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Resultaten tot nu toe 

Antimicrobiële resistentie (AMR) is een ernstige wereldwijde bedreiging voor de volksgezondheid, die in 2019 direct 
verantwoordelijk was voor 1,27 miljoen sterfgevallen en bijdroeg aan 4,95 miljoen sterfgevallen [1]. Onjuist gebruik van 
antibiotica leidt tot resistente bacteriën en resistentiegenen, die via waterbehandelingsprocessen en afvalstromen in het 
milieu terechtkomen [2]. Dit draagt bij aan de verspreiding van AMR, waarbij zelfs niet-resistente bacteriën zich aanpassen en 
resistent worden. Het monitoren van AMR is essentieel om deze dreiging aan te pakken. 

Inleiding 
Doel: 

Het opzetten en optimaliseren van een HPLC-methode voor de 
detectie van tetracycline-antibiotica in influent en effluent water en 
deze data koppelen aan de aanwezigheid van resistentiegenen (tetM 
en tetB). 

Subdoel: 
Het bepalen van de het effect van de zuivering in de RWZI in 
Glanerbrug op de aanwezigheid van de antibiotica groep tetracycline 
vergelijk influent-effluent. 
Onderzoek waar de groep van tetracyclines uit bestaat die we aan 
kunnen treffen in influent/effluent. 
Koppeling aanwezigheid van resistentiegenen (tetM en tetB) in het 
influent/effluent aan de aanwezige tetracycline antibiotica met 
behulp van een qPCR methode. 

Doel 

Het DNA uit het influent 
en effluent purificeren 
met behulp van DNA 
extractie. 
De tetracycline 
resistentiegenen 
worden geamplificeerd 
met specifieke primers 
en probe’s voor de 
gewenste genen in het 
qPCR apparaat. 
Aan de hand van de 
resultaten wordt 
vastgesteld of de 
resistentiegenen TetM 
of TetB aanwezig zijn. 

Quantitative PCR 

HPLC Protocol optimaliseren 
door limit of detection vast te 
stellen een kalibratielijn te 
maken. 
Antibiotica uit het influent en 
effluent op concentreren door 
middel van Solid Phase 
Extraction, 
Geconcentreerde antibiotica 
op HPLC meten. 
Uit de resultaten van de 
HPLC vaststellen welke 
tetracyclines aanwezig zijn in 
het influent en effluent. 

High-Performance Liquid Chromatography 

Methode 

Vervolg stage 
High-Performance Liquid Chromatography methode: 

Doxycycline stockoplossingen maken en meten met HPLC. 
Detectielimiet vaststellen en kalibratielijn maken. Kan er lager worden 
gemeten dan 1µg/mL? 
Solid Phase Extractie uitvoeren op influent en effluent aan de hand van 
het detectielimiet. 
Het meten van Tetracycline antibiotica in het influent en effluent. 

Quantitative PCR: 
Optimale annealing temperatuur van de primers en probe’s vaststellen. 
Positieve controle voor TetM en TetB zoeken. 
Het uitvoeren van de qPCR methode met het influent en effluent water. 
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