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1 Samenvatting

Bij voedselinfecties wordt er vaak gedacht aan bacterién zoals Escherichia coli,
Campylobacter spp. of Salmonella spp. Vele onderzoeken zijn gericht op de gekende
voedselpathogenen. Nochtans blijkt uit onderzoek dat wanneer er minder selectieve media
gebruikt worden, er ook andere bacteriéle pathogenen op etenswaren van dierlijke oorsprong
aanwezig kunnen zijn. In deze masterproef zal het voorkomen van niet-thermofiele
Campylobacter species, Proteus mirabilis en Escherichia albertii op varkensviees aangekocht
op consumentenniveau onderzocht worden. Verschillende onderzoeken geven aan dat er een
verhoogd risico is op infectie bij de mens en hebben aangetoond dat deze bacterién in
verhoogde aantallen aanwezig zijn bij pati€nten met chronische maag-darm aandoeningen en
dysbiose. Desondanks zijn er nog maar weinig studies gebeurd naar de prevalentie van deze
pathogenen op vleeswaren. Uit de resultaten van deze masterproef is gebleken dat wanneer
er effectief gezocht wordt naar deze pathogenen, dat deze wel degelijk gevonden kunnen
worden. Daarnaast zijn ook Proteus hauseri en Proteus vulgaris verschillende keren
geisoleerd en geidentificeerd geweest. Het lijkt er op dat deze veel meer voorkomen dan
Proteus mirabilis. Escherichia albertii is niet gevonden. Omdat E. albertii geregeld verkeerdelijk
geidentificeerd wordt als een andere verwante bacterie is het mogelijk dat deze toch voorkomt.
Wanneer er gekeken wordt naar het type vlees, blijkt varkensgehakt meer gecontamineerd
dan varkensfilet. Omdat het aantal stalen niet voldoende is om een representatief beeld te
vormen over de prevalentie van deze pathogenen, moet verder onderzoek gebeuren.
Daarnaast kan de vraag gesteld worden hoe deze vleeswaren besmet worden en of deze
pathogenen als commensaal of als pathogeen voorkomt bij de varkens zelf. Echter geven deze
resultaten al een beeld over de situatie en kan er al een inschatting gemaakt worden van het
risico op de volksgezondheid. Of dit risico significant is, zal verder onderzoek moeten uitwijzen.

2 Inleiding

Onderzoeken van de Wereldgezondheidsorganisatie (WHO) geven aan dat meer dan 70%
van de infectieuze agentia zodnotisch zijn. Voor veel van de bacteriéle opkomende
pathogenen lijken eetwaren, vooral van dierlijke oorsprong, een belangrike bron van
besmetting te zijn. Vaak wordt in eerste instantie gedacht aan bacterién zoals onder andere
Escherichia coli, Campylobacter spp. of Salmonella spp. als mogelijk agens. Echter wordt op
vandaag bij ongeveer 78% van de enteritis cases bij mensen nog geen oorzakelijk agens
gevonden (Humphries and Linscott, 2015). Dit betekent dat voor een groot deel van de
voedselinfecties geen oorzaak kan worden geidentificeerd.

De afgelopen jaren heeft onderzoek naar door voedsel overgedragen pathogenen zich
voornamelijk toegespitst op de gekende pathogenen. Pathogenen worden vooral onderzocht
met cultuur-afhankelijke en nu meer en meer met cultuur-onafhankelijke methodes. De cultuur-
onafhankelijke methodes hebben echter niet de mogelijkheid om lage aantallen pathogenen
te detecteren. Een voorbeeld van een cultuur-onafhankelijke methode is het gebruik van 16S
amplicon sequencing. Hierbij wordt een bacteriéle populatie gescreend op het voorkomen van
vooral gekende pathogenen. Er wordt dus in veel gevallen niet direct naar andere mogelijke
pathogenen gezocht. De cultuur-afhankelijke methodes hebben op vandaag een zeer
doorgedreven selectiviteit en specificiteit. Isolaten die fenotypisch voldoen aan bepaalde
voorop opgestelde karakteristieken worden als verdacht of typisch beschouwd, en verder
onderzocht.



Uit onderzoek uitgevoerd in het labo van Prof. Houf en uit internationaal onderzoek is naar
voren gekomen dat wanneer minder selectieve analysemethodes worden gebruikt, ook andere
bacteriéle pathogenen op producten van dierlijke oorsprong kunnen worden geisoleerd.

Met de analysestrategie die momenteel gebruikt wordt, kunnen deze opkomende pathogenen
niet of verlaat worden gedetecteerd. In het project waar deze masterproef betrekking op heeft,
zal gefocust worden op drie pathogenen, de zogenaamde targetpathogenen: niet-thermofiele
Campylobacter species, meer specifiek Campylobacter concisus, Campylobacter curvus en
Campylobacter rectus, Proteus mirabilis en Escherichia albertii. Daarbij zal het voorkomen van
deze pathogenen op vlees, aangekocht op consumentenniveau, onderzocht worden. Deze
targetpathogenen zijn gekozen omdat beschikbare wetenschappelijke data aangeven dat er
een verhoogd risico is op infecties bij de mens. Deze bacterién blijken ook in hogere aantallen
aanwezig bij patiénten met chronische maag-darm aandoeningen en dysbiose. (Costa and
Iraola, 2019; Farmer et al., 1985; Hamilton et al., 2018) Uit onderzoek uitgevoerd door Bilulu,
een netwerk van 9 Vlaamse ziekenhuis laboratoria in 2020, is naar voren gekomen dat
klinische stoelgangstalen 7% niet-thermofiele campylobacters en 4% Proteus mirabilis
bevatten. (Yu et al., 2021)

Campylobacter concisus, C. curvus, C. rectus, P. mirabilis en E. albertii worden dus
beschouwd als opkomende voedselpathogenen. Uit onderzoek is namelijk naar voren
gekomen dat bovenstaande pathogenen een klinisch beeld geven gelijkaardig aan andere
voedselpathogenen (Costa and Iraola, 2019a). Echter behoren deze pathogenen nog niet tot
het standaard klinisch screeningspakket waardoor de klinische incidentie nog altijd onbekend
is.

Er is op dit moment weinig tot geen wetenschappelijke data over het voorkomen van
bovenstaande species op Belgische eetwaren van dierlijke oorsprong. De meeste
voedseluitbraken met E. albertii zijn bijvoorbeeld gerapporteerd in Japan en de Verenigde
Staten. Zoals eerder aangegeven wordt ongeveer 70% van de infectieuze agentia
overgedragen via producten van dierlijke oorsprong. Echter wordt maar in 22% van de
klinische gevallen het oorzakelijke agens gevonden.

Deze masterproef betreft een onderzoek naar het voorkomen van de targetpathogenen op
rauw varkensvlees aangekocht op consumentenniveau. Er zullen stalen genomen worden van
varkensgehakt en varkensvlees aangekocht op detailniveau, waaronder supermarkten,
slagerijen en markten. De hoofddoelstelling van deze masterproef is om het risico op een
besmetting op consumentenniveau te bepalen. De stalen zullen geanalyseerd worden door
een combinatie van verschillende isolatiemethoden die gekoppeld zullen worden aan high-
through put MALDI-TOF MS voor identificatie.

3 Varkensvileesproductie en -consumptie in Belgié

Het Vlaams departement van landbouw en visserij houdt cijffers bij over de grote van de
veestapel in Vlaanderen. In 2021 waren er 5,66 miljoen varkens in Vlaanderen. Slechts een
klein deel hiervan zijn zeugen. Figuur 1 geeft een overzicht van het aantal varkens tussen
2005 en 2021. Het aantal varkens in Vlaanderen ligt sinds 2005 rond de 6 miljoen, maar de
voorbije jaren zijn de aantallen lichtjes aan het dalen. Het aantal zeugen bijvoorbeeld is al een
tijd aan het dalen. In 2021 waren er 34% minder zeugen dan in 2005.



B Andere varkens [ Zeugen
7.000.000
6.000.000
5£.000.000
4.000.000
3.000.000
2,000.000

1.000.000

2005 2010 2015 2021

Bron: Statbel, bewerking Departement Landbouw en Visseri]

Figuur 1: Een grafiek! die het aantal varkens in het Vlaamse gewest weergeeft over de periode 2005-2021. De
lichtblauwe balkjes vertegenwoordigen de zeugen, de donkerblauwe balkjes zijn de andere varkens.

De varkens zijn niet evenredig verdeeld over het Vlaamse gewest. De meeste varkens
bevinden zich in West-Vlaanderen. Ook in het Meetjesland, het Waasland, de Noorderkempen
en in Noord-Limburg is er een hoge densiteit aan varkens. De situatie in 2021 wordt
weergegeven in figuur 2.
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Bron: Statbel, bewerking Departement Landbouw en Visserij

Figuur 2: De varkensdichtheid in de gemeenten van het Vlaamse gewest in 2021. Het aantal varkens per hectare
worden weergegeven?.

Gemiddeld waren er 4,16 varkens per hectare in het Vlaamse gewest, 0,23 varkens per
hectare in het Waals gewest en 1,97 varkens per hectare in Belgié. Dit maakt Belgi€, na
Denenmarken en Nederland, het land met de 3% hoogste dichtheid aan varkens. In figuur 3
wordt de dichtheid aan varkens per hectare voor de 27 landen in de Europese Unie vergeleken.
De dichtheid voor de drie gewesten in Belgié worden ook vergeleken met de andere landen.

1 https://www.vlaanderen.be/statistiek-vlaanderen/landbouw-en-visserij/veestapel#57-miljoen-varkens,
geraadpleegd op 14 januari 2023.
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Figuur 3: De grafiek! geeft een overzicht van de dichtheid aan varkens in de drie gewesten in Belgié en de 27
landen in de Europese Unie in 2021. De waarden worden weergegeven in aantal varkens per hectare.
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Cijfers over het aantal geslachte varkens en het totale slachtgewicht kunnen gevonden worden
op de website van Statbel, het Belgisch statistiekbureau. De cijfers werden verzameld op basis
van de beschikbare gegevens in de databanken van het FAVV. Het aantal varkens zijn de
varkens die zijn geslacht in een slachthuis, gekeurd zijn en geschikt verklaard zijn voor
menselijke consumptie. Het slachtgewicht, uitgedrukt in kilogram (kg), is het gewicht van het
karkas na het slachten. Dit wordt ook wel het koud gewicht genoemd.

Geslacht gewicht in kg
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Figuur 4: Een grafiek die het slachtgewicht in kg weergeeft voor gevogelte, runderen en varkens?.

In Belgié vertegenwoordigt de varkenssector het grootste aandeel van de vleesproductie.
Daarnaast hebben de rundveesector en de pluimveesector, met name de kippenindustrie, ook
een groot aandeel in de vlieesproductie. Andere sectoren, zoals deze van de kleine herkauwers
(schapen en geiten) en deze van de paarden, zijn zeer klein ten opzichte van de drie grootste
sectoren. Figuur 4 geeft het totaal slachtgewicht weer van gevogelte, runderen en varkens ten

2 https://statbel.fgov.be/nl/themas/landbouw-visserij/geslachte-dieren#panel-12, geraadpleegd op 10
mei 2023.
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opzichte van elkaar. Er wordt meer dan dubbel zo veel varkensvlees geproduceerd dan
gevogelte en ongeveer vijf keer meer dan rundsvlees.

