES VOOR ISOLATIE VAN DNA

Monsternr. Volume Monsternr. Volume Volume DNA Volume DNA

gefiltreerd gefiltreerd in qPCR/NGS
M154533 5 ml M154534 5 ml 200 pl 10l
M154509 100 ml M154520 200 ml 200 pl 10l
M154510 500 ml M154521 1000 ml 200 ul 10 pl
M154511 1000 ml M154522 1000 ml 200 ul 10 pl
M154512 1000 ml M154523 1000 ml 200 ul 10 pl
M154513 1000 ml M154524 1000 ml 200 ul 10 pl
M154514 1000 ml M154525 1000 ml 200 pl 10l
M154515 1000 ml M154526 1000 ml 200 pl 10l
M154516 1000 ml M154527 1000 ml 200 pl 10l
M154517 1000 ml M154528 1000 ml 200 pl 10l
M154518 1000 ml M154529 1000 ml 200 ul 10 pl
M154519 1000 ml M154530 1000 ml 200 ul 10 pl
M154508 1000 ml M154508 1000 ml 200 ul 10 pl

2.3  Analyse van E. coli en enterococcen met kweek

Voor het bepalen van de concentratie kweekbare E. coli en enterococcen in de
samengestelde monsters zijn de standaard huisvoorschriften gebruikt (LMB-042 voor E. coli
en LMB-044 voor enterococcen). Vanuit elk samengesteld monster zijn porties van 100 pl (in
3-voud) uitgespateld op Lauryl Sulfaat (LSA) platen (E. coli) en Slanetz and Bartley medium
met TTC (S&B platen: enterococcen). Verdachte kolonies zijn vervolgens bevestigd met PCR
(E. coli) of door kweek op Gal-esculine-azide-agar (GEAA) voor enterococcen.

2.4 Meting van ATP
Voor het bepalen van de concentratie ATP is het standaard huisvoorschrift (LMB-002)
gebruikt.

2.5 Meting van DNA-merkers voor mens-specifieke Bacteroides bacterién

Voor het meten van de concentratie DNA-merkers van mens-specifieke Bacteroides bacterién
(Bernhard and Field 2000, Seurinck et al. 2005, Haugland et al. 2010, Shanks et al. 2010) is
de methode gebruikt die in eerder BTO onderzoek is gebruikt: (Heijnen and Learbuch 2013,
Heijnen 2015a). Met deze methode vindt, d.m.v. qPCR, kwantificatie plaats van een DNA-
fragment dat specifiek voorkomt bij Bacteroides bacterién die voorkomen in de darmen van
mensen. Detectie van deze DNA-merker is een maat voor de aanwezigheid en concentratie
van mens-specifieke fecale verontreinigingen.

2.6 NGS analyses

Bij de toegepaste NGS analyses is de DNA-sequentie (samenstelling en volgorde van de vier
bouwstenen van DNA: A, C, G, T) van een deel (met een lengte van 250-500 “DNA-
bouwstenen”, bp) van het 16S rRNA gen bepaald met een Miseq sequencer van de firma
Illumina.

2.6.1 Illlumina sequencing

Voor NGS analyses zijn er verschillende systemen met elk hun specifieke eigenschappen
beschikbaar. Voor NGS analyse van 16S rRNA sequenties van bacteriéle gemeenschappen
wordt momenteel de MiSeq van de firma lllumina het meest toegepast. Dit systeem (figuur 2)
is redelijk klein, gebruikersvriendelijk, de operationele kosten zijn beperkt en het is mogelijk
om betrouwbare sequenties te genereren van fragmenten met een maximale lengte van ca.
500bp (baseparen).
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Eerst wordt, op het DNA uit een monster, een PCR uitgevoerd waarbij een fragment van het
16S rRNA gen wordt geamplificeerd (16S-amplicon). Vervolgens wordt er op het 16S-
amplicon een 2° PCR stap uitgevoerd waarmee de uiteinden van het fragment worden
voorzien van specifieke “index sequenties”. Hierbij wordt elk monster binnen één NGS
experiment voorzien van een unieke “index sequentie” van 7 nucleotiden (DNA bouwstenen)
lang.

FIGUUR 1: MISEQ VAN ILLUMINA

Na de 2¢ PCR (met index sequenties) worden amplicons van verschillende monsters in
equimolaire hoeveelheden gemengd en dit mengsel wordt door de sequencer geanalyseerd.
De sequence-reacties vinden plaats in een DNA chip (figuur 3). Deze DNA chip bevat een
kanaaltje waar de reagentia doorheen gepompt worden. Tijdens deze analyse worden
individuele moleculen uit het ampliconmengsel eerst gebonden aan de flowcell (figuur 2).

FIGUUR 2: DNA CHIP (FLOWCELL)

In het kanaaltje in de flowcell vindt binding van individuele DNA moleculen aan de vaste
drager plaats (figuur 4). Aansluitend worden PCR-reagentia door de flowcell geleid. Deze
reagentia zorgen locaal voor vermeerdering van de individuele amplicon moleculen waardoor
clusters met identieke DNA-moleculen ontstaan. Ten slotte vinden cyclische sequence
reacties plaats waarbij tijdens elke cyclus een mengsel van nucleotiden wordt aangeboden
waarbij elk nucleotide (A, C, G of T) een fluorescente kleurstof bevat met voor elk nucleotide
een eigen kleur. Tijdens elke cyclus wordt, afhankelijk van de sequentie van het gebonden
amplicon molecuul, een nucleotide ingebouwd waarbij de kleur van de fluorescente stof
aangeeft welk nucleotide is ingebouwd (A, C, G of T). Aan het einde van elke cyclus wordt
een foto gemaakt van de flowcell en kan bepaald worden welke fluorescente kleur (welk
nucleotide) is ingebouwd op alle locaties (ca. 15.000.000 locaties). Op deze manier wordt,
door dit cyclische proces maximaal 600X te herhalen, de sequentie van max. 600
nucleotiden van het amplicon bepaald.
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FIGUUR 3: BASISPRINCIPE VAN NGS ANALYSES OP DE MISEQ

Na afloop van de sequence run bepaald de software in welke volgorde de nucleotiden op de
verschillende locaties zijn ingebouwd en welke DNA sequenties er in de monsters aanwezig
zijn. Tijdens dit proces wordt ook duidelijk welke index sequenties er aan de uiteinden van
de individuele moleculen aanwezig zijn, deze informatie wordt vervolgens gebruikt om vast
te stellen uit welk monster een sequentie afkomstig is.

2.6.2 16S rRNA sequencing

Bij de NGS analyses in dit onderzoek is sequentieanalyse van een deel van het 16S rRNA gen
toegepast. Het 16S rRNA gen is aanwezig in alle bacterién en delen van de sequentie van dit
gen zijn bij alle bacterién gelijk (geconserveerde regio’s) en de DNA sequenties van andere
delen van dit gen varieert sterk tussen verschillende bacteriegroepen (variabele regio’s). De
DNA-sequentie van deze variabele regio’s wordt gebruikt voor het identificeren (welke
bacteriegroep?) van de aanwezige bacterién. Door gebruik te maken van synthetische DNA-
moleculen (primers), welke specifiek binden aan een geconserveerde regio, is het mogelijk
om m.b.v. PCR een fragment te vermeerderen dat voorkomt bij alle bacteriesoorten. En, het
gebruik van primers die binden aan een geconserveerde regio maar flankeren aan een
variabele regio maakt het mogelijk om PCR-fragmenten te genereren die, tussen de primers,
een variabel gebied bevatten. Met NGS is het vervolgens mogelijk om de DNA-sequentie te
bepalen van een mengsel van een groot aantal (15.000.000 in één MiSeq run) individuele
PCR-fragmenten (@amplicons). De DNA-sequenties van de individuele PCR fragmenten wordt
m.b.v. software, na het maken van een alignment, vergeleken met sequenties uit databases
en op basis van deze vergelijking ingedeeld in bacteriéle groepen op verschillende
taxonomische niveaus. Een voorbeeld van de taxonomische indeling voor de bacteriesoort
Escherichia coliis weergegeven in figuur 1.
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FIGUUR 4: TAXONOMISCHE INDELING VAN ORGANISMEN MET E. COLI ALS VOORBEELD

