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Samenvatting

Sinds 1999 bestaat er een intensieve surveillance van maagdarminfecties met O157, die behoort tot de Shiga toxine producerende Escherichia coli (STEC). STEC kan bij bepaalde risicogroepen leiden tot ernstig verlopende maagdarminfecties met zelfs dodelijke afloop. Het aantal maagdarminfecties met STEC, waartoe ook andere serotypes dan de O157 behoren, leek sinds 2000 een stijging te vertonen. 

Daarom heeft het RIVM in de periode oktober 2005 t/m november 2006 een landelijk STEC project uitgevoerd. 

Acht over het land verspreide laboratoria onderzochten elk wekelijks 10 fecesmonsters met behulp van de real time PCR methode, waarbij een interne controle werd gedaan met het Phocine Herpes Virus 1 (PhHV).

Landelijk werden in totaal 68 positieve monsters gevonden. Dat is een percentage van 1,7%, dat varieerde van 1,0% bij  kinderen <6 jr. tot 3,5% bij monsters met macroscopisch bloed. In het St. Antonius ziekenhuis was het percentage van positief geteste kinderen <6jr wel hoger.

Het percentage van 1,7% uit dit onderzoek leek geen stijging ten opzichte van de voorgaande jaren, maar een langere testperiode is nodig om vast te stellen of er wel of niet sprake is van een stijging.

De positieve monsters werden naar het RIVM gestuurd voor verdere typering. Slechts 38% van de positieve monsters kon worden getypeerd. Daarbij werden 11 verschillende types gevonden. Bij de typering bleek 20% O157 te zijn.

Uit een onderzoek met klassieke platen in het St. Antonius ziekenhuis bleek dat detectie van STEC met behulp van (een combinatie van) klassieke platen altijd gecombineerd moet worden met serotypering of moleculaire techniek.

Summary

Since 1999 there has been an enhanced surveillance of gastrointestinal infections due to O157, which belongs to the Shiga toxin producing Escherichia coli (STEC). For persons, belonging to high-risk groups, STEC may lead to severe gastrointestinal infections, sometimes even leading to death. Since 2000 the incidence of general STEC-infections, other serotypes than O157 included, appeared to be increasing in the Netherlands.

Therefore the RIVM decided to conduct a national STEC-survey during the period October 2005 till November 2006.

Weekly each of eight laboratories throughout the whole country, screened 10 stool samples using the real time PCR method, whereas the internal check was executed with Phocine Herpes Virus 1 (PhHV).

In total 68 samples yielded positive. This nationwide percentage of 1,7% ranged from 1,0% for children below 6 years to 3,5% for patients with macroscopic blood. With 3% the St. Antonius hospital yielded a higher amount of positive children below 6 years. 

The nationwide prevalence of 1,7% gives no proof of the expected increase in comparison to the previous years. A prolonged period of research will be necessary in order to determine whether prevalence of O157 is increasing.

Positive samples were sent to the RIVM laboratory for isolation and subsequent characterisation of the STEC-strain. Not more than 38% of the positive strains could be characterised. In total 11 different types were detected, 20% of which were O157.

At the St. Antonius Hospital an extra research upon classical plates was executed, supplementary to the contribution to the nationwide survey. This research showed that detection of STEC by means of classical plates should always be done in tandem with serotyping or molecular techniques.

Afkortingen
ABI

Applied Biosystems

A/E laesies
Attaching en effacing laesies

BIGC

Chromogeen 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-gluronide

Ct-waarde
Cycle threshold-waarde

DNA

Deoxy ribonucleic acid

EA-AggEC
Entero adherent-aggregatieve Escherichia coli

Eae-gen
Escherichia coli attaching and effacing-gen

E.coli

Escherichia coli

EHEC

Entero hemorragische Escherichia coli

e-hly

Entero hemorragische Escherichia coli hemolysinegen

EIEH

Entero invasieve Escherichia coli

EMB

Eosin Methylene Blue agar

EPEC

Entero pathogene Escherichia coli

ETEC

Entero toxigene Escherichia coli

g

Gram

GuSCN
Guanidinethiocyanaat

HC

Hemorragische colitis

HUS

Hemolytisch uremisch syndroom

MGB

Minor groove binding

ml

Mililiter

µl

Microliter

NFQ

Non fluorescent quencer

PBS

Phosphate buffered saline

PCR 

Polymerase chain reaction

PFGE

Pulsed field gel electroforese

PhHV

Phocine Herpes Virus 1

RIVM

Rijksinstituut voor volksgezondheid en milieu

Rpm

Revolutions per minute

SMAC

Cefixime Rhamnose Sorbitol MacConkey agar.

SSI enteric
Statens Serum Institut enteric

STEC

Shiga toxine producerende Escherichia coli

Stx

Shiga toxine

VT

Verocytotoxine

VTEC

Verocytotoxine producerende Escherichia coli
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Hoofdstuk 1
Inleiding

1.1
Escherichia coli
De eerste bacterie van dit geslacht werd in 1855 ontdekt door Theodor Escherich, die de bacterie destijds Bacterium coli commune noemde. In 1930 werd deze naam tijdens de eerste bijeenkomst van het Internationaal Congres van Bacteriologie omgezet Escherichia coli. In 1977 werd de subsoort Verocytotoxine Escherichia coli (VTEC) beschreven, die het giftige verocytotoxine afscheidt1.

Escherichia coli, hierna E. coli  behoren tot familie van de Enterobacteriaceae en het geslacht Escherichia. Het zijn gramnegatieve, niet sporenvormende, onbeweeglijke of beweeglijke rechte staafjes (zie figuur 1). E. coli groeit facultatief anaëroob en heeft geen extra voedingsstoffen nodig. E. coli is oxidase negatief .
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fig. 1 uiterlijk E. coli onder microscoop2

fig. 2 schematische afbeelding van E. coli bacterie
Figuur 2 toont een E. coli bacterie. Daarin is Flagellum het flagel waarin zich het H-antigeen bevindt. Cell Membrane is de celwand waarin zich het somatisch(O) antigeen bevindt. Om de celwand zit het kapsel met het K antigeen. Een van de manieren om E. coli in te delen in serogroepen is door middel van het aantonen van de O, H en K antigenen. Er zijn meer dan 700 soorten E. coli waarvan een deel pathogeen is.

Bij mensen en dieren komt E. coli in de darmen voor als commensale flora. Jarenlang werd E. coli beschouwd als een onschuldige darmbewoner van de mens en warmbloedige dieren1, die ook nuttige functies heeft bij de vertering van voedsel, de productie van vitamine K en het remmende effect dat deze bacterie heeft op de groei van schadelijke bacteriesoorten. Maar een klein deel van de E. coli stammen is in staat om ziekte bij de mens te veroorzaken. Deze veroorzaken dan een enteritis ofwel een infectie. Niet alle soorten zijn even infectieus.

1.2.1
De pathogene E. coli
De pathogene E. coli worden tegenwoordig op grond van virulentiefactoren en ziektebeelden ingedeeld in vijf verschillende categorieën: enteropathogene E. coli (EPEC), enterotoxigene E. coli (ETEC), enterohemorragische E. coli (EHEC), adherente-aggregatieve E. coli ( EA-aggHE) en entero-invasieve E. coli EIEC.

Tabel 1: Overzicht van de bekende serotypes per  E. coli categorie. De EA-aggHE wordt niet vermeld omdat daarvan nog geen serotypes gedefinieerd zijn4.
	categorie
	EPEC
	ETEC
	EIEC
	EHEC

	virulentie-factoren
	adhesiefactor

Mogelijke toxines:

* Shigellaliketoxine 1 (stx 1)

* Shigellaliketoxine 2 (stx 2)
	enterotoxine:

* LT (hittelabiel, cholera-achtig)

* ST (hittestabiel)

kolonisatiefactoren:

* CFA-I

* CFA-II
	lokale mucosa-invasie
	adhesiefactoren

enterotoxine I en II (verotoxine)

	serotype
	O26, O55, O86, O111, O114, O119, O125a, O126, O127, O128, O142, O158
	O6/H16, O8/H9, O8/H-, O11/H27, O15/H11, O20/H-, O25/H42, O25/H-, O27/H7, O27/H20, O63/H12, O78/H11, O78/H12, O128/H12 O128/H21, O139/H28, O148/H28, O149/H4, O159/H20, O159/H34 en O167/H5
	O28a,a, O112a,c, O124, O136, O143, O144, O152, O164, O167
	O157, O26, O111,O145


1.2.2
Ziekteverschijnselen van de verschillende E. coli

De entero-invasieve E. coli (EIEC) veroorzaakt een dysenterieachtig ziektebeeld dat niet te onderscheiden is van Shigellose. De patiënten hebben waterige ontlasting, waarin meestal leucocyten zijn te vinden. Overige klachten zijn koude rillingen, koorts, hoofdpijn, spierpijn en buikkrampen. Binnen 8-24 uur na de inname van EIEC treden de eerste symptomen op5, 6.

De enterotoxigene E. coli (ETEC) veroorzaakt waterige diarree met daarbij lichte verhoging, milde buikkrampen, algehele vermoeidheid, misselijkheid en braken. De verschijnselen lijken erg op cholera en treden op 12 tot 36 uur na inname. ETEC treedt vaak op in landen waar de hygiënische condities minder goed zijn. Veel gevallen van reizigersdiarree worden veroorzaakt door de ETEC5, 6.

 De enteropathogene E. coli (EPEC) veroorzaakt ernstige diarree bij jonge kinderen (zuigelingendiarree), gepaard gaande met (weinig) koorts en braken, en kan leiden tot ernstige uitdrogingsverschijnselen. De feces zijn waterig en veelal slijmerig. Het De sterftepercentage is hoog. Het komt vooral voor ontwikkelingslanden en gebieden met slechte hygiënische omstandigheden. De incubatietijd is 17 – 72 uur5,6.
De enteroadherente-aggregatieve E. coli (EA-aggHE) lijken een belangrijke oorzaak van ernstige en aanhoudende diarree bij volwassenen en kinderen. De ziekte uit zich door voortdurende waterige, slijmerige diarree en de (bijna) afwezigheid van koorts en bloed in de feces. Er is nog weinig inzicht in de pathogenese7.