Als er gekeken wordt naar het aantal dieren die geslacht worden, is het duidelijk dat er veel
meer pluimvee geslacht wordt dan andere dieren. Dit komt doordat de opfokperiode zeer kort
is ten opzichte van varkens en runderen. In figuur 5 worden de aantallen geslachte varkens,
runderen en pluimvee weergegeven.
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Figuur 5: Het aantal geslachte varkens, runderen en pluimvee in BelgigEror! Bookmark not defined.

Van de perioden 2019 tot 2022 zijn er volledige jaarrapporten beschikbaar. In deze
jaarrapporten zijn cijfers beschikbaar voor het Vlaams en Brussels hoofdstedelijk gewest, het
Waals gewest en het volledige land. Tabel 1 geeft een overzicht van de cijfers voor deze
periode. Het aantal varkens dat in het Waals gewest geslacht wordt is relatief beperkt. Het
overgrote deel wordt geslacht in Vlaanderen. Dit is logisch aangezien het merendeel van de
varkens gehouden worden in Vlaanderen. Voor beide regio’s en voor Belgié zijn de cijfers licht
stijgend tot 2021. In 2022 zijn er in Belgié ongeveer 10% minder varkens geslacht ten opzichte
van 20213. De redenen hiervoor waren waarschijnlijk de aanhoudende slechte prijzen en het
onzekere wettelijke kader. Verschillende varkenshouders zijn hierdoor gestopt waardoor er
minder varkens gehouden werden en er dus minder dieren geslacht konden worden.
Daarnaast was er ook de dalende vraag naar varkensvlees. Dit kwam deels door de
coronacrisis en de verminderde vraag naar varkens vanuit Europa naar China. Dit laatste is
nog steeds een gevolg van de Afrikaanse varkenspest (2018). Er zijn verschillende markten
die nog niet zijn opengesteld voor exporteurs. Op basis van het gewicht maakt varkensvlees
nog altijd het grootste aandeel in het aantal slachtingen in Belgié. Dit bedraagt ongeveer 60%
van het totaal slachtgewicht in 2022. Elke maand werden er gemiddeld 877.000 varkens
geslacht in Belgié.

Shttps://vilt.be/nl/nieuws/slachtingen-runderen-en-varkens-op-laatste-niveau-in-30-
jaar?utm_medium=email&utm campaign=Nieuwsbrief%20Vilt%20-%2023-02-
2023&utm_content=Nieuwsbrief%20Vilt%20-%2023-02-
2023+CID_3ef2b82fecbe982ef06069f88b0bb0cb&utm source=nieuwsbrieven%20Vilt&utm term=Lee
s%20meer, geraadpleegd op 26 februari 2023.
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Tabel 1: Een overzicht van het aantal geslachte varkens en het totale slachtgewicht, in kg, voor de gewesten en
Belgié voor de jaren 2019, 2020, 2021 en 20224,

Vlaams + Waals Belgié
Brussels gewest
Hoofdstedelijk
gewest
2019 Aantal slachtingen 10.018.430 701.106 10.719.536
Totaal slachtgewicht (kg) 970.667.781 68.248.620 1.038.916.401
2020 Aantal slachtingen 10.420.962 729.280 11.150.242
Totaal slachtgewicht (kg) 1.025.197.234 75.517.253 1.098.714.487
2021 Aantal slachtingen 10.793.312 791.347 11.584.659
Totaal slachtgewicht (kg) 1.062.770.171 77.232.197 1.140.002.368
2022 Aantal slachtingen 9.810.633 709.695 10.520.328
Totaal slachtgewicht 954.629.548 77.567.006 1.032.196.554

Belgié is de 5% netto exporteur van varkensvlees in de Europese Unie. 91% wordt binnen de
Europese Unie geéxporteerd en 9% naar 3% landen®. De export van varkensvlees steeg in
2018 met 2,7% naar 815.609 ton®. Afbeelding 6 toont de verhoudingen van de producten die
geéxporteerd werden.
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Figuur 6: Een overzicht van de verhoudingen tussen de producten die geéxporteerd werden in hoeveelheid ton”

De belangrijkste exportbestemming is Duitsland. Polen staat op de 2% plaats en wordt gevolgd
door Nederland, het Verenigd koninkrijk en Tsjechié. Afbeelding 7 toont de percentages van
de exporthoeveelheid naar verschillende landen.

4https://bestat.statbel.fgov.be/bestat/crosstable.xhtml?view=c7c4200e-42d4-47ea-9546-
3el8dc9al5a4, geraadpleegd op 14 januari 2023.

5 https://www.belgianmeat.com/nl/product/varkensviees, geraadpleegd op 23 januari 2023.

6

https://www.belgianmeat.com/sites/vlamfresh _meat/files/publication/file/Belgisch%20vlees Feiten%20
%26%20cijfers 2019.pdf, geraadpleegd op 24 januari 2023.

7

https://www.belgianmeat.com/sites/vlamfresh meat/files/publication/file/Belgisch%20vilees Feiten%20
%26%20cijfers 2019.pdf, geraadpleegd op 24 januari 2023.
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Andere landen 14%

Litouwen 2% N

Slowakije 2%
China 2%

Duitsland 29%

Frankrijk 3%

Italie 3%

Tsjechié 3%

VK 4%
Polen 27%

Nederland 11%

Figuur 7: De percentages van export naar verschillende landen’.

De totale export naar Nederland steeg in 2018 met 11% tot 92.386 ton. Vooral eetbare
bijproducten worden geéxporteerd. Ook deelstukken, vet en karkassen worden geéxporteerd
naar Nederland. Afbeelding 8 toont de verhoudingen tussen de producten. De uitvoer van
deelstukken steeg in 2018 met 17%.
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Figuur 8: De verhouding tussen de verschillende producten die geéxporteerd worden naar Nederland in ton”.

Vlees in het algemeen wordt vooral thuis geconsumeerd. Voor varkensvlees wordt 75% van
het geconsumeerde vlees thuis bereid en opgegeten. Het vlees wordt het meest gekocht bij
supermarkten, slagers en markten. De consumptie van viees is de laatste jaren aan het dalen.
Ook voor varkensvlees is er een licht dalende trend. Afbeelding 9 toont een grafiek die deze
trend weergeeft. Het aandeel varkensvlees in de vleesconsumptie is nog steeds de grootste
en bedroeg 31% van de totale vleesconsumptie in Belgié qua volume.
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Figuur 9: De grafiek geeft de licht dalende trend van de consumptie van varkensvlees weer’.
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4 Het voorkomen van de targetpathogenen op varkensvlees

In Belgié en in Europa zijn er nagenoeg geen of zeer weinig studies over het voorkomen van
de targetpathogenen op varkensvlees. In andere werelddelen zijn er wel studies of
casereports, hetzij zeer beperkt.

In India is er een studie uitgevoerd naar het voorkomen van een brede range aan
voedselpathogenen, waaronder ook P. mirabilis, op traditionele voedingsproducten in het
Noordoosten van India. Hierbij werd P. mirabilis gevonden in gefermenteerd varkensvlees,
zelfs in alarmerende hoeveelheden. Verder onderzoek naar virulentiegenen geven aan dat
deze aanwezig zijn. Dit geeft aan dat P. mirabilis een gevaar voor de volksgezondheid kan
zijn. (Keisam et al., 2019)

Er is een casereport over een voedselvergiftiging die specifiek veroorzaakt zou zijn door P.
mirabilis door het eten van gestoofde varkensballetjes in bruine saus in Beijing, China. De kok
en de serveerster zouden de bron zijn geweest die het eten hebben besmet. Beiden zijn in
aanraking geweest met het eten zonder het wassen van de handen. Daarnaast wordt de
oorzaak ook gelegd bij het niet optimaal verwarmen van het vlees. (Wang et al., 2010)
Belangrijk om bij deze case op te merken is dat hier niet het viees de bron van de infectie was.
Dit incident werd dan wel veroorzaakt door P. mirabilis, maar het verband met het eten van
varkensvlees, kon hierbij niet aangetoond worden.

Uit een studie naar het voorkomen van antibioticaresistentie en plasmiden analyse uitgevoerd
in Nigeria (Uzeh et al., 2021), kan er van de bekomen resultaten van uitgegaan worden dat P.
mirabilis wel degelijk circuleert, maar er kan niet afgeleid worden dat varkensvlees een bron is
voor entropathologische ziekten. Varkensvlees bleek ook niet het meest besmette vlees te zijn
met P. mirabilis. Dit waren rundsvlees en schapenvlees.

In Brazilié heeft Sanches et al., (2021) een studie uitgevoerd naar P. mirabilis geisoleerd uit
urineweginfecties en uit vleesproducten. Hoewel deze studie niet gaat over gastro-intestinale
infecties, is het een van de weinige studies die specifiek het voorkomen van P. mirabilis
onderzocht op vleesproducten. De studie toont ook het belang van P. mirabilis aan als
potentieel zodnotisch pathogeen. De studie onderzocht het voorkomen, het virulentieprofiel en
de gelijkenissen tussen P. mirabilis geisoleerd uit kippenvlees, rundsvlees en varkensvlees en
deze geisoleerd uit patiénten met een urineweginfectie veroorzaakt door P. mirabilis. In totaal
zZijn er 920 stalen, waarvan 360 stalen varkensvlees, en 200 isolaten van P. mirabilis van
patiénten met een urineweginfectie onderzocht. Het vlees was afkomstig van slagerijen in
supermarkten. Uit 83 (23,05%) stalen varkensvlees kon P. mirabilis geisoleerd worden. Alle
isolaten van de stalen vertoonden virulentiefactoren die betrokken zijn bij de infectie van P.
mirabilis in de urinewegen. De isolaten op varkensvlees vertoonden op zijn minst vier
virulentiegenen. Alle isolaten vertoonden ook een agressief adhesiepatroon in HEp-2 cellen.
77 (92,8%) isolaten van varkensviees vertoonde cytotoxische effecten in Vero cellen. De
meeste isolaten van varkensvlees vormden een zwakke biofilm. Sommigen vormden zeer
sterke, sterke en gemiddelde biofilms. Uit het onderzoek kan geconcludeerd worden dat
vleesproducten een bron van besmetting kunnen zijn. Kippenviees is het sterkst
gecontamineerd met stammen die de meeste virulentiefactoren vertonen. Er is geen verschil
in contaminatie tussen rundsvlees en varkensvlees. Het hygiénisch verwerken van vlees is
belangrijk aangezien P. mirabilis een duidelijk zotnotisch potentieel heeft.

In lerland werd een studie gevoerd (Lynch et al., 2011) naar het voorkomen van verschillende
Campylobacter spp. in vers vilees in supermarkten en bij slagers. Bij de Campylobacter spp.
bevonden zich ook C. concisus en C. curvus. Het doel van deze studie was het uitzoeken
welke species zich op het vlees bevonden en of het vlees een potentiéle vector kon zijn voor
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het overbrengen van o.a. niet-thermofiele campylobacters die klinisch relevant zouden kunnen
zijn. Uit de resultaten kwam dat varkensvlees één van de hoogste prevalenties vertoonde na
rundsvlees, maar wel met het minst aantal verschillende species. Naast de 2 meest
voorkomende campylobacters, C. jejuni en C. coli, werd ook C. curvus en C. fetus gevonden.
Ondanks het feit dat C. curvus is gevonden, zijn er nog geen cases waarbij voedsel de bron
van een infectie zou zijn, gedocumenteerd.