2.6.2.1 Genereren van 16S specifieke fragmenten

Voor het identificeren van de bacterién in een populatie wordt eerst een deel van het 16S
rRNA gen vermenigvuldigd m.b.v. PCR. Voor deze vermenigvuldiging wordt gebruik gemaakt
van synthetische DNA-moleculen (primers) waarbij de sequentie van deze primers bepaald
welk deel van het 16S rRNA molecuul wordt vermenigvuldigd. Van alle, in de
wetenschappelijke literatuur, beschreven primerparen is bekend dat deze primerparen niet
perfect zijn. Met de algemeen gebruikte primerparen zal een zeer groot deel (over het
algemeen meer dan 80%) van alle 16S sequenties worden geamplificeerd en gesequenced
maar geen van de primerparen zal een perfect beeld geven van de samenstelling van de
bacteriéle gemeenschap, met de keuze van de primers ontstaat altijd enige bias in de
resultaten. Daarom was het in dit onderzoek de bedoeling om de resultaten van drie
verschillende primerparen met elkaar te vergelijken en is er gekozen voor het uitvoeren van
analyses met drie verschillende (veel toegepaste) primerparen waarmee verschillende regios
van het 16S rRNA gen worden geamplificeerd:

- Primerpaar 515F-806R (Caporaso et al. 2012): met dit primerpaar wordt een
fragment van de v4 regio het 16S rRNA gen gegenereerd met een lengte van ca.
291bp.

- Primerpaar BSF784F-1064R (Claesson et al. 2010): met dit primerpaar wordt een
fragment met een lengte van ca. 283 bp van de v6 regio van het 16S rRNA gen
gegenereerd.

- Primerpaar 341F-805R (Herlemann et al. 2011): met dit primerpaar wordt een
fragment van de v3 en v4 regio gegenereerd (lengte ca. 464 bp).

Alle toegepaste primers zijn verlengd met lllumina sequenties (adapters) waarmee binding
aan de flowcel en de vorming van clusters plaats vindt. Voor het amplificeren van het
specifieke DNA fragment is gebruik gemaakt van het enzym KAPA Hifi (KAPAbiosystems). Dit
enzym bevat proofreading activiteit waardoor het aantal fouten dat wordt geintroduceerd
tijdens de PCR reacties wordt beperkt. Tijdens een tweede PCR stap worden de verkregen
PCR fragmenten van elk individueel monster voorzien van een unieke index-sequentie. Na
elke PCR stap is de lengte van elk PCR fragment gecontroleerd d.m.v. agarosegel
electroforese. De concentratie van de individuele PCR fragmenten is bepaald met de QuBit en
equimolaire hoeveelheden van de PCR fragmenten (afkomstig van individuele monsters) zijn
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gemengd. De DNA-sequenties van individuele moleculen uit het fragmentmengsel is bepaald
door de lllumina MiSeq sequencer. Na het bepalen van de DNA-sequenties van ca.
15.000.000 sequenties van individuele DNA-moleculen worden de index-sequenties gebruikt
voor het koppelen van DNA-sequenties aan de monsters waaruit de sequenties afkomstig
zijn.

2.6.2.2 Verwerking van NGS data

Er is sequentiedata gegenereerd met drie verschillende primerparen, het doel was om de
resultaten welke worden verkregen met drie primerparen met elkaar te vergelijken zodat kan
worden vastgesteld welk primerpaar het meest geschikt is voor detectie van fecale bacterién.
Dit project is uitgevoerd tijdens de opstartfase van de bij KWR nieuw aangeschafte lllumina
sequencer. Vanwege enkele technische problemen en moeilijkheden met de verwerking van
de gegenereerde data (rekencapaciteit van de computer en ontwikkeling van geschikte
manieren om de resultaten te visualiseren) is analyse van alle data, binnen het voor dit
project gereserveerde budget, niet mogelijk gebleken. Er is daarom gekozen om eerst alleen
data gegenereerd met primerpaar 515F-806R te verwerken en te rapporteren, in een
eventueel vervolgonderzoek is het mogelijk om ook de data van de andere primerparen te
analyseren. Dit primerpaar wordt door veel verschillende onderzoeksgroepen gebruikt, o.a.
ook voor het “Earth Microbiome project” (Gilbert et al. 2014) en www.earthmicrobiome.org)
en lijkt zich te ontwikkelen tot een standaardmethode.

Voor de taxonomische identificatie kan gebruik gemaakt worden van verschillende referentie
alignments en taxonomische indelingen (Cole et al. 2009, Quast et al. 2013, Yilmaz et al.
2014, DeSantis et al. 2006). Bij dit onderzoek is gebruik gemaakt van de referentie
alignment en taxonomische indeling van Silva (Yilmaz et al. 2014). Bij de indeling volgens
“Silva” worden bacterién ingedeeld in negen taxonomische niveaus: Phylum, Klasse,
Subklasse, Orde, Suborde, Familie, Genus en Species. Dit zijn, t.0.v. de taxonomische
indeling zoals die is weergegeven in figuur 4, twee niveaus meer: Subklasse en Suborde.
Doordat met de toegepaste aanpak slechts een deel van de DNA-sequentie van het 16S rRNA
gen wordt bepaald is het niet mogelijk om alle sequenties tot op het niveau van “species”
(soort) te identificeren. Identificatie van een groot deel van de sequenties is mogelijk tot op
het niveau van familie en een kleiner deel tot op het niveau van genus (geslacht).
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3 Resultaten

3.1 Metingen van E. coli, enterococcen, ATP en DNA merkers voor mens specifieke
Bacteroides

In het laboratorium zijn monsters samengesteld door Nieuwegeins drinkwater te mengen

met een reeks van 10-voudige verdunningen van rioolwater-influent en -effluent. Om een

globale indruk te krijgen van de mogelijkheid van verschillende technieken voor het

detecteren van de kunstmatig aangebrachte verontreinigingen zijn verschillende analyses

uitgevoerd:

- gPCR analyses: detectie van DNA merkers voor mens-specifieke Bacteroides
bacterién.

- Analyses met kweekmethoden: voor detectie van E. coli en enterococcen
(indicatororganismen voor fecale verontreinigingen).

- ATP metingen: om een indruk te krijgen van de concentratie actieve biomassa in de
monsters en de mogelijkheid voor het toepassen van ATP metingen voor het
vaststellen van een “algemene” verstoring van de hoeveelheid biomassa t.g.v. de
toevoeging van rioolwater.

- NGS analyse van het 16S rRNA gen: waarmee een vrijwel compleet beeld van de
samenstelling van de bacteriéle populatie wordt verkregen.