De enterohemorragische E. coli EHEC veroorzaakt diarree waarbij bloed in feces kan voorkomen. Dit noemt men hemorragische colitis (HC). De patiënten hebben heftige buikkrampen en moeten braken. Na 24 uur volgt er waterige diarree, die er na een paar dagen bloederig uitziet. Meestal gaan de symptomen na een paar dagen over. Maar in een klein aantal gevallen (ongeveer 8%)  gebeurt dat niet en ontwikkelen de patiënten het hemolytische uremische syndroom (HUS). De kenmerken van HUS zijn hemolytische anemie, thrombopenie en acute nierinsufficiëntie. Van een HUS herstellen de meeste mensen uiteindelijk, maar 5 tot 10% houdt er nierinsufficiëntie aan over en 3 tot 17% overlijdt. HUS-patiënten zijn vooral kinderen beneden de 5 jaar en ouderen vanaf 60 jaar.

De EHEC wordt ook wel VTEC of STEC genoemd, afhankelijk van de detectiewijze (moleculair of serologisch). In het vervolg van dit verslag wordt meestal de term STEC gebruikt. Meestal werd bij uitbraken de variant E. coli O157H7 gevonden.

De infectueuze dosis van STEC bij mensen is erg laag: slechts 10 bacteriën zijn al voldoende. Bij dieren manifesteert de ziekte zich pas bij een hoeveelheid van 1010 bacterie.

1.2.3
Pathogenese

Van de pathogenese van de EA-AggEC is nog niet veel bekend. Er wordt nog steeds onderzoek naar gedaan. Er is meer bekend over de pathogenese van de andere soorten6.
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Fig. 3. Bovenstaande figuur toont de infiltratiewijze van de verschillende E. coli8

De ETEC penetreert de mucuslaag van de proximale dunne darm en hecht zich aan de mucosa cellen. Figuur 3 laat zien dat de kolonisatie van het mucosa oppervlak vergemakkelijkt wordt door de gastheerspecifieke fimbriaestructuur van de ETEC. Bepaalde kolonisatiefactoren zijn gerelateerd aan bepaalde O-serogroepen. 

De EPEC heeft twee serotypes, de EPEC 1 en EPEC 2. De EPEC 1 vormt microkolonies op de celoppervlak van de microvilli van darmoppervlak met de localized adherence (LA) van de toename van actine filamenten van het cytoskelet. De EPEC 2 heeft een diffuse adherence (DA) hechting aan de darmvilli. De kolonies hechten zich willekeurig.

De verwoesting van de darmvilli gebeurt in een drietraps module. 

De fimbriae van de EPEC hechten zich aan de microvilli van het darmepitheel  

De EPEC gaat zich steeds meer innestelen in de microvilli en beschadigt het darmoppervlak .

De microvilli raken steeds meer in verval en verliezen het vermogen om voedingsstoffen op te nemen. Daardoor vindt extra vochtafscheiding plaats en wordt de feces wateriger.

De EIEC. De pathogenese van de EIEC komt overeen met die van de Shigella. Net als Shigella dringt de EIEC de darmwand binnen en nestelt zich intracellulair in de darmepitheelcellen. Dat leidt tot intense acute ontstekingen. 

De EHEC produceert grote hoeveelheden verotoxinen (VT), die via de darmwand doorgaan naar VT-receptoren in de nieren. Na binding van het VT aan de receptor wordt de toxine geactiveerd, wat leidt tot remming van de eiwitsynthese in de nier en tot schade aan vasculaire endotheelcellen. Daardoor ontstaat nierinsufficiëntie. De meeste EHEC zijn in het bezit van het E. coli attaching and effacing (eae)-gen. Het chromosomale eae-gen codeert voor een 94 kilodalton buitenmembraan eiwit intimine. Door het eae-gen ontstaan er laesies (A/E-laesies) in de dikke en dunne darm. Deze laesies worden gekenmerkt door destructie van het brush border membraan en door het verlies van de structuur van de microvilli. Dit veroorzaakt heftige, eventueel bloederige diarree als gevolg van verminderde opname van water en voedingsstoffen via de microvilli.

1.2.4
Diagnostiek 

De diagnostiek van de diverse E. coli kan op verschillende manieren worden uitgevoerd. Er bestaan de volgende soorten testen:

Serologische testen, zoals de FAS-test en de Sereny-test, die resp. de EHEC en de EIEC aantonen. Beide tests zijn agglutinatietesten, waarbij met specifieke antistoffen de aanwezigheid van bepaalde antigenen wordt aangetoond.

Moleculaire technieken. Eerst wordt het materiaal (bijv. feces of sputa) vrijgemaakt van storende factoren, zodat er vrij DNA overblijft, waarna de PCR kan worden uitgevoerd. Daarbij wordt gebruik gemaakt van specifieke primers en probes, die de aanwezigheid van specifieke genen, zoals de Stx1 en Stx2 van bijv. de EHEC-groep, kunnen detecteren. 

Klassieke microbiologische testen, die gebruik maken van een ophopingsmedium9 (gemodificeerde trypton soja bouillon met novobiocine). Het overnachte ophopingmedium wordt afgeënt op een MacConkey Sorbitol agar (met cefixime en telluriet) of op een ChromAgar O157 (met cefixime en telluriet). Als er een bleke kolonie op de plaat ontstaat, kan dat wijzen op de aanwezigheid van E. coli O157, omdat die sorbitol niet kan omzetten. Om zekerheid moet er een andere bevestigende test worden uitgevoerd, serologisch of moleculair. 

Bovenstaande methodes gelden als “de gouden standaard”. Maar het St. Antonius Ziekenhuis gebruikt regulier een andere methode: bij binnenkomst van feces met een verdenking van een STEC-infectie ondergaat het fecesmonster de banale kweekprocedure. Aanvullend wordt het monster beënt op een extra plaat, het SMAC-medium (zie figuur 4 en 5) van de fabrikant OXOID. Na bebroeding overnacht bij 37ºC in een O2-stoof wijst een bleke kolonie op de mogelijke aanwezigheid van O157 (want de O157 is niet in staat om sorbitol af te breken) . Deze kolonie wordt dan geïsoleerd en opgestuurd naar het Twee Steden ziekenhuis in Tilburg voor de typering.
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Fig 4: SMAC-plaat, onbeënt



Fig. 5: SMAC-plaat met E. coli O157

1.2.5
De infectieroute

[image: image6.wmf]
fig. 6 De infectieroute11

De transmissie van de STEC naar de mens kan op verschillende manieren lopen:

via directe transmissie waarbij de mens in aanraking komt met water of dierenvoer, waarin de STEC terecht is gekomen vanuit speeksel of uitwerpselen van gedomesticeerde of wilde dieren, via overdracht van mens op mens, via voedselinfectie, waarbij de mens rauwe melk of onvoldoende verhit vlees die van een besmet dier afkomstig zijn, consumeert of via kruiscontaminatie, waarbij een besmette voedselbron in contact komt met onbesmet voedsel of fecaliën van een besmet dier.

1.3
Het belang van een snelle STEC-diagnose

Het is belangrijk om de diagnose EHEC / STEC snel te stellen, zeker bij de risicogroepen jonge kinderen en ouderen omdat de ziekte heel snel en dodelijk kan verlopen bij deze risicogroepen.

Omdat STEC beoordeeld wordt als een gevaarlijke infectieziekte, geldt er sinds december 1999 een meldingsplicht (groep C) en is er sinds april 1999 een geïntensiveerde surveillance van Shiga toxineproducerende Escherichia coli (STEC) O157 in Nederland1. Bij een mogelijke uitbraak vindt er in samenwerking tussen RIVM, GGD en andere instanties (zoals de Voedsel en Waren Autoriteit) bronopsporing en contactonderzoek plaats en worden er maatregelen getroffen ten aanzien van patiënt en contacten (hygiëneprotocollen, voorlichting, profylaxe en het weren van besmette personen uit voedselbereiding en kinderopvang)1.

Zo´n intensieve surveillance vond bijvoorbeeld plaats bij de eerste grote landelijke uitbraak van E. coli (STEC)O157, waarbij een puntbesmetting ten gevolge het eten van filet americain de meest waarschijnlijke oorzaak leek10.
1.4
Doel van het onderzoek van deze afstudeeropdracht

1.4.1
Het RIVM-onderzoek

Zoals hiervoor vermeld, geldt er sinds 1 april1999 een meldingsplicht en een intensieve surveillance van maagdarminfecties met E. coli O157. Laboratoria die positieve STEC O157 vinden, moeten deze rapporteren en het isolaat voor bevestiging en typering opsturen aan het RIVM. Het RIVM test de isolaten op aanwezigheid van de shigatoxinen (Stx) 1 en 2, het EHEC-hemolysine gen (e-hly) en E. coli attaching and effacing(eae) gen met behulp van PCR.

Na 1999 bleek het aantal STEC meldingen steeds iets te stijgen. In de afgelopen jaren 2000 tot en met 2002 waren er landelijk gemiddeld 40 STEC-meldingen. In het jaar 2003 was dit al 59 en in 2005 waren er 64 gevallen.

Toen het RIVM in 2005 een verhoging aan meldingen van E. coli O157 infecties constateerde, besloot het RIVM tot een uitgebreider onderzoek en het opzetten van een landelijk STEC-project. Doel van het onderzoek was om na te gaan of er inderdaad een landelijke stijging is van STEC en om gegevens te verzamelen over de voorkomende STEC-varianten, de spreiding over het land, de persoonskenmerken (leeftijd, man/vrouw), de waarschijnlijke infectiebronnen en het klinisch beeld. Daarbij liet het RIVM in de periode 23 oktober 2005 tot 1 november 2006 door 8 verschillende laboratoria fecesmonsters die voldeden aan bepaalde selectiecriteria, onderzoeken met de PCR-methode op de aanwezigheid van STEC. Positieve monsters werden voor typering naar het RIVM gestuurd. Ook werden via een vragenlijst een aantal gegevens over de positieve patiënten achterhaald (klinisch beeld, antibioticagebruik, aanwezigheid van andere personen met soortgelijke klachten in het huishouden en de reden van de diagnostiekaanvraag). 