Een studie in lerland (Scanlon et al., 2013) onderzocht het voorkomen van niet-thermofiele
Campylobacter spp. in de caecuminhoud van varkens en op onder andere karkassen van
varkens en verwerkte producten in de supermarkt. In 3 slachthuizen in verschillende regio’s
en van verschillende grootte werden swabs genomen van caecale inhoud en van karkassen.
In de retail werden stalen verzameld van rauwe varkensworsten, varkensgehakt, karbonades
en andere stukken varkensvlees. De studie toonde aan dat niet-thermofiele campylobacters in
hogere mate aanwezig zijn op varkensproducten dan gedacht en dat C. concisus de 2% meest
geisoleerde species was. 10% van de stalen was positief voor C. concisus. Campylobacter
curvus werd maar in 1 caecum staal gevonden. De meeste isolaten hadden bepaalde
virulentiegenen en vertoonden antibioticaresistentie. Of dit op termijn een risico kan vormen
voor de volksgezondheid moet nader onderzocht worden. Uit de studie bleek dat C. concisus
consistent op alle varkensstalen voorkwam. Omdat een aanzienlijk percentage voorkomt op
varkensproducten in de winkel en gevonden wordt in stoelgangstalen van patiénten en bij
diarree, is dit een indicatie dat C. concisus een zoodnotische transmissieroute heeft. Verder
onderzoek moet gebeuren om dit te bevestigen. De isolatie van deze niet-thermofiele
Campylobacter werd uitgevoerd met een methode die specifiek hiervoor is ontwikkeld.

Het voorkomen van C. rectus op varkensvlees en zijn eventuele betrokkenheid bij gastro-
enteritis is nog niet beschreven in de literatuur. Ook over C. curvus is weinig tot geen literatuur
te vinden.

Escherichia albertii wordt vaak verward als E. coli. In China is er een studie (Wang et al., 2016)
uitgevoerd naar het voorkomen van E. albertii op rauw vlees op distributieniveau. Van de 446
stalen, waarvan 41 stalen varkensvlees, die onderzocht werden, was maar één varkensstaal
positief. De meest besmette vleesproducten waren kippendarmen en eendendarmen. Deze
studie bewijst niet dat varkensvilees een mogelijke bron is voor E. albertii.

Verder zijn er geen andere publicaties over het voorkomen van E. albertii op varkensvlees en
zijn betrokkenheid bij uitbraken van gastro-enteritis. Dit kan deels het gevolg zijn dat E. albertii
vaak aanzien wordt als E. coli. Hierdoor wordt de prevalentie onderschat. Verder diepgaander
onderzoek is vereist om de prevalentie te bepalen.

5 Targetpathogenen

5.1 Proteus mirabilis

5.1.1 Taxonomie

Proteus mirabilis behoort tot de familie van de Enterobacteriaceae en daarbinnen tot het
genus Proteus. Het genus Proteus is sterk gerelateerd aan de genera Morganella en
Providentia. Binnen het genus Proteus zijn er 10 species bekent: P. mirabilis, P. vulgaris, P.
penneri, P. terrae, P. hauseri, P. faecis, P. columbea, P. cibi, P. cibarius en P. alimentorum.
Het zijn allemaal facultatief anaerobe, Gram-negatieve staven met flagellen rondom het
lichaam waardoor ze bewegelijk zijn. Figuur 10 toont een scanning electron micrograph van
P. mirabilis.
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Figuur 10: Een ingekleurde scanning electron micrograph (SEM) van P. mirabilis. Deze staafvormige bacterién
kunnen bedekt zijn met flagellen die zich overal op het oppervlak bevinden.®

Proteus mirabilis en P. vulgaris waren de twee eerste species die tot dit genus behoorde.
Beiden hebben de drang om te zwermen. De splitsing van deze twee species is onder andere
gebaseerd op de snelheid waarbij ze gelatine vioeibaar maken. Proteus vulgaris doet dit
sneller dan P. mirabilis. Alle species produceren waterstofsulfaat en fermenteren geen lactose.
Proteus vulgaris fermenteert glucose, sucrose en maltose, terwijl P. mirabilis enkel glucose
goed fermenteert. Sucrose wordt langzaam gefermenteerd en maltose niet. (Mohr O’hara et
al., 2000)

Soorten die behoren tot het genus Proteus worden beschouwd als commensalen in het
spijsverteringsstelsel. In verhouding met het volledige microbioom vormen ze maar een zeer
klein deel (<0,05%) van de flora. Dit maakt dat detectie via onder andere 16S proliferering en
metagenomie moeilijk is. (Hamilton et al., 2018b)

Proteus mirabilis is een korte (1,5-2um) staaf die kan voorkomen als zwemmer of zwermer.
De zwemmers zijn dominant in vloeibare omgevingen. Ze komen dan voor als enkele cellen
met 4 tot 10 flagellen die over de hele opperviakte voorkomen. Bij zwermende kolonies wordt
er een typerend “bulls eye” patroon gevormd op cultuurplaten. Dit patroon wordt geillustreerd
op figuur 11. Dit komt door een cyclisch proces van zwermen en consolidatie. In een viskeuze
omgeving of op vaste oppervlakken wordt er een metamorfose ondergaan naar fillamenteuze
zwermcellen die meerdere nuclei bevatten en veel flagellen hebben. Hierna volgt er een
consolidatiefase waarbij de bacterién weer korter worden. Tijdens deze fase worden er
metabolische voorbereidingen getroffen voor de zwermfase. Tijdens het zwermen is er een
enorme stijging in de productie van proteines. Zwermers kunnen voorkomen onder zowel
aerobe als anaerobe omstandigheden. Deze veruiterlijking kan geinduceerd worden door de
concentratie van aminozuren en dan vooral de concentratie van glutamine. Ook een zuurdere
pH verhoogd het voorkomen van zwermers. Metabolieten die in de darm voorkomen, zouden
ook het zwermen bevorderen. Dit zou vooral het geval zijn voor choline, glutamine en
putrescine, een veelvoorkomend polyamine in de darm. Of P. mirabilis echt kan zwermen in
de darm is nog niet bevestigd, maar de combinatie van het viskeuze opperviak van de
darmmucosa, de hoge concentraties aan glutamine en polyamines in de darm en de
aanwezigheid elektronen acceptoren voor aerobe respiratie, zoals choline, maakt het zeer
waarschijnlijk. (Hamilton et al., 2018b)

8 https://www.sciencephoto.com/media/1114261/view/proteus-mirabilis-bacteria-sem, geraadpleegd op
26 februari 2023.
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Figuur 11: De bovenste foto toont het typische “bull’s-eye” patroon. Proteus mirabilis is 2 keer geént op de plaat.
De foto onderaan links toont P. mirabilis in de zwermvorm en de foto onderaan rechts toont zwermende cellen en
zwemmende cellen in een biofilm. (Hamilton et al., 2018c)

Voor infectie van het spijsverteringsstelsel is adhesie aan de epitheliale cellen zeer belangrijk.
Proteus mirabilis kan 7 types fimbriae produceren. Zes ervan zijn al geidentificeerd: mannose-
resistant Proteus-like fimbriae (MR/P fimbriae), mannose-resistant Klebsiella-like fimbriae
(MR/K fimbriae), nonagglutininating fimbriae (NAP), deze fimbriae zijn ook gekend als
uroepithelial cell adhesin (UAC), ambient-temperature fimbirae (ATF), P. mirabilis P-like pli
(PMP) en P. mirabilis fimbriae (PMF). Deze fimbriae hebben een belangrijke rol in het vormen
van biofilms. MR/P en NAP/UCA zijn de belangrijkste wat betreft gastro-intestinale problemen.
De expressie van deze adhesiefactoren zijn sterk gekoppeld aan de beweeglijkheid.
Daarnaast lijkt de inductie van MR/P gekoppeld te zijn aan de aanwezigheid van zuurstof. De
productie van MR/P kan aan en af gezet worden door plaatsspecifiek DNA recombinase, Mrlp,
dat een promotor inverteert, dat geflankeerd wordt door geinverteerde herhalingen. Het
inverteerbare element schakelt, afhankelijk van de omgevingsomstandigheden, het MR/P
operon aan of uit. Zuurstofarme omstandigheden, zoals in het gastro-intestinaal stelsel,
zouden de aanwezigheid van MR/P fimbriae bevorderen. Dit draagt waarschijnlijk bij aan de
aanhechting in de darm en de persistentie in de darm. Zowel de expressie van fimbriae als het
zwermen zou de invasiviteit, persistentie en de pathogeniciteit van P. mirabilis in de darm
vergroten. (Hamilton et al., 2018b)

Urease is een enzym dat ureum kan metaboliseren. Ureum is het meest voorkomende
afvalproduct dat stikstof bevat. Ureum wordt omgezet in ammoniak en koolzuur. Het is de
ammoniak dat een bron van stikstof vormt voor het microbiéle metabolisme in de darm.
Doordat Proteus species dit enzym kunnen produceren, kan er nitraat gevormd worden voor
niet-fermentatieve anaerobe respiratie wat de expansie van Enterobactericeae bevorderd, dus
ook deze van P. mirabilis. De lokale pH stijgt ook waardoor urease-positieve organismen
kunnen overleven in de zuurdere gastro-intestinale omgeving. Proteus species kunnen groeien
bij een pH van 5 tot 10, met een optimum van 7 tot 8. Het is aangetoond dat P. mirabilis urease
kan produceren en dat de productie ervan gereguleerd wordt door zowel de concentratie van
ureum in de omgeving als door de verhoogde chromosomale transcriptie bij zwermende cellen.
(Hamilton et al., 2018b)
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Proteus mirabilis produceert het hemolysine HpmA. HpmA veroorzaakt cellyse van
erythrocyten, epitheelcellen in de blaas, B-cellen en monocyten. Het kan erythrocyten lyseren
onder anaerobe omstandigheden en bij verschillende temperaturen. Het wordt gecodeerd door
de hpm locus dat ook codeert voor HpmB. Dit is een activator en begeleider van HmpA. De
expressie van deze hemolysines is sterk gekoppeld aan de zwem-zwerm cyclus. Zwermende
cellen zijn hierbij meer cytotoxisch dan zwemmende cellen. HmpA draagt bij aan de gastro-
intestinale pathogenese door lyse van aangeboren immuuncellen, de inductie van NOD-like
receptor proteine 3 (NLRP3) inflammatie en de vrijstelling van interleukine-13 (IL-1B).
(Hamilton et al., 2018b)

Proteus mirabilis vertoond intracellulaire invasie van onder andere cellen in het colon.
Afhankelijk van het celtype zijn er verschillen in de intracellulaire invasie en pathways van
opname. Zo worden er intracellulaire vacuolen, die P. mirabilis bevatten, gevormd met een
dubbele membraan in intestinale cellen, terwijl er maar een enkele membraan gevormd wordt
in uroepitheliale cellen. Deze mechanismen dragen bij tot een effectieve intracellulaire
kolonisatie met de vorming van cytoplasmatische kolonies, het ontwijken van het
immuunsysteem en resistentie tegen antibiotica. Proteus mirabilis kan langer dan 20 uur
intracellulair overleven zonder de viabiliteit van de erythrocyt aan te tasten. Het type staal waar
P. mirabilis uit wordt geisoleerd, heeft een effect op de invasiviteit bij studies in het
laboratorium. Isolaten uit stoelgang vertoonden een efficiéntere invasie. Het is ook bewezen
dat P. mirabilis op zijn minst de bovenste mucosale laag in de darm en de binnenste laag van
het epitheliale opperviak kan invaderen wanneer er bepaalde immuundefecten, zoals de
afwezigheid van het Lypd8 proteine en defecten in de aangeboren immuniteit, zijn. (Hamilton
et al., 2018b)