De analyses geven globaal aan of detectie van verontreinigen van drinkwater met rioolwater
mogelijk is met deze technieken en tot welk besmettingsniveau de verschillende methoden
in staat zijn tot het detecteren van de kunstmatig aangebrachte verontreinigingen. De
resultaten van de metingen met mens-specifieke Bacteroides (qPCR), E. coli (kweek),
enterococcen (kweek) en ATP van monsters samengesteld uit mengsels van drinkwater en
rioolwater (influent en effluent) zijn samengevat in tabel 3 en grafisch weergegeven in figuur
5 (influent) en figuur 6 (effluent).
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TABEL 3. CONCENTRATIES ATP, E.COLI, ENTEROCOCCEN EN DNA VAN HUMANE BACTEROIDES
Monster Samenstelling ATP E. coli Enterococcen Humane Bacteroides

volume rioolwater per liter
) ) (ng/l) (KVE/100 ml) (DNA kopién/100 ml)
drinkwater (% rioolwater)

Mengsels influent met drinkwater

M154533 Influent (100%) 21151  1,2E+07 1,4E+06 2,9E+09
M154509 100 ml/I (10%) 2178 1,2E+06 1,4E+05 2,7E+08
M154510 10 ml/1 (1% ) 218 1,2E+05 1,4E+04 2,4E+07
M154511 1 ml/1 (0,1%) 20 1,2E+04 2,0E+03 2,5E+06
M154512 100 ul/I (0,01% ) 5 1,5E+03 3,3E+02 2,4E+05
M154513 10 ul/1 (0,001%) 3,7 1,7E+02 3,3E+01 2,6E+04
M154514 1 ul/1(0,0001%) 3,8 1,7E+01 3,3E+00 2,3E+03
M154515 100 nl/1 (0,00001% ) 2,8 1,7E+00 NA 4,4E+02
M154516 10 nl/1(0,000001% ) 4,0 NA NA NA
M154517 1 nl/I (0,0000001% ) 4,5 NA NA NA
M154518 100 pl/I (0,00000001% ) 4,6 NA NA NA
M154519 10 pl/I (0,000000001% ) 4,1 NA NA NA
M154508 Drinkwater (0%) 3,6 NA NA NA

Mengsels effluent met drinkwater

m154534 Effluent (100%) 737 3,9E+04 1,0E+04 1,2E+07
m154520 100 ml/I (10%) 80 4,0E+03 1,0E+03 1,1E+06
m154521 10 ml/I (1%) 9,3 4,0E+02 3,3E+02 1,2E+05
m154522 1 ml/I (0,1%) 4,0 4,0E+01 3,2E+01 1,2E+04
m154523 100 pl/1 (0,019%) 3,5 4,0E+00 3,3E+00 2,8E+01
m154524 10 pl/I (0,001%) 4,4 NA NA NA
m154525 1 pl/1 (0,0001%) 2,7 NA NA NA
m154526 100 nl/I (0,00001%) 4,7 NA NA NA
m154527 10 nl/I (0,000001%) 4,1 NA NA NA
m154528 1 nl/1 (0,0000001%) 4,2 NA NA NA
m154529 100 pl/1 (0,00000001%) 4,7 NA NA NA
m154530 10 pl/1 (0,000000001%) 4,4 NA NA NA
m154508 Drinkwater (0%) 3,6 NA NA NA

Concentratie Humane Bacteroides (qPCR), E. coli en enterococcen (kweek) en ATP in
drinkwater gemengd met afnemende concentraties rioolwaterinfluent. Monsters waarin niets
is aangetoond zijn weergegeven met NA. De waarden die cursief zijn weergegeven zijn niet
het resultaat van metingen in het monster maar deze waarden zijn op basis van extrapolatie
van meetwaarden uit het monster met een influent concentratie van 1 ml/| of een effluent
concentratie van 100 ml/I.
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FIGUUR 5:

MENGSELS RIOOLWATER INFLUENT MET DRINKWATER
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Concentratie Humane Bacteroides (qPCR), E. coli en enterococcen (kweek) en ATP in
drinkwater gemengd met afnemende concentraties rioolwaterinfluent. De meetwaarden zijn
op een logaritmische schaal weergegeven en voor monsters waarin niets is aangetoond is de
waarde 1 weergegeven. De waarden weergegeven door de transparante kolommen zijn niet
het resultaat van metingen in die monsters maar deze meetwaarden zijn gebaseerd op

extrapolatie van meetwaarden uit het monster met een influent concentratie van 1 ml/I.

Bovenstaande metingen van mengsels van rioolwaterinfluent en drinkwater laten zien dat:

Elke 10-voudige verdunningsstap van influent in drinkwater zorgt voor een
duidelijke afname van de concentratie van de gemeten parameters met een factor
10 (bij benadering).

Zoals verwacht, is de concentratie E. coli in influent hoger is dan de concentratie
enterococcen (ca. factor 10).

Bij het analyseren van 100 ml water (zoals in de praktijk wordt toegepast) voor
detectie van E. coli is, op basis van de gemeten concentraties, te verwachten dat het
mogelijk is om een verontreiniging met een concentratie van minimaal 100 nl (=10
’l) influent per liter drinkwater te detecteren.

Bij het meten van het DNA van humane Bacteroides met qPCR is het in dit
experiment mogelijk om een verontreiniging met een concentratie van 100 nl
influent per liter drinkwater te detecteren.

Bij het analyseren van 100 ml water voor detectie van enterococcen is, op basis van
de gemeten concentraties, te verwachten dat het mogelijk is om een verontreiniging
met een concentratie van minimaal 1ul influent per liter drinkwater te detecteren.

In dit experiment zorgt de toevoeging van 1 ml influent nog voor een verhoging
van de basisconcentratie ATP die aanwezig is in drinkwater (van ca. 4 ng/l naar ca.
20 ng/l). Toevoeging van kleinere volumes heeft geen duidelijk waarneembaar
effect op de concentratie ATP.
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FIGUUR 6: MENGSELS RIOOLWATER EFFLUENT MET DRINKWATER
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Concentratie Humane Bacteroides (qPCR), E. coli en enterococcen (kweek) en ATP in
drinkwater gemengd met afnemende concentraties rioolwatereffluent. De meetwaarden zijn
op een logaritmische schaal weergegeven en voor monsters waarin niets is aangetoond is de
waarde 1 weergegeven. De waarden weergegeven door de transparante kolommen zijn niet
het resultaat van metingen in die monsters maar zijn gebaseerd op extrapolatie van
meetwaarden uit het monster met een effluent concentratie van 100 ml/I.

Bovenstaande metingen van mengsels van rioolwatereffluent en drinkwater laten zien dat:

- Zoals verwacht, is de concentratie van alle gemeten parameters hoger in influent
dan in effluent.

- Elke 10-voudige verdunningsstap van effluent in drinkwater zorgt voor een
duidelijke afname van de concentratie van de gemeten parameters met een factor
10 (bij benadering).

- Bij het analyseren van 100 ml water voor detectie van E. coli is, op basis van de
gemeten concentraties, te verwachten dat het mogelijk is om een verontreiniging
met een concentratie van minimaal 100 ul (=10*l) effluent per liter drinkwater te
detecteren.

- Bij het meten van het DNA van humane Bacteroides met qPCR is het in dit
experiment mogelijk om een verontreiniging met een concentratie van 100 pl
effluent per liter drinkwater te detecteren.

- Bij het analyseren van 100 ml water voor detectie van enterococcen is, op basis van
de gemeten concentraties, te verwachten dat het mogelijk is om een verontreiniging
met een concentratie van minimaal 1ml effluent per liter drinkwater te detecteren.

- In dit experiment zorgt de toevoeging van 10 ml effluent voor een verhoging van de
basisconcentratie ATP die aanwezig is in drinkwater (van ca. 4 ng/I naar ca. 9 ng/l),
Toevoeging van kleinere volumes rioolwatereffluent heeft geen duidelijk
waarneembaar effect op de concentratie ATP.