Voor de regio Utrecht nam het St. Antonius ziekenhuis deel aan dit onderzoek. Dit verslag beschrijft de uitvoering van het onderzoek in het lab van het St. Antonius ziekenhuis, rapporteert over de uitkomsten van het STEC-onderzoek voor de regio Utrecht en vergelijkt die met de landelijke uitkomsten. Het gaat daarbij om de volgende gegevens: aantal positieve STECs, de varianten (serotypen), verdeeld naar leeftijd, geslacht, klasse-indeling (op basis van de selectiecriteria), seizoensgerelateerdheid en de vergelijking met de landelijke gegevens.

1.4.2
Het extra onderzoek

Naast het algemene RIVM-onderzoek heb ik op het St. Antonius Ziekenhuis extra opdrachten uitgevoerd, met het doel om een goede en zo goedkoop mogelijke test te vinden om STEC te detecteren. 

In principe zouden de volgende drie methodes in aanmerking kunnen komen:

1. De ELISA. 2. De immunocard en 3. De Dynabead.

De ELISA (firma Meridian) werkt met monokolonalen voor de specifieke markers. Er bestaan diverse specifieke markers: voor stx1 en stx2 genen alleen, voor de stx1 en slt1 en de stx1 en slt 1 α en β ketens en voor de E. coli O111, E. coli O157, E. coli O157H7. Eerste nadeel van de ELISA is dat je er alleen beperkte serotypes mee kunt detecteren. Verder zijn de ELISA-kits slechts beperkt houdbaar. Gezien de lage incidentie van STEC kan het St. Antonius Ziekenhuis door die beperkte houdbaarheid niet optimaal gebruik maken van de ELISA. Daarom is de ELISA afgevallen.
De sneltest immunocard STAT E. coli O157H7 (firma Meridian), een serologische methode, is afgevallen door de te hoge kosten van € 160 per 30 testen. Ook hier geldt dat de houdbaarheid van de kit is vervallen voordat je 30 testen hebt kunnen doen. Een ander bezwaar is dat die methode alleen de specifieke E. coli O157H7 kan ontdekken, maar niet de andere EHEC-soorten. 

De Dynabead (firma Invitrogen) is afgevallen wegens de te hoge kosten in verhouding tot het gebruik. Om de dynabead te gebruiken moet eerst een apparaat van circa € 14.000 worden aangeschaft en ook zijn de gebruiksmaterialen kostbaar. 
Daarom is gekozen voor de klassiek-microbiologische methodes met gebruik van platen. Na onderzoek naar de samenstelling van diverse platen en beoordeling van kosten van de media is er een selectie van media gemaakt. Vier media zijn gekozen: de SSI enteric, de SMAC, de SMAC+BIGC en de EMB. 

Onderzocht is welk van die 4 platen het meest geschikt is om de STEC te detecteren. 

Ook werd onderzocht of pathogene E. coli een bebroeding overnacht in een GN broth buis en een seleniet buis konden overleven.

Verder werd onderzocht of verschillende mixen, samengesteld uit een negatief monster van het STEC-project en in bouillon opgewerkte E. coli, op de 4 geselecteerde platen wilde groeien om te weten of die klassieke platen die lage concentratie kunnen detecteren.

Tot slot is nagegaan of de waarnemingen door 4 verschillende personen van de groei van 13 stemmen en monsters op de SMAC+BCIG met elkaar overeenkwamen.

De bedoeling was na te gaan of meerdere personen een zelfde of een verschillende waarneming hadden.

Dit verslag rapporteert over de manier waarop ik dat heb onderzocht en de resultaten daarvan.

Hoofdstuk 2

Materiaal en methoden

2.1.1
Het landelijke STEC-onderzoek in 2005-2006
in 2005 zette het RIVM het onderzoek op naar de landelijke incidentie van STEC en de daarin voorkomende serotypen. Er werden 8 laboratoria (zie fig.7) verspreid over Nederland gevraagd om gedurende de periode van 24 oktober 2005  (eerste twee weken testperiode) tot 13 november 2006 wekelijks per laboratorium 10 fecesmonsters te testen volgens het door het RIVM opgestelde protocol. De resultaten werden genoteerd en ingestuurd naar het RIVM.
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fig. 7 regio’s en laboratoria

2.1.2
 Verzamelen van fecesmonsters voor het STEC project 

Elk lab verzamelde elke week 10 monsters feces in 5 verschillende klassen, die aan de criteria van het studieprotocol van het RIVM moesten voldoen. De monsters werden geregistreerd op het registratieformulier en in een schema op de computer. Het St. Antonius Ziekenhuis zelf beschikte niet steeds elke week over 10 monsters die aan de criteria voldeden. Daarom vroeg het St. Antonius Ziekenhuis ook aan het Diakonessenhuis in Utrecht en in Zeist en aan het Zuwe Hofpoort ziekenhuis in Woerden om die monsters aan te leveren. 

Volgens het studieprotocol van het RIVM kwamen de volgende monsters in aanmerking voor onderzoek:

Klasse 1: patiënt met macroscopisch bloederige feces.

Klasse 2: bloederige diarree of feces of hemorragische colitis vermeld bij aanvraag.

Klasse 3: feces van patiënt jonger dan 6 jaar.

Klasse 4: willekeurig fecesmonster ingestuurd voor enterale pathogene zonder specifieke verdenkingen (zogenaamd aanvulmonster).

Klasse 5: patiënt met HUS.

De patiënten mochten niet dubbel voorkomen in het onderzoek. Bij voorrang moesten monsters gekozen worden uit de klassen 1, 2, 3 en 5. Als dat er minder dan 10 waren, dan werd aangevuld uit klasse 4.

2.1.3
Registratie monsters 

Na ontvangst werden wekelijks per monster in de computer en het labjournaal de volgende gegevens geregistreerd: lab.nr., naam, geb. datum en postcode van patiënt, m/v, klasse, gewicht van het monster, de hoeveelheid toegevoegde buffer (verhouding moest 1:5 zijn), de uitslag van de interne controle, de PCR-uitslag en bijzonderheden (bijv. speciale aanvraag). Alle monsters die werden gebruikt voor het STEC onderzoek, kregen ook nog een apart nummer in volgorde van binnenkomst.

Die gegevens werden ook vermeld op het registratieformulier van het RIVM, behalve het gewicht van het monster, de toegevoegde buffer en het nummer van binnenkomst.

2.1.4
Voorbewerking monsters

Voordat de DNA isolatie kon worden uitgevoerd, werden de fecesmonsters voorbewerkt. Voor het optimaliseren van fecesmonsters werd de L6 buffer gebruikt, die door het RIVM was bereid en aangeleverd.

Het RIVM stelde die L6-buffer als volgt samen: 480 g GuSCN werd afgewogen in een zuurkast en er werd 400 ml L2 buffer aan toegevoegd. De suspensie werd gehomogeniseerd door deze te verwarmen bij 60 ºC. Aan deze suspensie werd 88 ml EDTA (pH8,0) en 10,4 ml TritonX-100 toegevoegd.

De L2-buffer bestond uit 12,1 g Tris en 800 ml biology water. Er werd 8,1 ml 37% HCL toegevoegd, daarna werd dit aangevuld tot een volume van 1 l. De 0,2 M EDTA werd gemaakt met 74,7 g EDTA en 8,8 g NAOH en opgelost in 800 ml molecular biology water en aangevuld tot een volume van 1 l. Beide oplossingen werden geautoclaveerd gedurende een half uur bij 121°C.

Het DNA in de feces werd gestabiliseerd door de L 6 buffer, terwijl de GuSCN ervoor zorgde dat het vrijgekomen nucleïnezuur zich goed kon binden aan magnetische silica. 

Van ieder monster werd100-250 mg of ml feces in een eppendorf cupje gedaan. Per monster werd de hoeveelheid afgewogen en geregistreerd. Er werd een 20% suspensie gemaakt met L6 buffer. De feces suspensie werd gevortexd. Als deze niet makkelijk oploste, dan werd er 5 min gewacht en later nog een keer gehomogeniseerd tot een homogene suspensie werd bereikt.

Zolang het aantal van 10 monsters in een week nog niet bereikt was, werden de voorbewerkte monsters opgeslagen bij -20ºC, tot het moment waarop er 10 monsters waren binnengekomen en de DNA isolatie werd uitgevoerd.

De DNA isolatie vond plaats in  3 stappen: de lysis, de binding en het wasproces. Daarna bleven er eluaten over. In figuur 8 zijn de gebruikte attributen afgebeeld. Figuur 9 bevat een schematische weergave van die stappen.
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Fig.8 Linksboven de NucliSens miniMag, rechtsboven het thermo schudapparaat,

linksonder het magnetisch rek en rechtsonder de pipettor12.
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Fig. 9: schematische weergave DNA isolatie12
2.1.5
DNA isolatie, onderdeel lysis

Zodra er in een week 10 monsters binnen waren, werd de DNA-isolatie uitgevoerd op die 10 monsters. De epjes met de eerder in die week ingevroren monsters werden ontdooid door ze ongeveer 30 min op tafel te laten staan. Daarna werden alle epjes met de suspensie in de centrifuge gecentrifugeerd gedurende 2 min bij 1300 rpm waaruit later de supernatant van de fecessuspensie werd gepipetteerd.

Met het oog op de uniformiteit moesten alle deelnemende labs gebruik maken van dezelfde commerciële kit voor DNA isolatie van de firma Biomerieux, bestaande uit de NucliSens MiniMAG lysis en de NucliSens Magnetic Extraction Reagentia.