ZapA is een extracellulair metalloprotease dat heel wat substraten kan degraderen. Het speelt
een belangrijke rol bij het ontwijken van het aangeboren immuunsysteem door P. mirabilis door
de degradatie van secretoir IgA en IgG. De expressie van ZapA is ook gekoppeld aan de
differentiatie van zwemmer cellen tot zwermende cellen. ZapA hydrolyseert 3-defencine 1, een
antimicrobieel peptide van het aangeboren immuunsysteem dat tot expressie gebracht wordt
in het epitheel van het colon, en secretoir IgA. Dit verstoort de immuunreacties in de darm
waardoor P. mirabilis de darm aanhoudend kan koloniseren.(Hamilton et al., 2018b)

Omdat P. mirabilis een Gram-negatieve bacterie is en tot de Enterobactericeae behoord,
worden er flagellines en pro-inflammatoire celwand componenten (LPS) geproduceerd. Lipid
A is zeer immunostimulerend. Het wordt gedetecteerd door het aangeboren immuunsysteem,
specifiek door de Toll-like receptor 4. Dit activeert een stroomafwaartse signalisatiecascade
die NF-kB vrijstelt. Dit stimuleert een pro-inflammatoire cascade, gemedieerd door tumor
necrosis factor a (TNF-a), die kan leiden tot acute sepsis. Naast lipid A zijn er ook O-antigenen.
Dit zijn polysacchariden van herhalende delen die bestaan uit 2 tot 8 suikerresiduen. De O-
antigenen zijn structureel zeer divers. De expressie van virulentiefactoren, zoals urease,
proteasen en hemolysine, kunnen sterk variéren tussen O-antigeen serogroepen. Zo hebben
negatief geladen O-antigeen serogroepen een hogere ureolytische, proteolytische en
zwermactiviteit. Bacteriéle flagellines zijn de herhalende proteine subunits waaruit flagellen
zijn opgebouwd. Deze zijn zeer immunogeen door de drie dimensionele structuur. Bacteriéle
flagellinen worden waargenomen door Toll-like 5 receptoren die een aantal inflammatoire
pathways activeert waaronder MyD88. De recombinatie van flageline genen flaA en flaB
kunnen leiden tot hybride flageline proteinen die kunnen bijdragen bij het ontwijken van het
aangeboren immuunsysteem. (Hamilton et al., 2018b)

Proteus species zijn van nature resistent tegen bepaalde antibiotica. Resistentie tegen
polymyxines wordt gemedieerd door covalente modificaties van lipid A. Op deze manier wordt
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de negatieve lading van LPS naar 0 gebracht waardoor de cationische polymyxines niet meer
binden. Er is 0ok resistentie voor colistine, tigecycline en tetracycline. Sommige stammen van
P. mirabilis hebben het Salmonella genomic island 1 (SGI1) verworven. SGI1 integreert in het
recipiént chromosoom. Het bevat verschillende genen die coderen voor resistentie tegen
streptomycine, trimethoprim, tetracycline, sulfonamiden, chlooramfenicol, fluoroquinolone en
een breed spectrum van (-lactam-antibiotica. (Hamilton et al., 2018b)

5.1.2 Identificatie

Proteus mirabilis is gemakkelijk in cultuur te brengen, maar het zwermen kan interfereren met
de isolatie van een enkele kolonie of met andere bacterién. Gespecialiseerde media moeten
gebruikt worden om het zwermen tegen te gaan.

Voor routine cultuur kunnen er drie verschillende media gebruikt worden: Low salt lysogeny
broth (LB), LSW-agar en Proteus minimal salt medium (PMSM), ook wel minimal A genoemd.
Op deze media is cultuur mogelijk zonder dat P. mirabilis gaat zwermen. Dit is nodig voor
verschillende toepassingen in de moleculaire biologie en routine microbiologische
toepassingen.

Voor mengculturen waar P. mirabilis bijzit, zijn er twee media die gebruikt worden. De
MacConkey agar differentieert lactose fermenterende bacterién van niet-lactose-
fermenterende bacterién. Bij fermentatie van lactose zullen de kolonies roze kleuren. Wanneer
geen lactose gefermenteerd wordt, blijven de kolonies kleurloos. Dit wordt geillustreerd op
figuur 12. Op de cysteine-, lactose- en elektrolyt-deficiénte (CLED) agar produceert P. mirabilis
blauwe transparante kolonies. Om zwermen nog meer tegen te gaan kan de concentratie aan
agar verhoogd worden of kunnen er chemische inhibitoren toegevoegd worden aan standaard
media zoals LB, bloed agar of chocolade agar. Deze chemische inhibitoren kunnen de
fysiologie van de bacterién beinvioeden en zelfs groei inhiberen. p-nitrophenylglycerol (PNPG)
zou de groei van andere bacterién niet inhiberen, maar zou wel de expressie van
virulentiefactoren van P. mirabilis inhiberen. Andere additieven die gebruikt kunnen worden
zijn: chloralhydraat, boorzuur, sulfonamiden, houtskool, triclosaan, vetzuren en sodium azide.
Deze worden niet standaard gebruikt, enkel in meer specifieke omstandigheden.

Figuur 12: De veruiterlijking van P. mirabilis kolonies op twee verschillende agars. A toont de kleurloze kolonies
van P. mirabilis op een low salt LB. B toont de verschillende verschijningen van P. mirabilis (witte kolonies) en E.
coli (roze kolonies) op een MacConkey agar. C toont zwemmende kolonies van P. mirabilis. D toont het zwermen
van de P. mirabilis kolonies aan.
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Het Dienes fenomeen wordt gebruikt voor het onderscheiden van P. mirabilis subspecies. Dit
fenomeen is gebaseerd op het vermogen om te kunnen zwermen en is geassocieerd met
competitie en teritorialiteit tussen zwermende stammen. Bij de celidentificatie speelt het self-
identity proteine (IdsD) een belangrijke rol. Wanneer het IdsD van de ene cel niet kan binden
met de IdsE van een ander nabijgelegen cel, is er verschil tussen de P. mirabilis isolaten. Bij
een confrontatie van twee verschillende subspecies, zal de dominante de andere omsingelen.
De staafvormige cellen van de minder dominante subspecies veranderen dan in ronde cellen
waardoor de Dienes-lijn gevormd wordt. Waarom dit fenomeen zich voordoet en het volledige
mechanisme hierachter is niet gekend. Figuur 13 toont verschillende Dienes-lijnen op een
bloed agar plaat.

Figuur 13: Dienes-lijnen gevormd door twee verschillende subspecies van P. mirabilis. De linkse foto toont typische
Dienes-lijnen. De middelste foto toont atypishe Dienes-lijnen. Op de rechtse foto zijn er geen Dienes-lijnen
aanwezig. (Yu et al., 2021)

Een specifieke isolatiemethode voor P. mirabilis is er nog niet. Vaak worden stalen direct op
een MacConkey agar en een bloed agar geént. De isolaten worden dan geidentificeerd via
biochemische testen, PCR-assays of MALDI-TOF MS. Fenotypische kenmerken worden
gebruikt om species of subspecies te identificeren. Om stammen te bepalen worden er
genetische methoden gebruikt. Pulsed-field gel electroforese (PFGE) blijft de gouden
standaard. Op alternerende elektrische velden worden DNA-fragmenten groter dan 50kb
gescheiden op een agarose-gel. Andere methoden zijn op PCR gebaseerde methoden zoals
repetitive element sequence-based PCR (rep-PCR) genomic fingerprinting waarbij BOW rep-
PCR geschikt is voor Klinische isolaten van P. mirabilis.

5.1.3 Kilinisch belang voor de mens
Proteus mirabilis wordt vooral geassocieerd met urineweginfecties, maar heeft ook een rol bij
cholanchitis, leverabcessen en sepsis. (Zhang et al., 2021) Andere gastro-intestinale
problemen die geassocieerd zijn met P. mirabilis zijn (infectieuze) gastro-enteritis (zowel
spontaan als voedsel gerelateerd), ziekenhuisinfecties, appendicitis en de ziekte van Crohn.
Hoewel het gekend is dat Proteus species pathogeen kunnen zijn en dat de darm een reservoir
is, is enkel hun rol in urinaire infecties grondig onderzocht. Recente studies over het
microbioom in de darm van gezonde en zieke individuen geven aan dat er grote veranderingen
zijn in de proportie van belangrijke bacteriéle taxa die geassocieerd zijn met dysbiose.
Kenmerkend bij dysbiose bij inflammatory bowel disease (IBD) is de toename van
Proteobacteriae en dan vooral de Enterobacteriae. Onderzoek naar andere genera die
behoren tot de Enterobacteriae, zoals Escherichia, Shigella, Salmonella en Klebsiella, is al
gebeurd. Over de rol van Proteus is er nog maar weinig onderzoek uitgevoerd. Figuur 14 toont
verschillende virulentiefactoren aan, waar P. mirabilis kan koloniseren en de ziekten die deze
kan veroorzaken. (Hamilton et al., 2018b)
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Figuur 14: Een overzicht van de virulentiefactoren (rood), kolonisatieplaatsen in het lichaam (paars) en de
aandoeningen (blauw) die P. mirabilis kan veroorzaken. (Hamilton et al., 2018c)

Proteus species kunnen gelinkt worden aan diarree, maar de primaire pathogene rol is nog
niet bevestigd kunnen worden. (Hamilton et al., 2018b)

Proteus mirabilis is een oorzaak van ziekenhuisinfecties. Veel patiénten met gastro-intestinale
ziekten zijn gevoelig voor een secundaire infectie met P. mirabilis. Dit is vaak bij polybacteriéle
infecties. Proteus species kunnen ook medisch materiaal koloniseren die gebruikt worden voor
het onderzoeken van het gastro-intestinale stelsel, zoals gastroscopen of colonoscopen.
(Hamilton et al., 2018b)

Een recente studie van Zhang et al., (2021) toonde aan dat de aanwezigheid P. mirabilis een
belangrijke rol heeft in de pathogenese van de ziekte van Crohn. Bij de ziekte van Crohn is de
regulatie verstoord van de immuunrespons op het microbioom in de darm. Dit onderzoek
toonde aan dat P. mirabilis de progressie van de ziekte van Crohn versterkt door een dysbiose
in de darmen te veroorzaken, specifieke inflammatoire pathways in de darm te activeren en
door de secretie van inflammatoire cytokines. Eerdere onderzoeken naar de aanwezigheid
van P. mirabilis zijn niet gebeurd doordat lage hoeveelheden niet gedetecteerd worden bij het
sequeneren van het microbioom en bioinformatica. Er zijn 108 stoelgangstalen en 114
biopsiestalen van het colon (67 van patiénten en 40 gezonde mensen) via PCR onderzocht op
de aanwezigheid van P. mirabilis. De hoeveelheden P. mirabilis waren beduidend hoger bij
patiénten met de ziekte van Crohn dan bij gezonde mensen. Binnen de groep van patiénten
was er geen significant verschil in hoeveelheden P. mirabilis in biopsies van stukken colon die
ontstoken waren en die niet ontstoken waren. Hogere hoeveelheden P. mirabilis zouden wel
meer ernstige symptomen geven dan lagere hoeveelheden. Isolaten van de stoelgang waren
sterk gerelateerd aan P. mirabilis isolaten van de urinewegen en waren verschillend van 2
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isolaten vanuit de biopsies. De directe interactie van P. mirabilis en zijn receptoren op het
epitheel van het colon moeten verder onderzocht worden. Proteus mirabilis zou een
diagnostisch en therapeutisch doelwit kunnen zijn om patiénten te helpen met de behandeling
en het voorkomen van herval.