3.2 NGS analyses

Op DNA afkomstig van kunstmatig samengestelde watermonsters van mengsels van
drinkwater en rioolwater zijn analyses met NGS uitgevoerd waarbij sequenties van het 16S
rRNA gen zijn bepaald en taxonomisch geclassificeerd. Deze analyses geven een vrijwel
compleet beeld van de samenstelling van een, in een watermonster, aanwezige bacteriéle
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populatie. De informatie over de samenstelling van de bacteriologische populaties in deze
monsters geeft aan:
- Of het mogelijk is om met NGS analyses bacteriegroepen te identificeren die
specifiek voorkomen in rioolwater (“rioolwater bacterién”).
- In hoeverre lage concentraties van deze “rioolwater bacterién” te detecteren zijn in
kunstmatig besmet drinkwater.

Een samenvatting van de resultaten van NGS analyses, uitgevoerd op drinkwater, rioolwater-
influent en -effluent, is geillustreerd in de taxonomische bomen in figuur 7. Vanwege de
aanwezigheid van een groot aantal bacteriegroepen, die slechts een klein deel vormen van
de gehele populatie, is het niet goed mogelijk om alle aanwezige bacteriegroepen in één
overzichtelijke figuur weer te geven. Daarom is ervoor gekozen om in deze figuren alleen de
dominante bacteriegroepen die minimaal 2% van de gehele populatie uitmaken weer te
geven.
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FIGUUR 7: DOMINANTE BACTERIEGROEPEN IN DRINK- EN RIOOLWATER
Drinkwater Rioolinfluent Riooleffluent
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Een globale vergelijking van de populaties maakt duidelijk dat, zoals verwacht, de dominante
bacteriegroepen die aanwezig zijn in drinkwater sterk afwijken van de dominante
bacteriegroepen in rioolwaterinfluent en -effluent. De vergelijking tussen deze bacteriéle
populaties is ook samengevat in een dendrogram (figuur 8 A). De dendrogram geeft de mate
van verwantschap tussen populaties weer en maakt duidelijk dat de samenstelling van de
bacteriéle populatie in drinkwater sterk afwijkt van de populatie in rioolwater en dat het
verschil tussen rioolwatereffluent en rioolwaterinfluent minder groot is.

FIGUUR 8: DENDROGRAMMEN WAARMEE DE VERWANTSCHAP TUSSEN BACTERIELE POPULATIES WORDT
WEEGEGEVEN

Dendrogrammen van de vergelijking van: bacteriéle populaties in drinkwater,
rioolwaterinfluent en -effluent (A). En mengsels van drinkwater met rioolwaterinfluent en -
effluent (B).

Bij het kunstmatig besmetten van drinkwater met verschillende volumes rioolwater verandert,
door toevoeging van de bacterién uit rioolwater, de samenstelling van de bacteriéle
gemeenschap van het drinkwater. Figuur 8B laat de dendrogram zien waarmee het effect van
het mengen van verschillende volumes rioolwater op de samenstelling van de bacteriéle flora
van het, met rioolwater besmette, drinkwater wordt zichtbaar gemaakt. De figuur maakt
duidelijk dat toevoeging van een volume van 10 ml influent aan 11 drinkwater zorgt voor een
bacteriéle populatie die het meest lijkt op de populatie die aanwezig is in rioolwaterinfluent.
Bij toevoeging van een volume van 0,1 ml/l influent wijkt de verkregen populatie nog steeds
sterk af van de drinkwaterpopulatie en lijkt meer op influent dan op drinkwater. Na
toevoeging van 1ul influent lijkt de verkregen populatie meer op drinkwater dan op
rioolwaterinfluent. In de samengestelde mengsels van rioolwatereffluent met drinkwater is
duidelijk dat een concentratie van 10 ml/| effluent zorgt voor een populatie die het meest
lijkt op de populatie die aanwezig is in effluent maar toevoeging van een volume van 0,1 ml
effluent zorgt voor een populatie die meer overeenkomst vertoond met drinkwater dan met
rioolwatereffluent.

3.2.1 Detectie van rioolbacterién in drinkwater
Om een indruk te krijgen van de mogelijkheid om NGS te gebruiken voor het detecteren van
verontreinigingen van rioolwater in drinkwater zijn de verkregen datasets (van mengsels van



BTO 2016.026 | April 2016 NGS voor detectie van fecale besmettingen 18

rioolwater-influent en -effluent) in meer detail onderzocht. Eerst is gezocht naar DNA-
sequenties van bacterién die in hoge concentraties aanwezig zijn in rioolwater en niet, of in
lage concentraties, aanwezig zijn in drinkwater (“rioolwater bacterién”). Vervolgens is
onderzocht in hoeverre het DNA van deze “rioolwater bacterién” detecteerbaar is in mengsels
van drinkwater met verschillende concentraties rioolwater.

3.2.1.1 Rioolwater bacterién

In de NGS datasets van drinkwater, rioolwater-influent en -effluent is gezocht naar DNA-
sequenties van “rioolwater bacterién”. Met “rioolwater bacterién” worden in dit onderzoek
bacterién bedoeld die dominant voorkomen in rioolwater en (vrijwel) niet in drinkwater.
Hierbij is geselecteerd voor bacterién die minder dan 0,05% van de gehele populatie
uitmaken in drinkwater en in rioolwater- influent of -effluent meer dan 0,5% van de gehele
populatie uitmaken. Deze groepen van “rioolwater bacterién” zijn op verschillende
taxonomische niveaus geidentificeerd en weergegeven in figuur 9 (orde niveau), figuur 10
(suborde niveau) en figuur 11 (familie niveau).

FIGUUR 9. RIOOLWATER BACTERIEN: ORDE NIVEAU

Op het niveau van “orde” worden diverse ordes geidentificeerd die (vrijwel) niet voorkomen
in drinkwater en dominant voorkomen in rioolwater-influent en -effluent. Van een deel van
deze ordes is bekend dat daartoe bacterién behoren die dominant voorkomen in fecaal
materiaal zoals:

- Campylobacteraceae: deze orde is het meest dominant in influent (34,3% van de
sequenties) en effluent (7,43%), tot deze orde behoren o.a. Arcobacter en
Campylobacter.

- Bacteroidaceae: de Bacteroides bacterién zijn ingedeeld in deze orde. Van
Bacteroides bacterién is bekend dat deze in hoge concentraties in de darmen van
warmbloedige dieren voorkomen.

- Enterobacteriaceae: hiertoe behoren de “bacterien van de coligroep” (coliformen) en
E. coli.

- Enterococcaceae: Enterococcus maakt onderdeel uit van deze orde.

- Bifidobacteriales, Prevotellaceae en Fusobacteriaceae: bacterién die tot deze ordes
behoren komen eveneens algemeen voor in feces van warmbloedige dieren.
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FIGUUR 10. SEQUENTIES VAN RIOOLWATER BACTERIEN: SUBORDE NIVEAU

Bij het identificeren van “rioolwater bacterién” op suborde niveau wordt een groot aantal
subordes geidentificeerd waarvan bekend is dat deze groepen in hoge concentraties in feces
voorkomen zoals Faecalibacterium, Bacteroides, Prevotella, Blautia, Clostridium,
Enterococcus, Cloacibacterium, Acrobacter, “Enteric-Bacteria_Cluster” (“Coligroep”) en
Bifidobacteriaceae. Van een aantal van deze subordes worden in drinkwater geen DNA-
sequenties aangetoond en van een ander deel van de subordes worden lage percentages
DNA-sequenties in drinkwater aangetoond. Een aantal van deze subordes is meer dominant
in effluent dan in influent (Frankineae en PeM15), mogelijk dat bacterién van deze ordes zich
in de RWZI vermeerderen.