Per run werden er 12 centrifugebuizen (inhoud minimaal 10 ml) gevuld met 2 ml NucliSens MiniMAG lysis, waarna de buizen gevortexed werden. Vervolgens werd aan de eerste 10 buizen 200 (l supernatante fecessuspensie toegevoegd uit de 10 epjes met monster. Per run werd steeds een positieve en een negatieve controle meegenomen. Het epje voor de positieve controle bevatte positieve E. coli O157, die het RIVM tevoren aan alle labs in ingevroren toestand had aangeleverd. Voor de negatieve controle werd PBS toegevoegd aan de twaalfde lysisbuis. Daarna werd de buis gesloten en gevortexed. Vervolgens werden de buizen 10 min geïncubeerd bij kamertemperatuur.

2.1.6
DNA isolatie, onderdeel binding

Na de incubatie werden de buizen gedurende 10 sec gemixt bij 1500 g. Er was ook een interne controle voor de PCR nodig, waarvoor aan elke buis 40 (L zeehondenvirus (PhHV) werd toegevoegd. Om het DNA te kunnen isoleren werd aan elke buis 50 (l magnetische silica suspensie (magnetic beads) toegevoegd. Na sluiting met een schroefdopje werden de buizen gevortexed en gedurende 10 min bij kamertemperatuur geïncubeerd.

2.1.7
DNA isolatie, onderdeel wasproces

De buizen werden gedurende 2 min. bij 1500 g gevortexed, waarna het wasproces plaats vond, dat bestond uit de volgende stappen:

Er werd 400ml Wasbuffer 1 aan de buizen toegevoegd. De suspensie werd overgebracht in 1,5 ml epjes met een afschroefbaar dopje. De epjes werden geplaatst in de Nuclisens miniMAG (magneet aan) én (tegelijkertijd werd de thermoshaker machine aangezet om op te warmen). het mengsel werd gewassen op stand 1 gedurende 30 sec. Alle vloeistof werd afgepipetteerd (magneet uit). 400 ml wasbuffer 1 werd toegevoegd en het mengsel werd 30 sec gewassen op stand 1 (magneet aan). Alle vloeistof werd afgepipetteerd (magneet uit). 500 ml wasbuffer 2 werd toegevoegd  en er werd 30 sec gewassen op stand 1 (magneet aan). Alle vloeistof werd afgepipetteerd (magneet uit). 500 ml wasbuffer 2 werd toegevoegd en het mengsel werd 30 sec gewassen op stand 1 (magneet aan). Alle vloeistof werd afgepipetteerd (magneet uit). 500 ml wasbuffer 3 werd toegevoegd en het mengsel werd 15 sec gewassen op stand 1 wassen (magneet aan). Alle vloeistof werd afgepipetteerd (magneet aan). 100 ml elutiebuffer werd toegevoegd. De pallet werd los getikt. Het mengsel werd 5 min geïncubeerd in een thermoshaker bij 60ºC en 1400 rpm. De epjes werden in een magneetrekje geplaatst. Het eluaat werd overgebracht in een schoon epje. Indien de PCR niet op die zelfde dag werd uitgevoerd, werd het eluaat opgeslagen bij -20ºC.

2.1.8
Uitleg van de gebruikte realtime PCR

Op het geïsoleerde DNA werd een realtime PCR gedaan.

Voordat de uitvoering wordt beschreven, volgt eerst een algemene uitleg van de PCR-methode en de realtime PCR.

PCR staat voor Polymerase Chain Reaction, (polymere kettingreacties) en wordt gebruikt om uit zeer kleine hoeveelheden DNA specifiek één of meer gedeeltes te amplificeren tot er genoeg van is om het te analyseren. PCR bestaat sinds de 80-er jaren en heeft heel veel bijgedragen aan de enorme vooruitgang van de moleculaire biologie in de laatste 25 jaar. De realtime PCR is een verfijnde variant van de PCR, waarbij het DNA al tijdens het amplificeren kan worden aangetoond.

Een PCR cyclus bestaat uit drie verschillende fasen.

In de eerste fase, de denaturatie, wordt de temperatuur verhoogd naar 94ºC, waardoor het DNA denatureert en de DNA-strengen van elkaar los worden gebroken.

In de tweede fase, de annealing,  wordt de temperatuur verlaagd naar 50-60ºC. Bij die temperatuur gaan de primers werken. Primers zijn kleine stukjes chemisch gesynthetiseerd DNA, die de basenvolgorde (volgorde van de bouwstenen C, A, G en T) kunnen herkennen en zich complementair gaan hechten aan de uiteinden van de specifieke stukjes DNA, die je wilt isoleren.

In de derde fase, de elongatie/synthese wordt de temperatuur verhoogd naar 72ºC en zorgt het enzym Taqman DNA Polymerase ervoor, dat er weer nieuwe basen, losse DNA bouwstenen, op de juiste plaats gekoppeld worden aan de geselecteerde DNA stukjes. Bij die elongatie ontstaat een nieuwe streng van DNA en wordt de hoeveelheid DNA verdubbeld.

Door die drie fasen meerdere keren achter elkaar te herhalen, wordt een specifiek stuk DNA zeer vaak vermenigvuldigd. Figuur 10 laat zien hoe de drie fasen verlopen.
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Figuur 10 De drie fasen van de PCR13

Bij realtime PCR kan het DNA al tijdens de PCR worden aangetoond. Daarbij vindt er een competitie plaats tussen de primers en de probes, beiden willen zich hechten aan de template (het geïsoleerde stukje DNA of de kopie daarvan). Gelabelde probes binden zich aan een specifiek stuk DNA en zijn niet waar te nemen zolang de probe nog intact is. Zodra de PCR reactie op gang komt, hydrolyseert het Taqman Polymerase de probe. Daardoor komt de reporter vrij van de quencher.De quencher kan dan niet langer de fluorescentie van de reporter blokkeren. De fluorescerende labels van de reporter gaan dan fluorescerend licht van een bepaalde golflengte uitzenden. Dit proces is weergegeven in figuur 11.
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fig. 11 het vrijkomen van de fluorescentie14
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fig. 12 PCR apparaat (ABI-PRISM 7000) met computer

Hoe meer cycli er hebben plaatsgevondenen hoe  meer DNA is omgezet, des te sterker wordt het fluorescerende signaal. Het PCR apparaat (zie figuur 12) vangt de steeds sterker wordende signalen op en vertaalt die in een grafiek, uitgedrukt in RFU's (Relative Fluorescent Unit). Omdat er bij realtime PCR ook standaarden (bekende STEC E. coli in drie verschillende verdunningen) worden meegenomen waarvan de hoeveelheid DNA bekend is, kan er een ijklijn worden geplot. Met de realtime PCR kan de Cycle threshold (Ct)-waarde berekend worden, die het PCR cyclus nummer aangeeft waarbij het signaal voor het eerst boven het achtergrond signaal uitkomt en dus positief is. Figuur 13 toont een voorbeeld van een computeranalyse van een realtime PCR. De horizontale groene lijn is de threshold lijn die de hoogte van het achtergrondsignaal weergeeft.
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fig. 13 voorbeeld van een STEC analyse na realtime PCR
2.1.9
Gebruikte primers en probes bij de realtime PCR

Voor de PCR werden de volgende primers en probes gebruikt: specifieke forward en reverse STEC-primers en probes, de TaqMan® -MGB probe, gelabeld met FAM, de specifieke forward en reverse primer voor de PhHV en de TaqMan® -MGB probe, gelabeld met VIC.

STEC kon worden aangetoond door de aanwezigheid van de Stx-genen. Hiervoor leverde het RIVM de in tabel 1 vermelde primers en probes.

Tabel 1: sequenties van gebruikte primers en probes in de STEC PCR

	Forward primers STEC

	Stx1F934_mod
	5’-TGG CAT TAA TAC TGA ATT GTC ATC ATC-3’

	Stx2F_LvI
	5’-CCG GAA TGC AAA TCA GTC GT-3’

	Reverse primers STEC

	Stx1R1042_G
	5’-GCG TAA TCC CAC GGA CTC TTC-3’

	Stx1R1042_modC
	5’-GCG TAA TCC CAC GCA CTC TT-3’

	Stx2R_G_LvI
	5’-ACC ACT GAA CTC CAT TAA CGC C-3’

	Stx2R_A_LvI
	5’-TAC CAC TAA ACT CCA TTA ACG CCA-3’

	Taqman MGB probes STEC

	Stx1P990_mod_MGB
	5’-6-FAM-TTC CTT CTA TGT GTC CGG CAG-NFQ-MGB-3’

	Stx2P_LvI_MGB
	5’-6-FAM-ACT CAC TGG TTT CAT CAT A-NFQ MGB-3’


Bij de PCR werd ook een interne virale controle uitgevoerd om te controleren of de DNA isolatie van de feces monsters goed gelukt was. Op voorschrift van het RIVM werd daarvoor gebruik gemaakt van de PhocineHerpes Virus 1 (zeehondenherpesvirus). Deze PHV werd aangeleverd door het RIVM. Voor deze interne controle werden de primers en probes uit tabel 2 gebruikt. 

Tabel 2: sequenties van gebruikte primers en probes in de PhHV PCR
	Forward primer PhHV

	PhHV-267s
	5’-GGG CGA ATC ACA GAT TGA ATC-3’

	Reverse primer PhHV

	PhHV-337as
	5’-GCG GTT CCA AAC GTA CCA A-3’

	Taqman MGB probe PhHV

	PhHV-1-MGB-VIC
	5’-VIC-CGC CAC CAT CTG GAT-NFQ-MGB-3’


De twee targets plus interne controle werden gecombineerd gebruikt bij de PCR. Dat wordt ook wel multiplex PCR genoemd.