5.1.4 Voorkomen bij het varken

Over het voorkomen van P. mirabilis bij varkens is weinig gekend. Het is ook niet gekend of P.
mirabilis enig pathogeen belang heeft bij varkens. In de literatuur is hierover weinig terug te
vinden.

Lei et al., (2015) vonden twee nieuwe varianten van het Salmonella genomic island 1 (SGI1)
in P. mirabilis geisoleerd uit varkens op boerderijen in China. De multidrug resistance (MDR)
regio in het SGI1 bevat vijf antibiotica resistentiegenen die de bacterie resistent maken voor
ampicilline, chlooramfenicol, florfenicol, streptomycine, spectinomycine, sulfonamiden en
tetracycline. Het SGI1 is via conjugatie van Salmonella enterica aan P. mirabilis overgedragen.
In de studie zijn er stalen genomen van de stoelgang en van geinfecteerd weefsel van 35
varkens van boerderijen uit 16 provincies in China. Het feit dat het SGI1 bij S. enterica
voorkomt en deze het SGI1 kan doorgeven aan onder andere P. mirabilis kan een risico
vormen voor de volksgezondheid. Vooral als deze bacterién via vleesproducten zouden
kunnen verspreiden. Het feit dat deze bacterién resistent zijn aan verschillende antibiotica
bemoeilijkt de behandeling van zowel mens als varken.

5.2 Campylobacter concisus

5.2.1 Taxonomie

Het genus Campylobacter is sterk gerelateerd aan de genera Acrobacter en Sulfurospirillum.
Ze behoren tot de familie van de Campylobacteraceae. Binnen het genus Campylobacter zijn
er 32 species beschreven en 9 subgroepen: C. avium, C. blaseri, C. canadensis, C. coli, C.
concisus, C. corcagiensis, C. cuniculorum, C. curvus, C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp.
venerealis, C. fetus subsp. testudinum, C. geochelonis, C. gracilis, C. helveticus, C. hepaticus,
C. hominis, C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. hyointestinalis subsp. lawsonii, C.
iguaniorum, C. insulaenigrae, C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. lanienae, C. lari
subsp. lari, C. lari subsp. concheus, C. mucosalis, C. ornithocola, C. peloridis, C.
pinnipediorum subsp. pinnipediorum, C. pinnipediorum subsp. caledonicus, C. rectus, C.
showae, C. sputorum, C. subantarcticus, C. troglodytis, C. upsaliensis, C. ureolyticus, en C.
volucris. Deze species zijn gegroepeerd in 5 fylogenetische groepen, die elk pathogene
species bevatten. De groepen zijn: de C. jejuni groep, de C. lari groep, de C. concisus groep,
de C. ureolyticus groep en de C. fetus groep. De namen van de groepen zijn zo gekozen omdat
deze species het meest klinisch relevant was binnen de groep. De 5 fylogenetische groepen
en hun leden worden weergegeven in figuur 15. (Costa and Iraola, 2019b)
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Figuur 15: De 5 fylogenetische groepen en hun leden worden weergegeven. De species in het rood veroorzaken
infecties in mens en/of dier. Voor de blauwe species zijn er geen infecties gedocumenteerd. (Costa and Iraola,
2019b)

Campylobacter species zijn gebogen, S-vormige of spiraalvormige staven van 0,2-0,9um

breed en 0,5-5um lang. Ze zijn Gram-negatief, niet-sporenvormend en niet sacchrolytisch.
Meestal zijn ze bewegelijk door middel van een flagel die zich op één of aan beide uiteinden
bevindt. Figuur 16 toont C. concisus onder de elektronenmicroscoop. Campylobacter concisus
kan ook biofiims vormen. De meeste species zijn microaeroob met een respiratoir type
metabolisme, maar sommige stammen kunnen aeroob of anaeroob groeien. Op oude culturen
of op culturen die te lang zijn blootgesteld aan lucht, kunnen de campylobacters sferische of

coccoide vormen aannemen. (Newell, 2005) Campylobacter species hebben over het
algemeen een lage G+C inhoud in het genoom. Bij de meeste species varieert deze inhoud
tussen de 28 en de 40%. Sommige species, zoals C. curvus, C. rectus, C. showae en C.

gracilis, vertonen meer dan 40% C+G inhoud. (Liu et al., 2018) Campylobacter concisus is
urease en catalase negatief en oxidase positief. (Miljkovi¢c-Selimovic et al., 2021)
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Figuur 16: Een foto van C. concisus gemaakt met een elektronen microscoop. (Zhang et al., 2014)

Vele species koloniseren de mucus van het intestinale stelsel. Omdat C. concisus zowel bij
gezonde individuen als bij patiénten met diarree voorkomt, is er geen duidelijke associatie
tussen de aanwezigheid van C. concisus en ziekte. Een reden hiervoor kan zijn dat er
pathogene en niet-pathogene subpopulaties bestaan. (Newell, 2005) Verschillen in de
prevalentie van C. concisus tussen patiénten met intestinale aandoeningen en gezonde
individuen zijn niet significant. (Kaakoush and Mitchell, 2012) In een studie van Engberg et al.
(2005) konden geen duidelijke fenotypische of genotypische verschillen gevonden worden
tussen isolaten van patiénten met diarree en isolaten uit gezonde individuen.

Campylobacter concisus werd voor het eerst beschreven in 1981 en werd gevonden in
paradontale laesies. Later werd C. concisus ook gevonden in stoelgangstalen van zowel
gezonde mensen als patiénten met diarree. (Costa and Iraola, 2019b)

Onderzoek naar de genetische diversiteit en de pathogeniciteit met pulsed field elektroforese
(PFGE), DNA-DNA hybridisatie en analyse van ribosomale genen toonden een complexe
intraspecifieke taxonomie aan met een hoge genetische heterogeniciteit. Dit heeft geleid tot
genomospecies. Dit zijn groepen van genetisch verschillende stammen zonder duidelijke
fenotypische verschillen. (Costa and Iraola, 2019b)

Op basis van virulentiekarakteristieken kan C. concisus ingedeeld worden in 2 pathotypes:
adherente en invasieve C. concisus (AICC) en adherente en toxigene C. concisus (AToCC).
Deze zijn genetisch verschillend van commensale stammen. Adherente en invasieve C.
concisus kan beter intracellulair overleven. Dit gebeurt door autofagie te vermijden.
Preferentieel worden de cel-cel juncties gekoloniseerd. Hierna is er translocatie doorheen de
monolayer en is er paracellulair transport tussen 2 aaneengrenzende cellen. Het mechanisme
hierachter is niet gekend. Na het binnendringen van de cel induceert het de productie van IL-
8, IL-12 en INF-y. Adherente en toxigene C. concisus produceert zona occludens toxine (zot)
die de tight junctions van de cellen aantast. Er is dus transcellulair transport door de intestinale
barriere. Een ander verschil met AICC is dat deze wel effectief kan opgenomen worden door
autofagie. Na het binnendringen van de cel is er ook geen inductie van de INF-y productie.
Deze eigenschap is eigen aan bacterién die intracellulair kunnen overleven. Figuur 17 geeft
deze mechanismen weer. Extrachromsomale virulentiedeterminanten zoals een restrictie-
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modificatie (RM)-systeem zijn geconserveerd gebleven in AICC-pathotypen. Het RM-systeem
bevat zeker 4 genen: een restrictie-endonuclease, een DNA-methyltransferase, een
plaatsspecifiek recombinase en endotoxine 9. Adherente en toxigene C. concisus pathotypes
kunnen zot produceren. (Kaakoush et al., 2014; Underwood et al., 2016)
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Figuur 17: De werkingsmechanismen van adherente en invasieve C. concisus (AICC) en adherente en toxigene C.
concisus (AToCC). (Kaakoush et al., 2014)

Campylobacter concisus kan overleven bij verschillende pH’s en kan ook actief blijven in zure
omgevingen. Het contact met de epitheliale cellen gebeurt via de polaire flagel. Na contact met
de microvilli van de epitheliale cel ontstaat er een “membrane ruffling”-achtige reactie waarna
het niet-geflagellerde uiteinde van C. concisus de celmembraan penetreert. Het is aangetoond
dat C. concisus die geisoleerd werden uit patiénten met verschillende aandoeningen van het
gastro-intestinale stelsel en uit gezonde individuen verschillen in mobiliteit. De bewegelijkheid
speelt een rol in de mogelijkheid van de bacterie om door de intestinale mucus te kunnen
zwemmen om de intestinale cellen te bereiken. Daarnaast kunnen ze zich aanpassen aan de
viscositeit van de buitenste en de binnenste mucuslagen van het colon. Een andere
virulentiefactor die met de flagel te maken heeft, is het vermogen om biofilms te vormen. De
vorming ervan wordt, zo lijkt het althans, getriggerd door de aanwezigheid van mucus. De
biofilms vormen vaak dikke aggregaten op het epitheel in het colon. Nadat C. concisus de cel
heeft geinvadeerd, worden er inflammatoire cytokines zoals TNF-a en IFN-y vrijgesteld. Door
het induceren van apoptose van de intestinale cellen ontstaan er milde veranderingen in de
tight junctions. Hierdoor is er lekkage en influx van moleculen en vocht die de klinische diarree
veroorzaken. Het is aangetoond dat stammen die geisoleerd werden uit patiénten met
chronische intestinale ziekten ongeveer 500 keer meer invasief waren dan stammen die
geisoleerd werden uit pati€nten met acute gastritis en gezonde individuen. Endotoxine9/Dnal
is een virulentiefactor die gelegen is op de plasmide. Deze wordt geassocieerd met het
vermogen om beter te kunnen overleven in de epitheliale cellen. (Kaakoush et al., 2014, 2011;
Miljkovi¢-Selimovi¢ et al., 2021)

De aanwezigheid van proteinen die potentieel enkel door C. concisus zou kunnen
gesecreteerd worden, zou gebruikt kunnen worden als target voor identificatie en diagnose.
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Onderzoek naar stamspecifieke genomische regio’s die mogelijk geassocieerd zouden kunnen
Zijn met de virulentie toonde aan dat er een type VI secretiesysteem (T6SS) aanwezig is bij C.
concisus. Dit systeem is betrokken bij gastheer-pathogeen interacties en de virulentie. Het is
ook aangetoond bij onder andere Salmonella, Yersinia en Vibrio. Een ander belangrijk gen is
het zona occludens toxine (zot) gen dat zich in een profaag bevind. Zot verhoogd de
permeabiliteit in de darmen door de tight junctions aan te tasten. Stammen van C. concisus
verschillen ook in de flagelline glycosylatie pathways. Dit betekend dat er verschillende
immuunreacties kunnen zijn tegen de verschillende stammen van C. concisus. (Costa and
Iraola, 2019b)

Fosfaat transportgenen pstS, pstA en pstC zijn specifiek voor genomospecies 1 (GS1).
Campylobacter concisus genotypes hebben dus een verschillende capaciteit voor
fosfaattransport. Genomospecies 2 (GS2) heeft een aquaporine Z gen. Dit heeft een functie
bij het onderhouden van de intracellulaire osmotische druk. Dit impliceert dat C. concisus zich
kan aanpassen aan omgevingen met een fluctuerende osmolariteit. CRISPR/CAS genen zijn
enkel gevonden in genomospecies 2. Dit voorkomt het incorporeren van vreemd DNA zoals
dat van plasmiden en fagen. Er is geen correlatie tussen de aan- of afwezigheid van
CRISPR/CAS en de profaag die het zona occludens toxine gen bevat. Zot komt voor bij beide
genomospecies. Nog een belangrijk verschil tussen beide genomospecies is dat
genomospecies 1 vooral gevonden wordt in orale stalen en genomaospecies 2 in stalen van de
mucosa in de darmen. (Costa and Iraola, 2019b) Daarnaast zouden genen die betrokken zijn
bij de synthese van de celmembraan vooral voorkomen bij orale stammen en deze genen die
betrokken zijn in het celtransport, het metabolisme en secretorische pathways vooral
voorkomen bij enterische stammen. (Liu et al., 2018)