Vervolgens is op familie niveau specifiek gekeken naar dominante bacterién waarvan bekend
is dat deze dominant kunnen zijn in fecaal materiaal (Arcobacter, Bacteroides) en bacterién
die, bij het gebruik van kweekmethoden, vooral worden ingedeeld in de groep van
Enteric_Bacteria_Cluster (“Coligroep”) zoals Klebsiella, Serratia, Erwinia, Kluyvera en
Escherichia. De resultaten van de analyses op familie niveau zijn samengevat in figuur 11.
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FIGUUR 11 RIOOLWATER BACTERIEN: FAMILIE NIVEAU

DNA sequenties van de (nog onbekende) bacteriefamilies behorende tot de suborde van
Arcobacter en Bacteroides zijn zeer dominant in influent en effluent en worden niet
aangetoond in drinkwater. De bacteriefamilies welke behoren tot de suborde van
“Enteric_bacteria” worden vooral aangetoond in het influent en effluent (Klebsiella, Serratia,
Erwinia) en niet in drinkwater. Sequenties van de families Kluyvera en Escherichia worden
ook aangetoond in drinkwater. Mogelijk zijn de gedetecteerd Escherichia sequenties
afkomstig van E(scherichia) coli. Maar, vanwege de beperkte lengte van het PCR fragment
waarop de NGS analyse is uitgevoerd, is het niet mogelijk om deze Escherichia sequentie tot
op genus niveau te identificeren.

3.2.1.2 Mengsels van drinkwater met rioolwater

In de NGS datasets van mengsels van rioolwater met drinkwater zijn de “rioolwater bacterién”
gericht onderzocht. De analyse is uitgevoerd op het taxonomisch niveau van “suborde”,
“orde” en familie en de analyses zijn gericht op de dominante rioolwater bacterién welke niet
in drinkwater zijn aangetoond (Bacteroidaceae en Prevotellaceae) en de ordes waartoe de
indicatororganismen E. coli en enterococcen behoren (Enterobacteroidaceae en
Enterococcaceae). Als voorbeeld is hier de aanwezigheid van de bacteriegroep van de
suborde van Bacteroides in mengsels van drinkwater met rioolwaterinfluent in meer detail
onderzocht. Het is bekend dat hoge concentraties van deze bacteriegroep in fecaal materiaal
van verschillende diergroepen voorkomen en er was dan ook te verwachten dat de
concentratie in rioolwater hoog zal zijn. DNA merkers van bacterién die behoren tot de
suborde van Bacteroides worden gebruikt voor het onderscheiden van fecaal materiaal van
verschillende bronnen (“source tracking”, “bronopsporing”) (Heijnen and Learbuch 2013,
Heijnen 2015b, Heijnen et al. 2014). In tabel 4 is het totaal aantal verkregen DNA-sequenties
per monster weergegeven en het aantal sequenties dat binnen deze datasets behoort tot de
suborde van Bacteroides. De NGS analyses geven de mogelijkheid om informatie te
verzamelen over het percentage sequenties dat behoord tot een bepaalde bacteriegroep in
relatie de gehele populatie (“welk deel van de populatie behoort tot de orde van Bacteroides
bacterien?). Deze resultaten laten zien dat sequenties van Bacteroides bacterién niet worden

aangetoond in drinkwater en dat deze sequenties dominant zijn in rioolwatereffluent (5,06%).
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Naarmate rioolwater verder verdund wordt in drinkwater wordt ook het percentage
Bacteroides sequenties dat is aangetroffen lager.

Met NGS wordt niet direct kwantitatieve informatie gegenereerd over de concentratie
bacterién van elke bacteriegroep in de monsters. Om een grove indicatie te krijgen van de
concentratie Bacteroides bacterién in de monsters is de concentratie ATP gebruikt. De
concentratie ATP is een maat voor de totale actieve biomassa. Hoe lager de concentratie ATP,
des te minder actieve bacterién in het monster. ATP is hier gebruikt als indicator voor de
totale concentratie bacterién in de monsters. Het percentage sequenties is gebruikt om te
berekenen welke concentratie ATP afkomstig is van bacterién die behoren tot de suborde
van Bacteroides. Het resultaat van deze berekeningen is samengevat in tabel 4 en
weergegeven in figuur 12.

TABEL 4: BACTEROIDES SEQUENTIES IN MENGSELS VAN DRINKWATER EN RIOOLWATERINFLUENT

Monster Suborde: Bacteroides
Totaal Conc. “Conc.
aantal ATP Aantal %v/d ATP”

sequenties  ng/I sequenties sequenties (Fa/l)
Drinkwater Nieuwegein 122656 4 0 0,000 0,00E+00
Riool influent 114222 21151 5776 5,057 1,1E+09
100ml/L infl. 95285 2178 5920 6,213 1,4E+08
10ml/L infl. 82298 218 3933 4,779 1,0E+07
1ml/L infl. 122605 20 5011 4,087 8,2E+05
0,1ml/L infl. 94871 5 2351 2,478 1,2E+05
10pl/L infl. 143638 4 614 0,428 1,6E+04
1ul/L infl. 175546 4 92 0,052 2,0E+03
100nl/L infl. 96244 3 6 0,006 1,8E+02
10nl/L infl. 109762 4 0 0,000 0,0E+00
1nl/L infl. 86646 5 3 0,004 1,6E+02
10pl/L infl. 90678 4 1 0,001 4,5E+01

FIGUUR 12: HET TOTAAL AANTAL SEQUENTIES, HET PERCENTAGE VAN DE SEQUENTIES EN DE
HOEVEELHEID ATP BEHOREND TOT DE SUBORDE VAN BACTEROIDES BACTERIEN

Bij het gebruik van ATP als maat voor het totaal aantal bacterién wordt duidelijk dat de (10-
voudige) verdunningsreeks van het rioolwater, welke is gebruikt voor het “besmetten” van
het drinkwater, ook resulteert in een 10-voudige afname van de hoeveelheid “aan
Bacteroides gekoppeld ATP” bij elke verdunningsstap. De analyses laten ook zien dat een
besmetting van 100 nanoliter rioolwater in een volume van 1 liter drinkwater zorgt voor een
detecteerbare hoeveelheid Bacteroides sequenties in de NGS dataset. Het is daarbij wel
opvallend dat ook in het monster met een influentconcentratie van slechts 1 nl/l ook
Bacteroides sequenties worden gedetecteerd. Het is onduidelijk of detectie van Bacteroides
sequenties in het monster met een influentconcentratie van 1 nl/l het gevolg is van de
aanwezigheid van lage concentraties van deze bacterién in deze monsters of dat het
aantonen van deze sequenties het gevolg is van contaminaties tijdens de labwerkzaamheden
of het optreden van sequentie- of analysefouten.
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Vervolgens zijn vergelijkbare analyses op het taxonomisch niveau van “orde” uitgevoerd
voor:
- De meest dominante orde in het influent: Campylobacteraceae.
- De bacterieordes die dominant aanwezig zijn in influent en niet worden aangetoond
in drinkwater: Bacteroidaceae en Prevotellaceae.
- De ordes waartoe de huidige indicatororganismen behoren: Enterobactericeae (E.
coli) en Enterococcaceae (Enterococcen).
Het resultaat van deze analyses is weergegeven in bijlage | en samengevat in figuur 13.

FIGUUR 13. DETECTIE VAN “INFLUENT BACTERIEN” IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER: ORDE NIVEAU

De analyses op het niveau van “orde” laten zien dat:

- Elke 10-voudige verdunningsstap (in de range van 100 ml/I tot 100 nl/I) van influent
in drinkwater zorgt voor een 10-voudige afname van de concentratie ATP van de
geselecteerde bacterie-ordes.

- Een besmetting van 1 liter drinkwater met een volume van 100 nanoliter
rioolwaterinfluent zorgt voor een verhoogde concentratie van de meest dominante
“rioolwater bacterie” orde (Campylobacteraceae) en een detecteerbare concentratie
DNA van de ordes Bacteroidaceae en Prevotellaceae.