2.1.10
Klaarmaken van de monsters voor realtime PCR

Elke week werden de 12 epjes met eluaten (10 in die week binnengekomen fecesmonsters plus 1 positief en 1 negatief monster) verzameld (vers of ontdooid uit de vriezer) en even in de koelkast gezet. Er werd een reactiemix gemaakt om de PCR uit te kunnen voeren, waarvoor eerst een voormix werd bereid. De hoeveelheid reactiemix moest berekend worden voor de 12 epjes, voor drie verdunningen en rekening houdend met de foutenmarge. Daarom werd er wekelijks voor minimaal 17 samples reactiemix gemaakt. Eén portie reactiemix bestond uit 7,5 µl voormix en 12,5 µl mastermix. Tabel 3 en 4 vermelden de samenstelling van resp. de voormix en de reactiemix. 

Tabel 3: samenstelling voormix

	Bestanddeel
	Per sample
	Voor een complete run 

	STEC primer/probe mix
	3.0 µl
	51.0

	PhHV primer/probe mix
	3.0 µl
	51.0

	BSA [5 mg/ml]
	0.5 µl
	8.5

	Water molecular biology grade
	1.0 µl
	17.0

	Totaal
	7.5 µl
	127.0


Tabel 4: samenstelling reactiemix

	Bestanddeel
	Per sample
	Voor een complete run 

	Voormix
	7.5 µl
	127.0

	2x TaqMan Universal PCR Master mix 

(Applied Biosystems).
	12.5 µl
	212.5

	Totaal
	20.0 µl
	340


De reactiemix werd in ruimte 1 van het lab moleculaire biologie bereid, waar het huishoudelijk reglement SOP Moleculaire biologie voor ruimte 1 van toepassing is. Deze ruimte is geschikt om PCR buffers te maken, waarin absoluut geen nucleïnezuren aanwezig mogen zijn, die de reactiemix zouden kunnen verontreinigen. 

Vervolgens werd de reactiemix meegenomen naar ruimte 3. In de flowkast waarvan het licht uitgezet was, werd er eerst 20 µl reactiemix gepipetteerd in alle welletjes volgens onderstaand schema. Daarna werd 5 µl uit de 12 epjes met eluaat gepipetteerd volgens onderstaand schema. Drie cellen werden gevuld met een 5 µl positieve controle van een bekende E. coli O157 (afkomstig van het RIVM en niet uit de DNA-isolatie) in concentraties van resp. onverdund (in wel f), 1:100 (in wel e) en 1:10.000 (in wel d). Voor de 1:100 verdunning werd aan 1 µl positieve E. coli O157 99 µl water toegevoegd en voor de 1:10.000 werd aan 1 µl van de 1 op 100-verdunning 99 µl water toegevoegd.
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figuur 14: een 96-wells plaat

Tabel 5a geeft de indeling van 1 run weer. Alleen de eerste twee rijen van de 96 wells plaat werden gebruikt. De overige 10 rijen waren desgewenst beschikbaar voor extra testen.

Tabel 5a: indeling eerste twee kolommen

	Kolom 1 en 2 van de 96 wellsplaat
	Kolom 1
	Kolom 2

	a
	STEC monster 1
	STEC monster 9

	b
	STEC monster 2
	STEC monster 10

	c
	STEC monster 3
	negatieve controle

	d
	STEC monster 4
	controle 3

	e
	STEC monster 5
	controle 2

	f
	STEC monster 6
	controle 1

	g
	STEC monster 7
	

	h
	STEC monster 8
	positieve controle 


De plaat werd dichtgeseald met de speciale seal. De plaat werd in de realtime PCR machine ABI Prism 7000 (zie figuur 12) gezet. De plaat werd afgedekt met de speciale pad. De realtime PCR machine werd ingeschakeld en op de computer werd het programma voor de STEC PCR geselecteerd. In het programma werd de opdracht ingevoerd om te selecteren op markers STEC en PhHV en om de PCR run gedurende 45 cycli te volgen (zie tabel 5b voor de diverse instellingen). Er werd ingevoerd dat de cellen 25 µl bevatten. Na de invoer volgde de bevestiging en ging de PCR draaien. 

Tabel 5b: instelling voor de PCR run

	Instellingen
	Aantal
	Tijd
	Temperatuur

	
	1 x
	2 min
	50ºC

	Denaturatie
	1 x
	10 min
	95ºC

	Annealing + synthese
	45 x
	15 sec, 1 min
	95ºC, 60ºC

	
	1 x
	oneindig
	4ºC



De run (45 cycli). duurde ongeveer 1,5 tot 2 uur. Na verloop van een aantal cycli detecteerde de ABI Prism 7000 steeds meer fluorescentie-signalen, die afkomstig waren van de PHV en de STEC en waarvan de computer een grafiek maakte. Na afloop van de 45 cycli werden de resultaten opgeslagen en beoordeeld.

Eerst werd met behulp van de positieve controle nagegaan of de PCR run goed was verlopen. Daarvoor werd gekeken of de Ct-waarden van de signalen van de PHV analyse tussen de 29 en 32 lagen (zie figuur 15.) Als dat zo was, dan was de DNA isolatie van de monsters goed uitgevoerd. De Ct staat voor cycle threshold. Een Ct-waarde van 29 betekent dat tijdens het PCR proces het signaal van de reporter vanaf 29 cycli door de ABI prism gedetecteerd werd. Een te hoge Ct-waarden, bijv. van 37, waarbij het signaal pas na 37 cycli boven de threshold zou komen, betekent dat het signaal te zwak was. Dat kon veroorzaakt zijn door een slechte DNA isolatie, maar ook doordat het pipetteren niet goed was uitgevoerd. Bij een te hoge of te lage waarde werd de run niet geaccepteerd en werd de run op het materiaal van die week een week later opnieuw uitgevoerd, tegelijk met de run op het materiaal van de volgende week. Een waarde beneden de 29 geeft aan dat de PhHV te snel is opgekomen, wat wijst op een te hoge concentratie PhHV. Ook dan werd de run opnieuw gedraaid. Als de Ct-waarde van die monster(s) bij de herhalingsrun opnieuw te hoog waren, dan werd DNA-isolatie van die monster(s) opnieuw uitgevoerd. Als het resultaat van de PhHV dan nog steeds te hoog was, werd dat monster opgestuurd naar het RIVM en door het RIVM geanalyseerd.


[image: image15.png]““““““





fig. 15 voorbeeld van interne controle met PhHV

Vervolgens werden de resultaten van de STEC analyse bekeken. Figuur 13 is een voorbeeld van een grafiek die tijdens het onderzoek uit een van de runs kwam. De curve die  zichtbaar opkwam bij cyclus 17, liet een positief STEC monster zien en bevatte een grote hoeveelheid STEC DNA. De curves die opkwamen bij cyclus 22 en 23, waren positieve controles (de ene kwam uit de DNA isolatie en de andere was het bekende onverdunde E. coli. O157 monster). De curve die bij cyclus 29 opkomt, hoort bij de 100 maal verdunde bekende E. coli O157 (positieve controle), dus 6 cycli later dan de onverdunde E. coli O157. Omdat bekend is dat de fluorescentie bij een verdunning van 1:10 3 cycli later opkomt, geeft het 6 cycli later opkomen bij een verdunning van 1:100 aan, dat het pipetteren goed is verlopen.

De signalen die tijdens de run nét boven de threshold kwamen en niet in een mooie curve liepen, gelden als een negatief resultaat. Zo’n curve zou kunnen horen bij een monster dat geen STEC bevatte of bij een 10.000 maal verdund monster.

Bij de analyse van de runs werden alle monsters met een Ct-waarde vanaf 16 tot en met 37 aangemerkt als positieve STEC monsters en die werden vervolgens naar het RIVM gestuurd voor verdere analyse. Het RIVM deed nader onderzoek en gaf de uitslagen daarvan door aan het insturende lab.

2.2 Het eigen onderzoek met klassieke platen

2.2.1
Onderzoek geschikte klassieke media STEC determinatie

Bij mijn eigen onderdeel van het onderzoek heb ik de effectiviteit voor het opsporen van STEC van 4 klassieke platen vergeleken. De werking van de 4 soorten platen wordt beschreven bij 2.2.2. Die 4 geselecteerde platen werden beënt met 4 positieve STEC monsters uit het STEC-project, met E.coli O157, E.coli O26, E.coli O111, E.coli O145, Salmonella, Shigella, E.coli en E.coli (genta-) stammen. De test werd in duplo uitgevoerd. Bij 2.2.3 wordt de uitvoering van het testonderzoek verder beschreven.
2.2.2
Omschrijving SSI enteric, SMAC, SMAC +BIGC en EMB platen

SSI enteric is een agar die kan differentiëren tussen de E. coli die wel in staat is om lactose om te zetten en de E.coli O157, die dat niet kan. Op de plaat laat de E. coli O157 daarom de groei van een bleke kolonie zien. Ook de Salmonella is niet in staat om lactose om te zetten. Om te differentiëren tussen Salmonella en EHEC bevat de plaat sodium thiosulphate, glucose, sodium pyruvate en ferric citrate, die door de Salmonella worden omgezet in ferricsulphide. De EHEC is niet in staat ferricsulphide te vormen en geeft geen reactie. De Salmonella kan dat wel en laat een zwarte neerslag zien op de plaat.

SMAC staat voor Cefixime Rhamnose Sorbitol MacConkey agar. Op MacConkey agar groeien alle Enterobacteriaceae en enkele andere gramnegatieve staven. Bijna alle grampositieve en moeilijk groeiende bacteriesoorten worden in hun groei geremd door de aanwezigheid van galzouten en kristalviolet. Cefixime rhamnose en sorbitol zijn toegevoegd om te kunnen differentiëren tussen E. coli, die lactose wel en E. coli die lactose niet kunnen omzetten. De E.coli O157 kleurt bleekroze op deze plaat en de ander E.coli’s kleuren hardroze.