Er zijn 2 genomische eilanden, CON_PIiiA en CON_piiB, aanwezig die coderen voor type IV
secretiesystemen (T4SS) en proteine effectoren die geliken op deze in Legionella
pneumophillia en Helicobacter pylori. Het effect van deze LepB- en CagA-achtige effectoren
op humane cellen is niet geheel gekend. Deze eilanden komen voor bij orale of intestinale
stammen op verschillende manieren. Er wordt verondersteld dat er een voorkeur is om in
intestinale stammen te integreren. Onderzoek bij een groter aantal stammen is nodig om te
bepalen of deze verschillen statistisch significant zijn. Beide eilanden komen voor bij beide
genomospecies. (Costa and Iraola, 2019b; Liu et al., 2018; Miljkovi¢-Selimovi¢ et al., 2021)

Er is een gen in C. concisus dat codeert voor het exoproteine C. concisus secreted protein 1
(Csepl). Dit lijkt op enterotoxine B dat voorkomt bij Staphylococcus aureus. Enterotoxine B
veroorzaakt diarree en activeert T-cellen die grote hoeveelheden cytokines gaan produceren.
Het Csepl gen is gelokaliseerd op het bacteriéle chromosoom en op de pICON plasmide. Het
chromosomale gecodeerd Csepl gen kan enkel teruggevonden worden bij G2. Het Csepl gen
dat gecodeerd wordt door pICON kan gevonden worden bij zowel GS1 als GS2. Het gen dat
codeert voor Csepl vertoont een insertie van 6 baseparen (csepl-6bpi) bij de meeste
stammen die geisoleerd werden bij patiénten met de ziekte van Crohn. Csepl-6bpi zou
gebruikt kunnen worden om de ziekte van Crohn die geassocieerd is met C. concisus stammen
te diagnosticeren. Tot op heden is dit de enige gekende merker in C. concisus om een
associatie met IBD aan te tonen. (Costa and Iraola, 2019b; Liu et al., 2018; Miljkovi¢-Selimovi¢
et al., 2021)

In een studie naar de fenotypische en genotypische kenmerken van C. concisus, uitgevoerd
door Engberg et al. (2005), kon uit 90% van de isolaten van patiénten met diarree, in alle
isolaten van de gezonde individuen en de type stam, effecten gezien worden van het cytolethal
distending toxin (cdt) op Vero cellen. Dit maakt dat dit geen goede merker is om potentieel
gastro-enterische pathotypes van C. concisus te identificeren. In C. jejuni is dit het meest
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karakteriserende toxine van de Campylobacter toxinen. Alle humane isolaten van C. jejuni
hebben het cdt gen locus. De expressie hiervan verschilt wel. De functie in de pathogenese is
nog onbekend, maar het is aangetoond dat dit toxine een blokkering van de G2 fase in de
celcyclus geeft in gevoelige cellen. De directe rol van cdt in campylobacteriosis is nog niet
aangetoond.

Figuur 18 geeft een overzicht van virulentiefactoren van C. concisus. Naast de
virulentiefactoren die hierboven besproken zijn, worden er extra virulentiefactoren vermeld.
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Figuur 18: Een overzicht van de virulentiefactoren van C. concisus. (Kaakoush et al., 2014)

Campylobacter concisus heeft het vermogen om het aangeboren immuunsysteem te activeren
en neutrofielen te stimuleren om meer aan te hechten en meer oxidatieve uitbarstingen te
vertonen. Dit zijn belangrijke kenmerken om een acute inflammatie uit te lokken.
Campylobacter concisus die uit stoelgangstalen geisoleerd werden zijn gevoeliger aan
bactericide effecten in het serum. Dit kan deels verklaren waarom C. concisus niet gevonden
wordt bij een bacteraemie. (Miljkovi¢-Selimovi¢ et al., 2021)

Op figuur 19 worden de pathogene mechanismen en de immunogene pathways die
geactiveerd worden wanneer C. concisus de epitheliale darmcellen binnendringt,
weergegeven. Wanneer C. concisus de darm bereikt heeft, dringt het de intestinale cellen
binnen. Dit induceert een aantal reacties van de gastheer. Het cytoskelet wordt herschikt,
ontstekingsfactoren worden vrijgesteld, toll-like receptoren komen tot expressie en is er
vrijstelling van pro-inflammatoire cytokines. De expressie van virulentiefactoren door C.
concisus, zoals zot, zorgt niet alleen voor de productie van pro-inflammatoire cytokines, maar
resulteert ook in apoptose van de epitheliale cellen. Doordat het intestinale epitheel nu
beschadigd is, is er een verhoogde translocatie van commensale bacterién en hun secreten
naar de lamina propria mogelijk. De pro-inflammatoire cytokines en chemokines die door de
epitheliale cellen zijn vrijgesteld, trekken immuuncellen aan. Dit zal bijdragen aan de
ontstekingsreactie.
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Figuur 19: Een overzicht van de pathogene mechanismen van C. concisus. (Liu et al., 2018)

5.2.2 Identificatie

Wat isolatie betreft, kan C. concisus het best gecultiveerd worden na filtratie op een niet-
selectief medium dat geincubeerd wordt bij 37°C in een waterstofrijke atmosfeer. (Newell,
2005) Selectieve media bevatten antibiotica die de groei van atypische campylobacters
kunnen inhiberen of vertragen wanneer deze gevoelig zouden zijn. (Aabenhus et al., 2005)
Campylobacter concisus is een chemolitroofe bacterie die H> kan gebruiken als energiebron
voor de groei. De beste groei treedt op bij een H, concentratie van 2,5-10%. Campylobacter
concisus kan ook groeien in anaerobe condities zonder waterstof, formaat of furamaat.
(Miljkovi¢-Selimovi¢ et al., 2021) Furamaat zou wel de groei van C. concisus bevorderen. De
sterkste groei werd gezien wanneer media 0,4% geneutraliseerd furamaatzuur,
geneutraliseerd mononatrium furamaat en natrium furamaat bevatte. (Liu et al., 2018)
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Voor de identificatie kunnen PCR, RT-PCR en MALDI-TOF MS gebruikt worden. De meest
gebruikte primers zijn genen voor 16S rDNA, 23S rDNA en chaperonin-60. (Miljkovié¢-Selimovié¢
et al., 2021)

Tot op vandaag zijn er nog geen routinematig toepasbare manieren om genotypes te
differentiéren voor het omschrijven van individuele stammen van C. concisus die in
overeenstemming zijn met de minimale normen. Comparatieve genomische analyses geven
nuttige fylogenetische informatie die kan helpen om de classificatie te bepalen. Daarnaast kan
de identificatie van taxon-specifieke genen helpen bij de fenotypische differentiatie van de
genomospecies, wat het beschrijven van een nieuwe soort zou vergemakkelijken. Deze taxon
specifieke genen kunnen gebruikt worden als doelwit voor moleculaire identificatiemethoden,
zoals PCR, om genomospecies te onderscheiden. De combinatie van ANIm, GBDP-
gegeneraliseerde isDDH en G+C inhoud onderscheidt genomaospecies clusteronafhankelijk en
is routinematig te gebruiken in laboratoria die whole genome sequencing (WGS) doen. Andere
methoden die data van genoom sequeneringen gebruiken, zijn steeds meer beschikbaar.
Alternatieven voor DNA-DNA hybridisatie (DDH) zijn average nucleotide identity (ANI) en
genome BLAST distance phylogeny (GBDP). Deze kunnen gebruikt worden om de
interspecifieke verwantschap van bacterién te bepalen. Ribosomal multi-locus sequensing
typing (rMLST) doet een enkele analyse om intraspecies bacterién te typeren en te
identificeren tot op domeinniveau. Dit gebeurt door de sequentievariatie in 53 ribosomale eiwit
subeenheid genen te indexeren. Het vergelijken op functioneel niveau kan met handmatig
samengestelde clusters van orthologe groepen eiwitten (COG) databanken. Hiermee kunnen
voorspellingen gedaan worden van genfuncties op basis van de overeenkomst in aminozuur
samenstelling tussen onbekende genen en genen die al experimenteel bestudeerd zijn. De
diversiteit van het ribosomale RNA (rrn)-operon is veelbelovend voor het evalueren van de
relaties tussen C. concisus isolaten. Onder het rrn-operon vallen de 5S rRNA-, 16S rRNA-,
23S rRNA-genen en de internal transcribed spacer (ITS) regio. Van al deze methoden zijn er
nog maar weinig gebruikt om C. concisus toe te schrijven aan een genomospecies. Enkel 23S
rRNA sequentie en rrn zijn al gebruikt. Dit wil echter niet zeggen dat de andere methoden hier
niet voor gebruikt kunnen worden. Deze methoden evalueren kleine proporties sequenties van
het genoom. De prestaties van andere WGS methoden die grotere delen van het genoom
evalueren zijn momenteel nog niet gekend. (Cornelius et al., 2021)

Voor het identificeren van kerngenomen of accessoire genomen zijn er verschillende software
programma’s beschikbaar. Het kerngenoom is verantwoordelijk voor de basis biologie en de
belangrijkste fenotypische kenmerken van een bacterie species. Accessoire genomen hebben
een functie in karakteristieke pathways, virulentiefactoren, het aanpassen aan verschillende
omgevingen, gastheerfactoren en het voorzien van molecular fingerprinting doelwitten die
nuttig zijn in epidemiologische studies en populatiestudies. Twee van deze software
programma’s zijn large scale BLAST score ratio (LS-BSR) en Roary. (Cornelius et al., 2021)

Campylobacter concisus is zowel biochemisch als genotypisch het meest gerelateerd aan C.
mucosalis. Beiden zijn belangrijk in de humane geneeskunde en de diergeneeskunde. De
differentiatie tussen deze species gebeurde in het verleden via 3 fenotypische tests: de
gevoeligheid voor cephalothine, de temperatuur waarbij de bacterie groeit en de kleur van de
kolonie. Deze tests waren echter niet betrouwbaar door de variabiliteit van de stammen.
Alternatieve methoden zoals DNA-DNA hybridisatie, immunotypering of whole-cell protein
electrophoresis zijn echter te arbeidsintensief om in een routine laboratorium uit te voeren.
Bastyns et al. (1995) hebben een PCR test ontwikkeld op basis van een 23S rDNA regio die
de specifieke detectie van C. concisus mogelijk maakt. Er werd een voorwaartse primer, MUC1
ontwikkeld specifiek voor C. mucosalis en een reverse primer, CON1, die specifiek is voor C.
concisus. Er werd een tweede reverse primer ontwikkeld die bindt op dezelfde positie als
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CON1. Deze werd CON2 genoemd. Na verschillende tests bleek deze PCR test een goed
alternatief te zijn om C. concisus te identificeren.