- Hetis ook hier opvallend dat Bacteroidaceae ook worden aangetoond in het monster
met een rioolwaterconcentratie van slechts 1 nl/l maar niet in het monster met een
concentratie van 10 nl/l. De concentraties van DNA sequenties van bacterién
behorende tot deze ordes zijn in deze monsters zeer laag en zijn het resultaat van
detectie van slechts één of twee DNA-sequenties in een dataset van gemiddeld ca.
111.000 sequenties per monster.

- De concentratie DNA-sequenties behorende tot de ordes van Enterobacteriaceae
(waaronder bacterién van de coligroep en E. coli), Enterococcaceae (waaronder
enterococcen) en Campylobacteraceae zijn, zoals verwacht, hoog in rioolwater
influent. Na verdunning van influent in het drinkwater verdunt de concentratie van
sequenties van deze ordes tot een basisniveau in drinkwater en in monsters met
een lage concentratie (<10 ul/1) influent.

Vervolgens is in deze kunstmatige mengmonsters op het niveau van suborde gekeken naar
de concentraties “rioolwater bacterién” waarbij een selectie is gemaakt van:
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De meest dominante bacterieorde in rioolwaterinfluent: Arcobacter (behorend tot de
orde van Campylobacteraceae)

Dominante bacterién waarvan geen DNA in drinkwater wordt aangetoond:
Bacteroides, Blautia, Cloacibacterium, Prevotella, Faecalibacterium en Clostridium.
Bacterién behorende tot “Enteric_Bacteria_Cluster” (“Coligroep”).

Bacterien behorende tot de suborde van Enterococcus (enterococcen).

De resultaten van deze analyse zijn samengevat in bijlage Il en samengevat in figuur 14

FIGUUR 14. DETECTIE VAN “INFLUENT BACTERIEN” IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER: SUBORDE

NIVEAU

Analyses op het niveau van “suborde” laten de volgende resultaten zien:

De (10-voudige) verdunningsstappen van het influent zorgen voor een 10-voudige
afname van de concentratie van de geselecteerde subordes.

Besmetting van 1 liter drinkwater met 100 nanoliter rioolwater zorgt voor een
detecteerbare hoeveelheid sequenties van de “rioolwater bacterie” ordes
(Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium en Clostridium) en een verhoging van de
concentratie Arcobacter.

Een deel van deze dominante ordes wordt ook aangetoond in de monsters met een
lagere rioolwaterconcentratie van 1 nl/l. Het is niet duidelijk wat hiervan de oorzaak
is (contaminatie?, fouten tijdens sequentie analyse?)

DNA sequenties van de ordes van “Enteric_Bacteria_Cluster” en Arcobacter worden
ook aangetoond in onbesmet drinkwater.

Vervolgens is op familieniveau de concentratie “rioolwater bacterién” onderzocht in
mengsels van rioolwaterinfluent en drinkwater waarbij geselecteerd is voor families
behorende tot de subordes van

Bacteroides
Enteric_Bacteria_Cluster (coligroep): Escherichia, Klebsiella, Serratia, Erwinia en
Kluyvera.
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De concentraties van deze bacteriefamilies in de mengmonsters zijn weergegeven in bijlage
Ill en samengevat in figuur 15.

FIGUUR 15: DETECTIE VAN “INFLUENT BACTERIEN" IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER: FAMILIE NIVEAU

Analyses op het niveau van “familie” laten de volgende resultaten zien:

- Het DNA van de familie “Unclassified Bacteroides” is nog detecteerbaar tot een
besmettingsniveau van ca. 100 nl rioolwaterinfluent per liter drinkwater.

- Bacteriefamilies met een lagere concentratie in het influent, zoals Escherichia en
Klebsiella, zijn nog detecteerbaar tot een besmettingsniveau van 1 pl influent in 1 |
drinkwater.

- Van de families Kluyvera en Escherichia lijkt er een basisniveau DNA aanwezig in
drinkwater. Waarschijnlijk is het DNA van deze bacteriefamilies ook
verantwoordelijk voor de basisvervuiling van de suborde “Enteric_Bacteria_Cluster.

Samenvattende conclusies: mengsels influent/drinkwater
- De reeks van 10-voudige verdunningen van rioolwaterinfluent in drinkwater
resulteert, bij analyse met NGS, in een 10-voudige afname van de concentratie van
verschillende DNA-sequenties van “rioolwater bacterién” in de monsters.
- De aanwezigheid van een besmetting met rioolwater kan met NGS zichtbaar
gemaakt worden door detectie van verschillende bacteriegroepen in één analyse.
- DNA-sequenties van dominante rioolwater bacteriegroepen detecteerbaar tot een
besmettingsniveau van 100 nanoliter rioolwater per liter drinkwater (verdunning van
1 op 10 miljoen)
o Ditis vergelijkbaar met de detectiegrens van de kweek voor E. coli (bij
analyse van 100 ml) en de qPCR voor detectie van humaan specifieke
Bacteroides bacterién.
o In een aantal monsters worden ook nog lage concentraties “rioolwater
bacteriegroepen” gedetecteerd bij lagere concentraties rioolwaterinfluent,
het aantal sequenties is in die gevallen zeer laag. Het is onduidelijk of dit
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het gevolg is van: contaminaties tijdens laboratoriumwerkzaamheden;
introductie van fouten tijdens de NGS analyse of de introductie van fouten
tijdens de taxonomische classificatie.

3.2.1.3 Mengsels van drinkwater met rioolwatereffluent

Voor de analyse van mengsels van effluent met drinkwater is op de taxonomische niveaus
van orde, suborde en familie de concentratie “rioolwater bacterién” (3.2.1.1) onderzocht in
de samengestelde mengsels. De resultaten van deze analyses zijn weergegeven in bijlage 1V,
V en VI en samengevat in figuur 16 (orde), 17 (suborde) en 18 (familie).

FIGUUR 16: DETECTIE VAN DOMINANTE “EFFLUENT BACTERIEN” IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER:
ORDE NIVEAU

De analyses op het niveau van “orde” laten zien dat:

- Elke 10-voudige verdunningsstap (in de range van 100 ml/I tot 1 ml/Il) van effluent
in drinkwater zorgt voor een 10-voudige afname van de concentratie ATP van de
geselecteerde bacterie-ordes.

- Een besmetting van 1 liter drinkwater met een volume van 0,1 ml rioolwatereffluent
zorgt voor een verhoogde concentratie van de “rioolwater bacterieordes”
Campylobacteraceae en Prevotellaceae maar niet van de orde van Bacteroidaceae.
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FIGUUR 17: DETECTIE VAN DOMINANTE “EFFLUENT BACTERIEN” IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER:
SUBORDE NIVEAU

Analyses op het niveau van “sub orde” laten de volgende resultaten zien:
- De (10-voudige) verdunningsstappen van het effluent zorgen voor een 10-voudige
afname van de concentratie van de geselecteerde bacteriegroepen (subordes).
- Besmetting van 1 liter drinkwater met 0,1 ml rioolwatereffluent zorgt voor een
detecteerbare hoeveelheid sequenties van de “rioolwater bacterie-ordes” Arcobacter,
Enterococcus en Prevotella.