SMAC+BIGC is bijna hetzelfde als de SMAC-plaat. Alleen is er nog BIGC toegevoegd. De BIGC staat voor chromogeen 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-gluronide. Deze stof is toegevoegd om een betere scheiding te kunnen maken tussen de verschillende E.coli’s. E. coli die het enzym glycuronidase kunnen maken, breken de BIGC af, waardoor de stof indolyl vrijkomt op de plaat, die een blauwgroene neerslag geeft. De E.coli O157 heeft geen gen voor het enzym glycuronidase en groeit daardoor als een bleke kolonie op de plaat.

EMB staat voor Eosin Methylene Blue agar en wordt gebruikt voor de isolatie van de groep Enterobacteriaceae of andere gramnegatieve staven. Dit medium bevat twee speciale kleurstoffen, eosine en methyleenblauw, die de groei van grampositieve bacteriën en moeilijk groeiende bacteriesoorten remmen. Verder bevat EMB lactose en saccharose. De Enterobacteriaceae groep heeft gramnegatieve bacteriën, die wel lactose kunnen omzetten en als een zwartgroene kolonie met metaalglans op de plaat kunnen groeien. Kolonies die de lactose niet kunnen omzetten, zoals de Salmonella, de Shigella en de O157, kunnen de lactose niet omzetten en vormen op de plaat doorschijnende kolonies.

2.2.3.
Methode van het onderzoek met de klassieke platen

Detectievermogen van de 4 geselecteerde media

De determinatie met klassieke platen werd uitgevoerd op een aantal stammen en op een aantal monsters, die positief bevonden waren in het STEC-onderzoek.

De volgende stammen en monsters werden gebruikt:

Salmonella, Shigella, E.coli (niet-zijnde EHEC), E.coli (genta-) (allen afkomstig uit de voorraad in de vriezer van het lab);

O157H-, O157, O26, O111, O145 (opgevraagd bij het RIVM);

4 fecesmonsters die bij PCR-run in het St. Antonius Ziekenhuis positief bleken voor STEC. Het betrof de monsters met nummers 434, 474, 494, en 499.

De Salmonella en de Shigella stammen, die qua omzetting van voedingsstoffen op de platen lijken op de EHEC, werden gekozen om te onderzoeken of zij te onderscheiden waren van de EHEC. De niet-STEC E. coli werden gekozen om te zien of zij gedifferentieerd werden van de STEC monsters.

De hiervoor genoemde stammen en monsters werden rein gezet op een gewone bloedplaat (TSS). De platen werden overnacht in een CO2-stoof bij 35ºC bebroed.  Vervolgens werden de stammen overgeënt op de geselecteerde media: SSI enteric, SMAC, SMAC+BIGC en EMB platen. Deze werden overnacht in een O2-stoof bij 37ºC bebroed. Na 24 uur werden de kolonies die zich op de diverse media hadden gevormd, beoordeeld op uiterlijk en kleur en geregistreerd in een schema. De platen werden weer teruggezet en opnieuw bebroed in een O2-stoof bij 37ºC en na 48 uur beoordeeld. Deze hele procedure werd in duplo uitgevoerd en ook deze resultaten werden geregistreerd. 

2.2.3.2.
Detectievermogen na bebroeding in GN broth en seleniet buis

Ook werden de stammen en monsters in een GN-broth buis en een Seleniet buis gedaan (zoals gebruikelijk is bij een banale kweek), die na 24 uur werden afgeënt op de 4 geselecteerde platen. Ook die werden een dag bebroed bij 37ºC en na 24 uur beoordeeld. Dat gebeurde om te kijken of de EHEC ook kon overleven in de GN-broth buis en de Seleniet buis.

2.2.3.3.
Detectievermogen van de media bij gebruik van mixen

Er werden vijf mixen gemaakt van een negatief STEC-monster met de volgende door het RIVM aangeleverde stammen: O26, O157, O11, O145 en O145H-. Daarvoor werd steeds één kolonie van die stam opgewerkt in 5 ml bouillon, die eerst 4 uur bij 37ºC in de CO2 had gestaan, waarna er 1 ml aan een half gevuld fecespotje werd toegevoegd. De mixen werden direct op de 4 geselecteerde media beënt.

Maar ook werden de mixen opgehoopt in de GN broth en de seleniet buis, waarna ze weer op de 4 geselecteerde media werden beent. Steeds werden de resultaten na 24 en na 48 uur beoordeeld.

2.2.3.4
Vergelijking van waarneming van verschillende personen

Het medium SMAC+BIGC gaf de grootste variatie in beoordeling van de 13 bovenvermelde stammen. Daarom werd deze plaat geselecteerd om de interpretatie van de groei van die stammen ook nog door 4 andere onafhankelijke personen te laten beoordelen. Die personen kregen de opdracht om hun waarneming van de kolonies te beschrijven in termen van kleur en vorm. Daarmee werd nagegaan of meerdere personen een zelfde of een verschillende waarneming hadden. Dat zegt iets over de effectiviteit, betrouwbaarheid en objectiviteit van deze onderzoeksmethode.

Hoofdstuk 3

Resultaten

3.1
Resultaten STEC onderzoek, landelijk en St. Antonius ziekenhuis 

Gedurende 54 weken (waarvan de eerste twee testweken waren)  verzamelde elk deelnemend lab iedere week 10 monsters die voldeden aan de eisen en werd de  realtime PCR uitgevoerd.

De resultaten werden wekelijks op het werkformulier ingevuld en naar het RIVM gestuurd. In de 54 weken werden er landelijk in totaal 4.292 monsters onderzocht. Uiteindelijk bleven er landelijk 4.069 monsters over, waarvan een resultaat kon worden vastgesteld. 223 monsters vielen af door een van de volgende oorzaken: remming van de PCR, het voorkomen van een monster van dezelfde patiënt bij verschillende laboratoria, het verloren gaan van monsters. Het St.Antonius Ziekenhuis heeft in totaal van 485 bruikbare monsters de resultaten vastgesteld en opgestuurd. Van de 4.069 onderzochte monsters waren er landelijk 68 monsters positief.

Tabel 6: aantal positief geteste feces, landelijke en regionaal

	Regio
	Aantal geteste monsters
	Positief
	Percentage

	landelijk
	4069
	68
	1.7

	gemiddeld
	509
	8 à 9
	1,7

	lab Nieuwegein
	485
	11
	2.3

	lab Groningen
	603
	12
	2.0

	lab Apeldoorn
	497
	3
	0.6

	lab Enschede
	450
	6
	1.3

	lab Arnhem
	504
	6
	1.2

	lab Tilburg
	499
	8
	1.6

	lab Goes
	527
	9
	1.3

	lab Haarlem
	504
	13
	2.6


Gemiddeld zonden de labs 509 monsters in. De standaarddeviatie werd berekend op 44. Het aantal monsters dat door het St. Antonius Ziekenhuis werd ingestuurd, viel binnen de normale verdeling. Het lab Enschede viel met 450 ingezonden monsters iets beneden de standaarddeviatie. Het lab Groningen viel met 603 ingezonden monsters boven de normale verdeling. Dat kwam doordat Groningen de opdracht had gekregen om extra monsters te testen. Over het geheel genomen week het aantal ingezonden monsters per lab niet significant af van het gemiddelde.

Nagegaan werd of er significante verschillen waren tussen de diverse regionale labs in het aantal gevonden positieve monsters. Het lab Apeldoorn viel met 3 positieve monsters net beneden de eerste standaarddeviatie, maar viel nog wel binnen de tweede standaarddeviatie. Het lab Haarlem zat met 13 positieve monsters net boven de eerste standaarddeviatie, maar wel binnen de range van de tweede standaarddeviatie.

Tabel 7 bevat gegevens, gepubliceerd door het RIVM, over de landelijke verdeling van de onderzochte monsters over de verschillende klassen en het aantal en percentage positieven per klasse.

Tabel 7: aantal geteste feces per klasse, aantal en percentage positief per klasse15

	Klasse
	Aantal getest
	Aantal positief
	% positief

	Macroscopisch bloed
	545
	19
	3.5

	Anamnese bloederige diarree
	830
	20
	2.4

	Eén van de bovenstaande
	1267
	37
	2.9

	Kinderen jonger dan 6 jaar
	1865
	18
	1.0

	Kinderen jonger dan 4 jaar
	1421
	13
	0.9

	Kinderen jonger dan 2 jaar
	817
	7
	0.9

	HUS
	3
	0
	0.0

	Aanvulmonsters
	1059
	15
	1.4

	Totaal getest
	4069
	68
	1.7


Tabel 8 bevat gegevens uit het eigen onderzoek en gedestilleerde gegevens uit tabel 7, waarmee de landelijke prevalentie bij kinderen onder de 6 jaar werd vergeleken met de prevalentie bij de totale populatie (waar dus ook de kinderen in kunnen voorkomen) en met de prevalentie bij de aanvulmonsters, waarvan zeker is dat er geen kinderen beneden de 6 jaar in voorkwamen.

Tabel 8: prevalentie bij kinderen < 6 jr, de totale populatie en de aanvulmonsters

	Klasse
	Aantal getest
	Aantal positief
	% positief

	Kinderen< 6 jr landelijk
	1865
	18
	1.0

	Kinderen< 6 jr Antonius
	199
	5 (feitelijk 6)*
	2.5 (feitelijk 3.0)*

	Aanvulmonsters landelijk
	1059
	15
	1.4

	Aanvulmonsters Antonius
	189
	4
	2.1

	Totale populatie landelijk
	4069
	68
	1.7

	Totale populatie Antonius
	485
	11 (feitelijk 13)*
	2.3 (feitelijk 2.7)*


*In het St. Antonius ziekenhuis werden 13 monsters positief bevonden. Twee daarvan raakten verloren tijdens het transport naar het RIVM. Eén was van een kind <6 jr, de andere had een anamnese bloederige diarree.