Miller et al. (2012) hebben verschillende multilocus sequence typing methoden ontwikkelt voor
verschillende opkomende Campylobacter species, waaronder C. concisus. Met MLST
methoden worden relatief bewaarde huishoud loci geamplificeerd en gesequeneerd. De data
kunnen gebruikt worden om eventuele relevante taxonomische subdivisies in een species te
identificeren. Daarnaast kan er genotypische informatie bekomen worden over nieuwe species
die fenotypisch divers zijn. Dit is vooral nuttig bij deze species die enkel via 16S rDNA
sequenering gespecifieerd kunnen worden. De genenset die gebruikt werd voor C. concisus
is identiek aan deze die gebruikt wordt voor C. jejuni met als enige verschil dat tkt vervangen
is door ilvD. De diversiteit in de tkt locus was te groot om een geschikte primer te kunnen
ontwikkelen. De andere genen zijn: aspA, atpA (UncA), gInA, gltA, glyA en pgm. Uit deze studie
blijkt dat deze MLST methode geschikt is voor het genotyperen van C. concisus.

5.2.3 Kilinisch belang voor de mens

Campylobacter concisus zou een rol spelen bij orale ziekten zoals parodontitis en gingivitis.
Het is bij deze patiénten dat C. concisus voor het eerst gevonden werd. Campylobacter
concisus kan meer geisoleerd worden uit deze patiénten dan bij gezonde individuen. Ondanks
het feit dat er verschillende studies zijn uitgevoerd, is er nog steeds weinig bewijs dat C.
concisus de oorzaak zou zijn. Dit komt doordat deze studies enkel C. concisus isoleerden bij
patiénten en niet bij gezonde individuen. Het blijft dus onduidelijk of C. concisus effectief een
oraal pathogeen is, een opportunistisch pathogeen is in weefsels die ontstoken zijn of een
commensaal is in de mondholte. (Kaakoush and Mitchell, 2012) Analyse van data zou
aantonen dat de mens een natuurlijke gastheer zou zijn voor C. concisus en dat vooral in de
mondholte. (Akutko and Matusiewicz, 2017) Transmissie zou dus kunnen gebeuren via
speeksel. Daarnaast zou transmissie ook mogelijk kunnen zijn door gecontamineerd eten en
drinken, vooral wanneer het in de koelkast bewaard wordt. (Liu et al., 2018)

De laatste jaren wordt er steeds meer vermoed dat C. concisus betrokken zou zijn bij
inflammatory bowel disease (IBD). Dit is een verzameling van chronische ontstekingen in het
gastro-intestinale stelsel waarvoor geen gekende oorzaak is. Verschillende zaken zoals
genetische factoren, omgevingsfactoren en het microbioom zouden allemaal een rol spelen in
het ontwikkelen van IBD. Er zijn 2 vormen: de ziekte van Crohn en ulceratieve colitis. Bij de
ziekte van Crohn zou de inflammatie overal in het gastro-intestinale stelsel kunnen
plaatsvinden. Er zijn transmurale laesies die zich over het mucosale opperviak kunnen
verspreiden en in de onderliggende serosa. Bij ulceratieve colitis is er een continue
submucosale inflammatie die enkel voorkomt in het colon. Het ontstaan van IBD zou komen
door een dysregulatie in de immuunrespons op het microbioom in de darm. Deze dysregulatie
wordt waarschijnlijk getriggerd. Er wordt gedacht dat zot-positieve C. concisus een trigger kan
zijn. Omdat de mondholte een reservoir is van C. concisus, is er een constante aanvoer in het
gastro-intestinale stelsel. Maar uit onderzoek is gebleken dat, via PCR en isolatie, veel minder
C. concisus uit faecale stalen gevonden wordt dan uit speekselstalen. Campylobacter concisus
koloniseert dus niet altijd de darm. De kolonisatie zou ook maar tijdelijk zijn. Waarom C.
concisus bij sommige individuen de darm koloniseert en bij anderen niet, is niet geweten. Het
is ook niet geweten of de dysbiose die geassocieerd wordt met IBD een rol speelt bij de
kolonisatie door C. concisus. Toch tonen de meeste studies aan dat C. concisus meer
voorkomt bij patiénten met IBD dan bij gezonde individuen. Bij actieve ziekte van IBD sterven
epitheliale cellen af en beschadigen proinflammatoire cytokinen de darmbarriere. Daarnaast
is het ook aangetoond dat zo’n actieve periode of een herval vooraf gaat aan een verhoogde
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permeabiliteit van de darm. Het is geweten dat zot geproduceerd door C. concisus de tight
junctions kan aantasten. (Kaakoush and Mitchell, 2012; Zhang et al., 2014)

Gastro-enteritis is een inflammatoire aandoening. De voornaamste symptomen die optreden
Zijn diarree, buikpijn, koorts en braken. Meestal gaan de problemen vanzelf over binnen de 2-
5 dagen. (Liu et al., 2018) Hess et al. (2012) beschreef een case van gastro-enteritis die werd
veroorzaakt door C. concisus. Een 55-jarige man van Kaukasische origine vertoonde klachten
van abdominale krampen, frequente waterige diarree over een periode van een week en
verlies van eetlust. De man was 5kg afgevallen. Een belangrijk gegeven is dat de symptomen
startte na het volgen van chemotherapie. Het was dus geen geval bij een gezond individu,
maar bij een individu waarvan de immuniteit onderdrukt was. Nielsen et al. (2013) voerde een
studie uit naar de prevalentie van C. concisus bij gastro-enteritis in Noord Jutland in
Denemarken. De studie toonde aan dat C. concisus bijna even vaak voorkwam als C. Jejuni
en C. coli. Campylobacter concisus werd vaker gevonden bij kleine kinderen jonger dan 1 jaar
oud en ouderen, ouder dan 65. Campylobacter concisus kon het hele jaar aan constante
frequenties gevonden worden, terwijl C. jejuni en C. coli een piek incidentie hadden in de late
zomer en de vroege herfst. Er wordt geschat dat de echte prevalentie van C. concisus dubbel
zo hoog is. Hoewel de meeste studies deze trends bevestigen, moet er opgemerkt worden dat
er vaak geen controlegroep was en dat wanneer er wel een controlegroep was, de resultaten
niet betrouwbaar waren. Of C. concisus een rol heeft in gastro-enteritis moet nog verder
onderzocht worden. (Liu et al., 2018)

Ferreira et al. (2022) heeft gedemonstreerd dat C. concisus Helicobacter pylori kan imiteren
bij sommige gevallen van gastritis. Dit is aangetoond in routineonderzoek van biopsies. Uit 50
van de 2.191 maagbiopsies tussen 2017 en 2018 kon C. concisus gecultiveerd worden. Van
28 cases waar C. concisus geidentificeerd was op cultuur en waarbij er ook een biopsie van
de maag is genomen, konden er bij 6 gevallen actieve gastritis op histologie gezien worden.
De verschillende klinische veruiterlijking ondersteunt de theorie dat C. concisus de maag kan
koloniseren zonder dat er een actieve gastritis is, niet. Echter is C. concisus wel al
geidentificeerd uit maagsap zonder gastritis. Twee-derde van deze 6 patiénten met actieve
gastritis die ook positief waren voor de cultuur van C. concisus vertoonden geen
identificeerbare organismen op het oppervlak van de mucosa op histologie. Deze waren ook
niet aanwezig bij patiénten die geen gastritis hadden, maar waarbij de cultuur van C. concisus
wel positief was. Campylobacter concisus kan dus de maag koloniseren, maar het aantal dat
gevonden kan worden, is zonder een actieve gastritis veel lager en kunnen dus
hoogstwaarschijnlijk niet geidentificeerd worden op histologie. Omdat een lage pH de groei
van C. concisus bij cultuur inhibeert, kan het ook zijn dat de lage pH in de maag verhinderd
dat C. concisus kan koloniseren. Met deze hypothese in gedachten kunnen er vragen gesteld
worden bij het veelvuldig gebruik van proton-pomp inhibitoren en medicatie die de pH van de
maag verhogen. Dit zou er voor zorgen dat de condities in de maag meer gunstig worden voor
het overleven en het koloniseren van C. concisus.

Verder zijn er nog een paar andere ziekten waarbij C. concisus betrokken zou kunnen zijn. De
belangrijkste hiervan is Barret's esophagus. Dit is een aandoening waarbij gastro-duodenale
reflux er voor zorgt dat het squameus celepitheel in de oesophagus vervangen wordt door
langwerpige verhoornde cellen. Bij deze aandoening kunnen hoge aantallen C. concisus en
C. rectus teruggevonden worden. Campylobacter concisus kan geisoleerd worden vanuit een
aspiraat en uit mucosale stalen. (Kaakoush and Mitchell, 2012) Ook bij oesophageale reflux
kunnen er meer C. concisus gevonden worden. Het lijkt er op dat de blootstelling aan
maagzuur de omgevingscondities voor C. concisus gunstig lijkt te beinvioeden. De initiéle
verandering die deze kolonisatie veroorzaken zijn nog niet opgehelderd. (Akutko and
Matusiewicz, 2017)
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5.2.4 Voorkomen bij het varken

Er zijn tot op het heden geen studies die specifiek onderzoek hebben uitgevoerd naar het
voorkomen van C. concisus bij varkens. Deze studies zijn wel uitgevoerd bij de hond en de
kat. Onderzoek naar andere campylobacters dan C. jejuni en C. coli bij varkens en ruminantia
is wel uitgevoerd, maar C. concisus werd hierbij niet teruggevonden bij het varken (Oporto and
Hurtado, 2011).

5.3 Escherichia albertii

5.3.1 Taxonomie

Escherichia albertii zijn Gram-negatieve, niet-motiele, niet-sporenvormende, facultatief
anaerobe, staafvormige bacterién die behoren tot het genus Escherichia. Bacterién behorend
tot het genus Escherichia zijn middellange tot lange staven die goed kunnen groeien op een
MacConkey agar, zowel aeroob als anaeroob. Ze kunnen bewegelijk of onbeweeglijk zijn.
Wanneer ze bewegelijk zijn, hebben ze flagellen die zich rond de cel bevinden. Ze zijn chemo-
organotrofisch met zowel een oxidatief als een fermentatief metabolisme, zijn cytochroom
oxidase-negatief en catalase-positief en kunnen gas en zuur produceren uit D-glucose. (Huys
et al., 2003; Muchaamba et al., 2022a) Binnen het genus Escherichia zijn er naast E. albertii
nog 5 andere species gekend: E. blattae, E. coli, E. fergusonii, E. hermannii en E. vulneris. Er
wordt voorgesteld om E. albertii op te delen in biogroepen. Momenteel zijn er 3 biogroepen
beschreven: Biogroep 1 die indole-negatief is en lysine-positief, biogroep 2 die indole-positief
is en lysine-negatief en biogroep 3 die zowel indole- als lysine positief zijn. (Gomes et al.,
2020) Het kan zijn dat sommige E. albertii stammen niet in een biogroep passen.