Vervolgens is op familieniveau de concentratie “rioolwater bacterién” onderzocht in mengsels
van rioolwatereffluent en drinkwater waarbij geselecteerd is voor families behorende tot de
subordes van
- Bacteroides
- Enteric_Bacteria_Cluster (Coligroep): Escherichia, Klebsiella, Serratia, Erwinia en
Kluyvera.
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FIGUUR 18: DETECTIE VAN DOMINANTE “EFFLUENT BACTERIEN” IN KUNSTMATIG BESMET DRINKWATER:
FAMILIE NIVEAU

Analyses op het niveau van “familie” laten de volgende resultaten zien:
- Veel van de “rioolwater bacterie-families” worden nog in verhoogde concentraties
aangetoond in mengsels met een effluent concentratie van 10 ml/I.
- Alleen de ordes van “Onbekende Arcobacter” en “Onbekende Bacteroides” zorgen in
het monster het een effluentconcentratie van 1 ml/l nog voor een verhoging van de
concentratie van DNA-sequenties van deze families.

Samenvattende conclusies: mengsels effluent/drinkwater
- De resultaten zijn vergelijkbaar met de resultaten zoals die zijn verkregen op
mengsels van influent en drinkwater. Maar, vanwege de lagere concentratie
“rioolwater bacterién” in effluent is er een groter volume effluent nodig om een
detecteerbare verhoging van de concentratie “rioolwater bacterién” in drinkwater te
veroorzaken.
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4 Discussie en conclusies

In dit onderzoek is, via het uitvoeren van laboratoriumexperimenten, een korte verkenning
uitgevoerd naar de mogelijkheden NGS voor het detecteren van fecale besmettingen in
drinkwater. Hiervoor zijn analyses met NGS en verschillende andere methoden voor detectie
van fecale verontreinigingen (E. coli en enterococcen kweek, gPCR voor mens-specifieke
Bacteroides bacterién) uitgevoerd op kunstmatig samengestelde monsters waarbij
drinkwater en rioolwater (influent en effluent) in verschillende ratio’s zijn gemengd. De
uitgevoerde analyses maken duidelijk dat het met NGS analyses in potentie mogelijk is om
verontreinigingen van drinkwater met een klein volume rioolwater zichtbaar te maken met
een detectiegrens die weinig verschilt van de detectiegrens van de kweekmethode voor
detectie van E. coli en de gPCR methode voor detectie van mens-specifieke Bacteroides
bacterién.

Samenstelling drink- en rioolwater
Uit de NGS analyse blijkt dat de samenstelling van de microbiologische gemeenschap in
drink- en rioolwater zeer complex is en, zoals te verwachten, zijn er grote verschillen tussen
de bacteriéle populatie in drinkwater en de bacteriéle populaties in rioolwater-influent en -
effluent. De verschillen tussen de populaties in rioolwater-influent en -effluent zijn minder
groot. Om te onderzoeken of het mogelijk is om met NGS verontreinigingen te detecteren
van een klein volume rioolwater in drinkwater is er eerst geselecteerd voor taxonomische
groepen van bacterién die dominant (>0,5% van de populatie) aanwezig zijn in rioolwater en
(vrijwel) niet (<0,05%) aanwezig zijn in drinkwater (“rioolwater bacterién”). Uit deze selectie
komt een groot aantal groepen waarvan ook in andere studies is aangetoond dat deze
dominant zijn in feces of rioolwater voorkomen (Fisher et al. 2015, McLellan and Eren 2014,
Newton et al. 2015, Shchegolkova et al. 2016, Shanks et al. 2013) zoals:
- Ordeniveau: Campylobacteraceae, Bacteroidaceae, Enterobacteriaceae,
Bifidobacteriales, Prevotellaceae en Fusobacteriaceae
- Subordeniveau: Faecalibacterium, Bacteroides, Prevotella, Blautia, Clostridium,
Enterococcus, Cloacibacterium, Arcobacter, “Enteric-Bacteria_Cluster (“coligroep”) en
Bifidobacteriaceae.
- Familieniveau: “unknown Acrobacter”, “unknown Bacteroides” en “bacterien van de
coligroep” zoals Escherichia, Klebsiella, Serratia, Erwinia, Kluyvera
Van een deel van deze bacteriegroepen, waaronder de suborde van “Enteric-Bacteria_Cluster”,
worden ook lage aantallen DNA-sequenties in het drinkwater aangetoond. Tot deze suborde
behoren de bacterién van de coligroep waarvan in deze experimenten de families van
Kluyvera en Escherichia in drinkwater worden aangetoond. Van de familie van Kluyvera is
bekend dat deze voorkomen in feces maar ook kunnen voorkomen in water (Sarria et al.
2001). DNA-sequenties van de familie van Escherichia zijn mogelijk het gevolg van de
aanwezigheid van DNA van Escherichia coli. Hoewel er in het drinkwatermonster met kweek
geen E. coliis aangetoond zijn de aangetoonde is het aantonen van DNA van de familie van
Escherichia mogelijk het gevolg van verontreiniging van de gebruikte reagentia met lage
concentraties DNA van E. coli (Heijnen and Medema 2006). Deze verontreiniging maakt het
ook lastig om met DNA-technieken, zoals gPCR, methoden te ontwikkelen waarmee lage
concentraties E. coli snel en betrouwbaar kunnen worden gedetecteerd (Heijnen and Medema
2006, Philipp et al. 2010). De concentratie Escherichia is in rioolwaterinfluent en -effluent
wel duidelijk hoger dan in drinkwater en neemt af bij de verdunningen van rioolwater in
drinkwater, dit geeft aan dat Escherichia bacterién worden gedetecteerd met NGS. Het is
opvallend dat dit afwijkt van recent gepubliceerd onderzoek (Vierheilig et al. 2015) waar de
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onderzoekers niet in staat waren om Escherichia bacterién te detecteren met NGS in
opperviaktewater maar ook niet in fecesmonsters van verschillende diersoorten. Een deel van
dit verschil kan worden verklaard door de toegepaste sequencing methode (454-sequencing)
waardoor per monster minder sequenties worden gegenereerd (ca. 3000 tegen ca. 100.000
in dit onderzoek). Door dit lagere aantal sequenties wordt het moeilijker om sequenties te
detecteren die minder dominant aanwezig zijn. Echter, als het percentage sequenties van
Escherichia in feces vergelijkbaar zou zijn met het percentage Escherichia sequenties in
rioolwater influent (0,44%) dan was het ook met 3000 sequenties mogelijk geweest om een
klein aantal (theoretisch ca. 13) Escherichia sequenties te detecteren in de fecesmonsters.
Wellicht is de concentratie Escherichia in de fecesmonsters van de onderzochte dieren lager
dan de concentratie Escherichia in het in deze studie onderzochte rioolwater en is detectie
van Escherichia in de studie van Vierheilig et al. 2015 daarom niet mogelijk geweest.

Kwantificatie

Met NGS wordt niet direct kwantitatieve informatie gegenereerd over de concentratie
bacterién in de monsters maar de NGS analyses geven wel informatie het percentage
sequenties dat behoord tot een bepaalde bacteriegroep. Dit percentage sequenties is, in
combinatie met de concentratie ATP, gebruikt om een globale indruk te krijgen van de
concentratie van de verschillende bacteriegroepen. Het is duidelijk dat de concentratie ATP
een maat is voor de actieve biomassa en niet direct voor de concentratie bacterién. ATP geeft
daarom slechts een grove indicatie van de concentratie bacterién in de monsters. Het zou
beter zijn geweest om de concentratie bacterién, microscopisch of met de flowcytometer
geteld, of de concentratie DNA kopieén van het 16S rRNA gen te gebruiken als maat voor de
concentratie bacterién maar deze metingen zijn in dit onderzoek niet uitgevoerd. Vanwege
het, bij deze analyses, ontbreken van betere parameters is de concentratie ATP gebruikt als
“surrogaatparameter” voor de concentratie bacterién. Als de concentratie van verschillende
“rioolwater bacterién” wordt berekend in de monsters met daarin verschillende verdunningen
van rioolwater dan wordt duidelijk dat elke 10-voudige verdunningsstap van het rioolwater
zorgt voor een 10-voudige afname van de concentratie van de geselecteerde “rioolwater
bacteriegroepen”. Dit geeft aan dat de NGS analyses een goede weerspiegeling geven van de
verhoudingen van de concentratie16S rRNA fragmenten in mengsels met verschillende
samenstelling (verschillende verhoudingen rioolwater/drinkwater). Dit suggereert ook dat
kwantificatie met NGS, tot op zekere hoogte, mogelijk is. Er is echter uitgebreider onderzoek
nodig om de mogelijkheden en beperkingen van kwantificatie met NGS beter te leren kennen.
Dit is mogelijk door NGS analyses uit te voeren op watermonsters waaraan bekende
concentraties van verschillende bekende bacterién toe te voegen.