Bij een symposium van het RIVM in 200715 werden gegevens gerapporteerd over de relatie met geslacht, urbanisatiegraad en jaargetijde. Deze gegevens zijn weergegeven in figuur 16. [image: image16.png]Percentag STEG-pasiive
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fig. 16 percentage positieve STEC monsters per maand

Het RIVM heeft onderzocht tot welke serotypes de positieve STEC’s behoorden. De STEC isolatie werd op 66 monsters uitgevoerd (twee monsters waren verloren gegaan bij het transport). Daarbij lukte het om 25 monsters (dus 38%) te typeren.

De STEC isolatie werd uitgevoerd met de PCR-methode, waarbij met markers gescreend werd op de aanwezigheid van de stx1, stx2, eae en ehly-genen. Na agglutinatie met de serogroepen werden de O-types bepaald. Daarbij werden 11 verschillende serogroepen gevonden, waarbij het in 20% om O157 ging.

Het RIVM kon 3 van de 11 positieve monsters uit het St. Antonius ziekenhuis typeren. Dit waren een O8, een O26 en O91.

Tabel 9: verdeling van de E. coli O-types15
	O -type
	stx1 gen
	stx2 gen
	eae gen
	ehly gen
	n

	O 8
	neg
	pos
	neg
	neg
	3

	O 26
	pos
	neg
	pos
	pos
	2

	O 54
	neg
	pos
	neg
	neg
	1

	O 78
	pos
	neg
	neg
	pos
	1

	O 80
	neg
	pos
	pos
	pos
	1

	O 91
	pos
	pos
	neg
	pos
	1

	O 91
	pos
	neg
	neg
	pos
	1

	O103
	pos
	pos
	pos
	pos
	3

	O 128
	pos
	pos
	neg
	neg
	1

	O 146
	pos/neg
	pos
	neg
	pos
	1

	O 157
	neg
	pos
	pos
	pos
	4

	O 157
	pos
	pos
	pos
	pos
	1

	O 174
	pos
	pos
	neg
	pos
	1

	O 174
	pos
	pos
	neg
	neg
	1

	O ntb
	pos
	pos
	pos
	pos
	1

	O ntb
	neg
	pos
	neg
	neg
	1

	O ntb
	pos
	neg
	pos
	pos
	1


3.2
Resultaten van het eigen onderzoek met klassieke platen

3.2.1
Onderzoek met SSI enteric, SMAC, SMAC+ BIGC en EMB

Eerst werden de geselecteerde bacteriën en positieve monsters op de TSS plaat rein gezet, voor verder gebruik van deze stammen. Alle stammen en monsters bleken te groeien en er was geen verschil te zien.

Vervolgens werden de bacteriën met een öse op de verschillende media beënt en beoordeeld na 24 uur (tabel 11) en na 48 uur (tabel 12). Voor de beschrijving van de verdere resultaten zijn de volgende afkortingen gebruikt:

tabel 10: gebruikte afkortingen

	Gebruikte afkorting
	Uitleg afkorting

	bl
	blauw

	gg
	geen groei

	gr
	groen

	mt
	metaalglans

	prs
	paars

	rd
	rood

	rz
	roze

	zw
	zwart


Tabel 11: beoordeling van monster op de diverse media na 24 uur

	Monster/media
	SSI enteric
	SMAC
	SMAC+ BIGC
	EMB

	Salmonella
	bleek, zw punt
	gg
	rz vet 
	bleek rz

	Shigella
	bleek
	bleek rz
	bl
	bleek

	E. coli
	vet rz
	gg
	bl rz
	mt gr

	E. coli ( genta -)
	vet rz 
	gg
	bl-rz / prs punt
	mt gr

	E. coli O26
	vet rz
	rz bleek
	rz / prs punt
	mt gr

	E. coli O157
	vet rz
	bl
	bleek
	mt gr

	E. coli O145
	vet rz
	gg
	bleek rz/ prs punt
	mt gr rd prs

	E. coli O157H-
	vet rz
	bleek
	bleek
	mt gr

	E. coli O111
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	mt gr

	Monster nr. 434
	vet rz
	miezer
	rz prs punt
	mt gr prs

	Monster nr. 474
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	mt gr

	Monster nr. 498
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	bleek

	Monster nr. 499
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	mt gr


Tabel 12: beoordeling monsters op diverse media na 48 uur

	monster/media
	SSI enteric
	SMAC
	SMAC+ BIGC
	EMB

	Salmonella
	bleek, zw punt
	gg
	rz vet 
	bleek rz

	Shigella
	bleek
	bleek rz
	bl
	bleek

	E. coli
	vet rz
	gg
	bl rz
	mt gr

	E. coli (genta-)
	vet rz
	gg
	bl-rz/ prs punt
	mt gr

	E. coli O26
	vet rz
	rz bleek
	rz/ prs punt
	mt gr

	E. coli O157
	vet rz
	bleek
	bleek
	mt gr

	E. coli O145
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	mt gr rd prs

	E. coli O157H-
	vet rz
	bleek
	bleek
	mt gr

	E. coli O111
	vet rz
	gg
	rz prs punt
	mt gr

	Monster nr. 434
	bleek
	miezer prs
	bleek
	mt gr prs

	Monster nr. 474
	bleek
	gg
	bleek
	mt

	Monster nr. 498
	rz bleek
	gg
	bleek
	bleek

	Monster nr. 499
	bleek
	gg
	bleek
	mt gr


De beoordelingen van de monsters na 48 uur kwamen voor het overgrote deel overeen met de beoordelingen na 24 uur. Alleen op de SMAC + BIGC waren de monsters met nummers 434, 474, 498 en 499 die na 24 uur roze met paars puntje waren, na de tweede 24 uur in de stoof bleek geworden (doordat er verdere omzettingen hadden plaats gevonden met effect op de kleuromslag).

De SSI enteric plaat toonde bijna geen verschil tussen de Salmonella en Shigella enerzijds en de monsters met nummers 434, 474, 498 en 499 anderzijds. De SSI enteric differentieerde nauwelijks tussen de diverse E. coli (allen vet), uitgezonderd de positieve STEC monsters uit de PCR van St. Antonius ziekenhuis (die allen bleek waren).

Op de SMAC plaat konden de Salmonella, E. coli, E. coli (genta-) en de monsters 474, 498 en 499 niet groeien. De Shigella, E. coli O26, E. coli O157, E. coli O157H- en monster nr. 434 groeiden er wel op, maar het onderscheid was gering. De SMAC was dus niet geschikt voor STEC detectie en voor de differentiatie tussen de verschillende E. coli.

De SMAC+BIGC liet duidelijk verschil zien tussen de E. coli’s O157 en O157H-, die een bleke kolonie gaven, enerzijds en de andere stammen anderzijds. 

De EMB liet geen verschil zien tussen de diverse E. coli met uitzondering van monster nr. 498. Dit monster 498 gaf bleke kolonies, net zoals de Salmonella en de Shigella.

3.2.2
Resultaten detectie na bebroeding in GN broth en seleniet buis

Alle monsters vertoonden groei op de vier platen na bebroeding overnacht in de GN broth buis en Seleniet buis. De resultaten waren gelijk aan de resultaten uit tabel 11 en 12.
3.2.3
Resultaten detectie bij gebruik van mixen

De resultaten bij directe enting van de mixen op de platen na 24 uur en na 48 bebroeding waren gelijk en zijn vermeld in tabel 13.

Tabel 13: beoordeling mixen op diverse media na 24 en 48 uur idem
	100 µl in feces
	SSI
	SMAC
	SMAC+BIGC
	EMB

	E. coli O26
	rz
	rz
	rz prs
	mt gr

	E. coli O111
	rz vet
	rz bleek
	rz prs punt
	mt gr

	E. coli O145
	rz vet
	rz
	rz prs punt
	mt gr

	E. coli O157
	rz vet
	rz
	rz prs
	mt gr

	E. coli O157H-
	rz
	rz
	rz prs
	mt gr


Op de SSI was er geen verschil in groei van de E. coli O111, E. coli O145, E. coli O157: ze waren alle 3 roze en groeiden uitbundig op de platen. De E. coli O26 en E. coli O 157H- groeiden roze, maar beperkt.

Op de SMAC groeide de E. coli O111 roze en bleek en de 4 andere soorten groeiden roze.

Op de SMAC+BIGC groeide de E. coli O111 en E. coli O145 als een roze kolonie met een paarse punt erin. De andere soorten lieten een egale roze-paarse kleur zien. 

Op de EMB groeiden alle E. coli’s hetzelfde: groen met een metaalglans erover heen.

De resultaten bij beënting na bebroeding in de GN broth en Seleniet buis waren gelijk aan de resultaten in tabel 13.

3.2.4 Resultaten waarneming van verschillende personen
Als laatste test werden de 13 stammen nog een keer apart beënt op de SMAC+BIGC, waarna 4 verschillende personen hun waarnemingen in vorm en kleur beschreven. Die resultaten werden weergegeven in tabel 14.

tabel 14: waarnemingen van 4 personen van de 13 stammen op de SMAC+ BIGC

	Monster
	Persoon 1
	Persoon 2
	Persoon 3
	Persoon 4

	Salmonella
	roze paars plat
	rood plat, groen in eerste entstreep
	vet groen plat
	roze vet

	Shigella
	roze paars plat
	rood plat, groen in eerste entstreep
	groen roze paars plat
	blauw

	E. coli
	roze paars plat
	rood plat, paars in eerste entstreep
	paars plat
	blauw roze

	E. coli genta -
	klein groen bleke rand
	Klein bleek met zwart centrum
	donkerblauw raf klein
	blauw roze paars punt

	E. coli O26
	roze plat
	rood droog
	roze plat
	roze paars punt

	E. coli O 111
	roze paars plat 
	rood glanzend
	roze groen plat 
	bleek roze paars punt

	E. coli O145
	roze plat
	rood paars plat
	paars roze plat
	bleek roze paars punt

	E. coli O157
	bleek vet
	bleek
	bleek
	bleek

	E. coli O157 H-
	bleek
	bleek
	bleek dof
	bleek


De E. coli O157 en de E. coli O157H- werden door alle vier waargenomen als bleke kolonies. De 4 personen beschreven de E. coli O26, O111 en O145 met onderling iets verschillende kleuraccenten. Deze stammen zetten wel sorbitol om, waardoor er geen bleke kolonie werd gevormd door deze toch pathogene E. coli.
Hoofdstuk 4
Conclusie en discussie

4.1 Conclusie en discussie resultaten STEC onderzoek

4.1.1
De aantallen onderzochte monsters

De deelnemende labs onderzochten over het geheel genomen tijdens de 52 weken van het STEC onderzoek een voldoende aantal monsters. Alleen het lab Groningen onderzocht iets meer monsters omdat Groningen een extra onderzoekstaak had. Het aantal onderzochte monsters in Enschede lag net 1 standaarddeviatie onder het gemiddelde. 

Het lab van St. Antonius ziekenhuis onderzocht 485 monsters en dit viel binnen de normale verdeling.

4.1.2
Landelijke prevalentie in vergelijking met voorgaande jaren

Tijdens de testperiode bleken slechts 68 van de 4069 geteste monsters, dus 1,7%, positief op STEC. Dit percentage lag niet erg hoog. Eén van de doelstellingen van het onderzoek was om na te gaan of het aantal STEC gevallen landelijk stijgend is. Op basis van dit STEC onderzoek kan geconcludeerd worden dat er geen stijging is voorgekomen in de testperiode. Het gevonden aantal van 68 in 2005-2006 lag weliswaar iets hoger dan het landelijk gemiddelde van 40 in de jaren 2000 tot en met 2002 en dan het landelijk aantal van 59 in 2003. Maar die aantallen kunnen niet vergeleken worden, omdat de aantallen in 2000 tot en met 2003 ontdekt werden na onderzoek van verdachte monsters of naar aanleiding van uitbraak, terwijl het STEC onderzoek in 2005-2006 een landelijke onderzoek was waarbij ook monsters werden betrokken van patiënten, die niet van STEC verdacht werden. Verder is van belang dat er tijdens de periode van het STEC onderzoek geen enkele grote uitbraak gesignaleerd werd. Zou er wel een uitbraak zijn geweest, zoals de landelijke uitbraak in september 200510, nét voor de start van het STEC-project, dan zou het aantal aanmerkelijk hoger zijn geweest.

Om een conclusie over een mogelijke stijging te trekken is voortzetting van het STEC-onderzoek gedurende een aantal jaren nodig.

4.1.3
 De prevalentie van STEC in de verschillende klassen

De landelijke gemiddelde prevalentie was 1,7%, variërend van 1,0% bij kinderen <6 jr., tot 3,5% bij feces met macroscopisch bloed.

Het totaal aantal in de verschillende klassen ingedeelde monsters was hoger dan het totaal aantal onderzochte monsters, omdat monsters in meerdere klassen konden voorkomen. Het RIVM heeft hierover geen nadere gegevens beschikbaar gesteld. Daarom was het niet mogelijk exact te analyseren welke van de vijf klassen de grootste kans op STEC had. Maar wel waren er twee landelijke trends te signaleren.

De eerste trend was dat er geen STEC werd gevonden bij HUS-patiënten. Dat is opvallend vanuit de veronderstelling dat HUS in veel gevallen start met een STEC-infectie. Voor het niet-aantreffen van STEC bij HUS-patiënten bestaan de volgende verklaringen: Het kan zijn dat de STEC infectie al langer geleden was opgelopen en dat de concentratie van STEC op het moment van afgifte van het monster inmiddels al zo ver was gedaald dat die niet meer gedetecteerd kon worden. Of de HUS was ontstaan door een andere oorzaak, bijvoorbeeld nierinsufficiëntie. Ten slotte was het aantal geteste HUS-patiënten (3) te laag om daaruit conclusies te trekken.

De tweede trend was dat STEC landelijk minder vaak voorkwam bij kinderen beneden de 6 jaar dan bij patiënten van 6 jaar en ouder, terwijl tevoren verwacht werd dat kinderen <6 jaar het hoogst zouden scoren. Die verwachting werd niet bevestigd door het landelijke gemiddelde van 1% bij kinderen <6 jaar. Opvallend was dat het percentage STEC bij kinderen <6 jr. in het St. Antonius Ziekenhuis op 3% uitkwam en dus wel hoger was dan het landelijk gemiddelde percentage. Ook kwam STEC in het St. Antonius ziekenhuis vaker voor bij kinderen <6jr (3%) dan bij de aanvulmonsters (2.1%), terwijl STEC landelijk juist vaker voorkwam bij de aanvulmonsters (1.4%) dan bij de kinderen <6 jr. De 3% van het St. Antonius Ziekenhuis was gebaseerd op in totaal 5 positieve monsters van kinderen <6jr. in de testperiode. Dit aantal van 5 is zo klein, dat daaruit nog niet de conclusie kan worden getrokken dat STEC in de regio van het St. Antonius Ziekenhuis vaker voorkwam bij kinderen< 6jr. dan landelijk; dit hogere aantal kan ook toeval zijn.

Van de 1059 monsters in klasse 4 (de aanvulmonsters), waarvan niet verwacht zou worden dat STEC gedetecteerd zou worden, bleken toch 15 mensen geïnfecteerd met STEC, al is het percentage van 1.4% wel iets lager dan het totaal percentage van 1.7%. Hieruit kan geconcludeerd worden dat patiënten zonder bloed in de feces, zonder bloed in de anamnese of ouder dan 6 jaar, ook met STEC geïnfecteerd kunnen zijn en door de infectie ziek kunnen worden. Veel patiënten met diarree zullen echter nooit weten dat ze een STEC infectie gehad hebben omdat het immuunsysteem de bacterie meestal na enige tijd opruimt.

Een betere analyse van de kans op STEC bij verschillende klassen zou mogelijk zijn geweest als de (sub)klassen bij de onderzoeksopzet zo waren gedefinieerd, dat een monster slechts in één (sub)klasse kon worden ingedeeld of als het RIVM meer gegevens ter beschikking had gesteld.

4.1.4
Relatie STEC prevalentie met geslacht en urbanisatiegraad

Het landelijk STEC-percentage lag bij mannen/jongens iets hoger, namelijk 1.9% dan bij vrouwen/meisjes met een percentage van 1.5%. Er werd geen duidelijke relatie gevonden met de urbanisatiegraad. 

4.1.5
De verdeling van STEC over het studiejaar

De verdeling over het jaar vertoonde een grillig patroon. In februari 2006 werd geen enkele positieve STEC gedetecteerd. De hoogste percentages kwamen voor in de maanden september t/m november 2006, terwijl de prevalentie in november 2005 juist laag was. Tevoren werd verwacht dat de prevalentie het hoogst zou zijn in de maanden juni t/m augustus (het barbecueseizoen), omdat de kans op STEC besmetting door rauw vlees dan hoger is. Die verwachting is niet uitgekomen. De reden daarvoor is onbekend. Het kan zijn dat mensen beter zijn gaan opletten bij het bereiden van barbecuevlees. Of de kans op STEC besmetting door het eten van rauw vlees is niet groter bij barbecuen dan bij andere maaltijden (denk ook aan filet americain!).

4.1.6
De gevonden serotypes en de testmethode

Het RIVM kon slechts 25 van de 66 positieve monsters typeren. Niet bekend is waarom slechts 38% van de ingezonden monsters kon worden getypeerd. Aangeraden wordt om na te gaan wat de oorzaken voor dat lage aantal waren en om verbeteringen aan te brengen.

De 25 monsters werden in 11 verschillende serogroepen getypeerd, waarbij het in slechts 20% van de gevallen om de O157 ging.

4.2
Conclusie en discussie van het extra onderzoek

4.2.1
Geen remmend effect van Seleniet buis

Gebleken is dat bebroeding overnacht in GN broth en Seleniet buis geen effect had op de groei op de platen van de positieve monsters. Dat betekent dat het mogelijk is om materiaal uit de buizen te halen om op een later moment een (extra) E. coli kweek in te zetten en dat het niet nodig is om daarvoor feces uit de koelkast te nemen. Tot nu toe werd aangenomen dat de Seleniet te toxisch is om de E. coli te laten overleven.

4.2.2
Gebruik klassieke platen

De waarnemingen van 4 verschillende personen van de stammen op een SMAC+BIGC vertoonden voldoende overeenkomst met elkaar, voor wat betreft de O157 en O157H-.

De SSI Enteric kon onderscheiden tussen de Shigella en Salmonella enerzijds en pure stammen van geteste E. coli anderzijds, maar niet tussen de gewone en de pathogene E. coli en is dus onvoldoende om pathogene E. coli te detecteren.

De SMAC was niet geschikt voor STEC detectie en voor de differentiatie tussen de verschillende E. coli.

De SMAC en de SMAC+BIGC konden wel de specifieke O157 en O157H- (pure stam) detecteren op basis van kleuromslag (ze bleven bleek), maar geen van de andere pathogene E. coli toonde die kleuromslag. Het beeld dat de O157 en O157H- als pure stam gaven, veranderde na opwerking met feces: De O157 en de O157H- gingen dan wel sorbitol omzetten op de SMAC en op de SMAC+BIGC, waarschijnlijk door andere stoffen in de feces. Dat betekent dat die platen toch niet specifiek genoeg zijn om in feces en O157 en O157H- te detecteren.

De EMB liet geen verschil zien tussen de diverse E. coli en is dus onvoldoende om pathogene E. coli te detecteren.

Geconstateerd werd dat klassieke platen alleen in combinatie met elkaar een verbeterd detectievermogen zullen geven. Maar er is geen combinatie gevonden van klassieke platen die alle pathogene E. coli kunnen onderscheiden. Daarom is de eindconclusie dat het onderzoek naar pathogene E. coli altijd gecombineerd moet worden met serotypering of moleculaire techniek.
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