Detectiegrens

Door het uitvoeren van NGS analyses op drinkwater waaraan een reeks van 10-voudige
verdunningen van rioolwater-influent en -effluent zijn toegevoegd is te bepalen welk
minimaal volume rioolwater nog detecteerbaar is in deze mengmonsters (detectiegrens).
Doordat op dezelfde monsters ook analyses zijn uitgevoerd met kweek (E. coli en
enterococcen) en met gPCR (mens-specifieke Bacteroides) is het ook mogelijk om een eerste
indruk te krijgen hoe de detectiegrens van NGS zich verhoud tot de detectiegrens van de
toegepaste kweek en qPCR methoden.

Bij het toepassen van NGS analyses op de mengmonsters van influent met drinkwater is er
nog DNA van “rioolwater bacterieordes” (Bacteroidaceae en Prevotellaceae), subordes
(Bacteroides, Blautia, Prevotella, Faecalibacterium en Clostridium) en families (onbekende
Bacteroides) te detecteren in een monster waarin aan 1 liter drinkwater een minimaal volume
van 100 nl influent is toegevoegd. Ook voor het detecteren van mens-specifieke Bacteroides
is een minimale concentratie van 100 nl/l nodig, een concentratie waarbij te verwachten is
dat er nog net E. coli detecteerbaar is en geen enterococcen meer detecteerbaar zijn met
kweek.

In de mengmonsters van effluent met drinkwater is er een minimaal volume van 0,1ml
effluent in 1 liter drinkwater nodig voor een detecteerbare hoeveelheid DNA van “rioolwater
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bacterieorde” (Prevotellaceae), -subordes (Bacteroides en Enterococcus) en -families
(onbekende Arcobacter en Erwinia). Ook voor het detecteren van mens-specifieke Bacteroides
en E. coliis een verontreiniging met een minimaal volume van 0,1 ml effluent per liter
drinkwater nodig.

Hoewel uitgebreider onderzoek noodzakelijk is om een betrouwbaarder beeld te krijgen van
de detectiegrenzen van de methoden impliceren deze analyses dat er weinig verschil is
tussen de detectiegrens van NGS en de detectiegrens van E. coli (kweek) en gPCR voor het
detecteren van verontreinigingen met rioolwater in drinkwater. Bij de NGS analyses is het wel
opvallend dat het DNA van een deel van de “rioolwater bacterién” niet wordt gedetecteerd in
drinkwater maar wel in enkele monsters met een influent concentratie van 10 nl/l of 1 nl/I of
een effluent concentratie tussen de 1 nl/l en 10 pl/l. Detectie van “rioolwater bacterién” is in
deze gevallen vaak het gevolg van de aanwezigheid van één of twee DNA-sequenties in een
dataset van ca. 100.000 sequenties. Uitgebreider onderzoek zal nodig zijn om vast te stellen
waardoor deze opvallende (“vals-positieve”) resultaten worden gegenereerd. Mogelijk zijn
deze “vals-positieve” resultaten het gevolg van:

- Contaminaties die optreden tijdens de laboratoriumwerkzaamheden: doordat NGS
analyses plaats vinden op individuele moleculen is het risico van het optreden van
contaminaties van enkele moleculen, tijdens de labwerkzaamheden, vrij groot en
zullen mogelijk voorzorgsmaatregelen moeten worden genomen om dit risico te
beperken. Ter controle is er in dit onderzoek vastgesteld dat er geen detecteerbare
hoeveelheid 16S DNA gegenereerd werd bij het uitvoeren van PCR reacties op
blanco monsters. Er is alleen geen NGS analyse uitgevoerd op deze blanco monsters
zodat niet uitgesloten kan worden dat in deze blanco monsters (t.g.v.
contaminaties) lage concentraties 16S DNA aanwezig zijn. Om beter inzicht te
krijgen in het optreden van contaminaties zullen in vervolgonderzoek ook NGS
analyses worden uitgevoerd op blanco monsters.

- Sequentiefouten geintroduceerd tijdens het genereren van data op de Illumina
MiSeq: met het MiSeq systeem worden bij het analyseren van PCR-fragmenten van
het 16S rRNA gen fouten geintroduceerd t.g.v. de beperkte sequentievariatie op dit
DNA fragment. Door het toevoegen van extra DNA van een ander organisme (van
het phiX virus) tijdens de sequencing kan het aantal fouten worden beperkt.
Optimalisatie van de concentratie phiX virus kan mogelijk zorgen voor beperking
van het aantal sequentiefouten.

- PCR fouten t.g.v. fouten die gemaakt worden door het enzym Taqg polymerase
tijdens de PCR waarbij het 16S rRNA fragment wordt vermeerderd. Om het risico op
de introductie van fouten te minimaliseren is gebruik gemaakt van een speciaal Taq
polymerase waarmee te verwachten is dat PCR fouten weinig invloed zullen hebben
op de analyseresultaten. In vervolgonderzoek kan het risico nog verder worden
geminimaliseerd door PCR reacties uit te voeren op een hogere concentratie DNA
waardoor minder cycli nodig zijn voor de vermenigvuldiging.

- Analysefouten geintroduceerd door de software tijdens de verwerking/interpretatie
van data: het toegepaste software pakket (Bionumerics) voor de analyse van de
gegenereerde data bevat een verouderde module voor analyse van 16S sequenties.
De analyses met Bionumerics geven een goed beeld van de samenstelling van de
bacteriéle gemeenschap maar mogelijk worden ook sporadisch fouten
geintroduceerd die alleen zichtbaar worden als wordt “ingezoomd” op zeldzame
DNA-sequenties in de datasets. Inmiddels zijn acties gestart met de implementatie
van alternatieve software (Schloss et al. 2009), aanvullend onderzoek moet duidelijk
maken in hoeverre de resultaten van analyses hierdoor zullen veranderen.

Samenvattend

De uitgevoerde analyses maken duidelijk dat het met NGS analyses in potentie mogelijk
is om verontreinigingen van drinkwater met een klein volume rioolwater zichtbaar te
maken met een detectiegrens die weinig verschilt van de detectiegrens van de
kweekmethode voor detectie van E. coli en de qPCR methode voor detectie van mens-
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specifieke Bacteroides bacterién. NGS maakt het mogelijk om detectie niet te beperken
tot één of enkele indicatorbacterién maar geeft een compleet beeld van de aanwezige
fecale bacterién maar ook van de andere bacterién die in een watermonster aanwezig
zijn. Hierdoor zou een universele detectiemethode kunnen ontstaan waarmee met één
analyse een compleet beeld wordt gegenereerd van de (microbiologische) waterkwaliteit.
Uitvoeren van de NGS analyses en het verwerken van de gegenereerde data is
momenteel nog wel zeer bewerkelijk en tijdrovend. Het is de verwachting dat apparatuur
en software snel zullen worden doorontwikkeld waardoor NGS analyses in de verdere
toekomst mogelijk snel en wellicht ook “on site” kunnen worden uitgevoerd.
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