E. albertii werd voor het eerst beschreven als een atypische stam van Hafnia alvei die het eae-
gen, dat voor intimine codeert, bezit. Dit gen wordt geassocieerd met het attaching en effacing
fenotype van enteropathogene E. coli (EPEC) en enterohaemorrhagische E. coli (EHEC)
stammen. Verschillende studies door de jaren heen wijzen erop dat deze H. alvei-achtige stam
niet behoort tot het genus Hafnia, maar wel tot het species Escherichia. Dit werd gedaan op
basis van DNA-DNA hybridisatie en 16S rRNA gen sequencing data. (Konno et al., 2012) Ook
de aanwezigheid van het outer membrane protein gen (phoE) en de aanwezigheid van het
cytolethal distending toxin gen (cdt) gaven aan dat de species niet behoorde tot H. alvei. (Nimri,
2013)

Hoewel er gezegd wordt dat E. albertii niet motiel is en geen flagellen heeft, kan E. albertii in
bepaalde omstandigheden toch flagellen ontwikkelen. De benodigde genen zijn hiervoor
aanwezig. Flagellen worden ontwikkeld bij 20°C en in een medium met een lage osmotische
druk. Ook glutamine bevorderd de motiliteit. (lkeda et al., 2020) Temperaturen lager dan
lichaamstemperatuur zijn een belangrijke factor om flagellen te ontwikkelen. Een tekort aan
bepaalde substraten, zoals nutriénten, kunnen een verhoogde motiliteit veroorzaken.
(Murakami et al., 2020) De flagellen en de motiliteit lijken te verdwijnen bij een osmotische
druk die even hoog is als in het plasma bij mensen. Dit wil zeggen dat de ontwikkeling van
flagellen in de darmen onderdrukt worden, wat het invaderen van de intestinale cellen kan
bevorderen. (lkeda et al., 2020) Een theorie is dat het verdwijnen van de flagellen is
voortgekomen door de immuunreactie van de gastheer. Het behoud en de expressie zou
gedreven worden doordat de genen geintegreerd zijn in alternatieve regulatorische pathways.
(Bhatt et al., 2019)

In Tabel 2 worden de biochemische eigenschappen van E. albertii weergegeven. Ze kunnen
zuur produceren door de fermentatie van D-glucose, L- en D-arabinose, D-fructose, D-
galactose, D-mannose, D-manitol en trehalose. Bij de fermentatie van D-glucose is er

31



gasvorming. Ook vele niet vaak voorkomende suikers kunnen niet gefermenteerd worden.
Escherichia albertii kan ook nitraat reduceren. (Abbott et al., 2003; Bhatt et al., 2019;
Muchaamba et al., 2022a)

Tabel 2: Een overzicht van de biochemische eigenschappen van E. albertii.

Positief Negatief
Enzyme Lysine Indole Chitinase
Ornithinedecarboxylase  Arginine Hydroxyproline
dihydrolase deaminase
B-galactosidase Voges- Tripeptidase
Proskauer
Methyl rood Oxidase Proline deaminase
Catalase Cytochroom
oxidase
Ja Nee
Fermentatie/afbraak D-glucose Sucrose Xylose
L- en D-arabinose Lactose Methylumbelliferyl
glucuronide (MUG)
D-fructose Cellobiose Raffinose
D-galactose Adonitol
D-mannose 2-

ketogluconaat
D-manitol Citraat

Threhalose Rhamanose

Alle stammen van E. albertii lijken fenotypisch op elkaar, maar er zijn wel een paar reacties
die verschillen. Dit is onder andere het geval bij de fermentatie van lactulose, maltose,
threhalose en esculine hydrolyse. Alle drie de stammen die maltose fermenteren, kunnen ook
threhalose fermenteren. Dit kan er op wijzen dat biotypes bestaan binnen het species E.
albertii. (Abbott et al., 2003)

Fermentatie van D-sorbitol is een eigenschap die enkel E. coli vertoond. Dit kan helpen om
deze te onderscheiden van andere leden binnen het genus Escherichia. Ze kunnen ook
onderscheiden worden door verschillende andere testen, zoals het niet groeien in KCN
(cyanide) bouillon, het benutten van malonaat en weinig tot geen zuurproductie uit D-xylose,
D-arabitol, melibiose en cellobiose. De zwakke tot milde werking van L-prolineaminopeptidase
in E. albertii kan helpen om deze te onderscheiden van H. alvei die een sterke werking van dit
enzym vertonen. (Abbott et al., 2003)

Escherichia albertii zijn fylogenetisch verwant aan stammen van Shigella boydii serotype 13
(Shigella B13). Deze zijn ook fylogenetisch verwant aan E. coli. Na analyse van intimine blijkt
dat het centrale bewaarde domein gelijk is aan deze van E. albertii en Shigella B13 en
afkomstig zijn van deze eae varianten die gevonden worden in pathogene E. coli. Sequentie
analyse van het cytolethal distending toxin (cdt) gen heeft aan het licht gebracht dat er 3
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groepen allelen overeenkomen met deze van E. albertii en Shigella B13. E. albertii en Shigella
B13 zouden zo’n 28 miljoen jaar geleden afgesplitst zijn van een E. coli-achtige voorouder en
een nieuwe tak gevormd hebben (Hyma et al., 2005).

5.3.2 Identificatie

Escherichia albertii is sterk gerelateerd aan de entropathogene E. coli, vooral aan de atypische
stammen. Enteropathogene E. coli kan attaching en effacing letsels veroorzaken aan de
mucosa van de darmen, waardoor diarree ontstaat. Het eae (E. coli attaching and effacing)
gen codeert voor intimine. Dit bevorderd de aanhechting aan de epitheliale cellen in de
darmen. Escherichia albertii beschikt ook over dit gen. Daarnaast beschikt E. albertii ook over
cdt genen die coderen voor het cytolethal distending toxine (cdt). Hier zijn 3 subtypes van:
CdtA, CdtB en CdtC. Het cdt wordt gelinkt aan de kolonisatie en invasie. Dit heeft een effect
op de graad van de ziekteverschijnselen. Enterohaemorrhagische E. coli beschikken ook over
dit gen (Hatanaka et al., 2020). Sommige E. albertii hebben genen die coderen voor het Shiga-
toxine 2 of varianten ervan (Stx2a en Stx2f). Deze genen worden beschouwd als
virulentiefactoren van Shiga-toxine-producerende E. coli. (Hinenoya et al., 2019) Al deze
genen worden gebruikt bij het opsporen en het identificeren van E. albertii. Hierdoor wordt E.
albertii vaak foutief geidentificeerd als E. coli. Daardoor is er een onderschatting van de
werkelijke hoeveelheid besmettingen met E. albertii (Hyma et al., 2005). Omdat E. albertii
opkomend is, en er nog niet veel onderzoek naar gebeurt, zijn er nog geen standaard isolatie-
en identificatieprocedures beschikbaar. Hieronder volgt een overzicht van beschreven isolatie-
en identificatiemethoden in de literatuur.

Bij de detectie van E. albertii met een multiplex PCR wordt vaak gebruik gemaakt van de
aanwezigheid van de genen clpX, lysP en mdh, maar hierbij worden niet alle E. albertii
gedetecteerd. Naast PCR is het sequeneren van het genoom ook een optie, maar dit is
tijdrovend. Lindsey et al. (2017) hebben een multiplex PCR ontwikkeld om E. coli, E. albertii
en E. fergusonii te detecteren en te differentiéren en dit via specifiek ontwikkelde primers. Deze
werden ontwikkeld door data van sequeneringen van Escherichia spp. en met behulp van
software programma’s. De sequenties die gebruikt werden om deze primers te ontwikkelen
waren afkomstig van humane en kippen isolaten. Uit het onderzoek bleek dat deze multiplex
PCR met deze specifieke primers een sensitiviteit en specificiteit heeft van 100%. Dit kan dus
een snelle en precieze manier zijn om E. albertii te detecteren, te identificeren en te
onderscheiden van onder andere E. coli.

Omdat in het verleden E. albertii beschreven werd als een bacterie die geen lactose kan
fermenteren, werden isolatiemethoden hier vaak op gebaseerd. Recente studies hebben
aangetoond dat er ook E. albertii stammen zijn die lactose kunnen fermenteren. Dit geeft aan
dat er een onderschatting is in het voorkomen van E. albertii bij het gebruik van deze
isolatiemethodes. Maheux et al. (2018) hebben een isolatiemethode ontwikkeld die zowel
lactose fermenterende als niet-lactose fermenterende E. albertii kunnen isoleren. Dit gebeurt
door isolatie op mEA agar, een indole test en de E. albertii specifieke rapid multiplex PCR test
die ontwikkelt werd door Lindsey et al. (2017). Alle indole (geproduceerd vanuit tryptofaan)
positieve witte kolonies werden getest met deze PCR test. Hiervan waren er een paar die niet
E. albertii waren, deze gaven negatieve resultaten bij de PCR test. Dit geeft aan dat een
combinatie van deze methoden een sensitiviteit en een specificiteit van 100% hebben. De
werking van het mEA medium (E. albertii medium) is gebaseerd op de capaciteit van E. albertii
en E. coli om te groeien bij 44,5°C, de capaciteit om cellobiose te fermenteren en het feit dat
E. albertii geen B-D-glucuronide kan fermenteren. Omdat E. coli wel (3-D-glucuronide kan
fermenteren, kleuren de kolonies blauw op de mEA agar. Bij de fermentatie van cellobiose
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wordt er een zuur geproduceerd die de pH doet dalen. Onder een pH van 6,8 kleuren kolonies
die cellobiose kunnen fermenteren roze. Bacterién die geen cellobiose kunnen fermenteren,
zoals E. coli en E. albertii, zullen peptone gebruiken als eiwitbron. Bij de afbraak komt er
ammoniak vrij, wat de pH doet stijgen. Dit leidt tot witte of kleurloze kolonies. Escherichia
albertii zal dus witte kolonies vormen op de mEA agar. Figuur 20 geeft een visueel beeld van
de gevormde kolonies.

Figuur 20: A) De blauwe kolonies zijn een veruiterlijking van E. coli, B) De roze kolonies worden gevormd door E.
fergusonii, C) De witte kolonies worden gevormd door E. albertii, D) E. coli, E. fergusonii en E. albertii werden op
eenzelfde mEA plaat uitgesmeerd. (Maheux et al., 2018)

Er zijn ook verschillende intimine subtypes waarvan niet alle gekend zijn. Deze kunnen niet
mee in rekening gebracht worden bij de identificatie van E. albertii waardoor de exacte
prevalentie weer een onderschatting wordt. (Bhatt et al., 2019; Ooka et al., 2012)

Er zijn bepaalde genen, die coderen voor furamaat reductase en voor een cytochroom c-type
proteine, die op een E. albertii- specifieke locus gelegen zijn. Dit kan een extra middel zijn om
E. albertii van EPEC en EHEC te kunnen onderscheiden. (Bhatt et al., 2019)

Whole genome sequencing wordt beschouwd als een gouden standaard voor de identificatie
en verdere karakterisatie en zou telkens overwogen moeten worden (Muchaamba et al.,
2022a).

Een algemeen protocol kan als volgt verlopen. De stalen worden 1 keer verrijkt waarbij
verschillende soorten bouillon mogelijk zijn. Dit kan met gebufferd peptone water (BPW), E.
coli (EC) bouillon, gemodificeerd EC (mEC), novobiocin-mEC (NmEC), Enterobacteriaceae
enrichment bouillon (EB), novobiocin supplement EB (NEB), gemodificeerd tryptic soja
bouillon (MTSB) of novobiocin-cefixime-telluriet gesupplementeerde mTSB (NCT-mTSB). De
temperatuur waarbij dit gebeurt varieert tussen de 20 en 44,5°C. Bij sommige protocollen wordt
hierna een E. albertii specifieke PCR test uitgevoerd en worden enkel positieve PCR resultaten
op een plaat uitgezet. Bij andere protocollen wordt het verrijkte staal direct op een plaat
gecultiveerd. De verschillende media staan op figuur 21 vermeld. Geselecteerde witte kolonies
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kunnen geidentificeerd worden door MALDI-TOF-MS of door een E. albertii specifieke PCR
test. Bij het gebruik van MALDI-TOF-MS is een lokale E. albertii specifieke databank vereist.
Verder onderzoek kan gebeuren door whole genome sequencing, multilocus sequence typing
(MLST), H- en O-genotypering. (Muchaamba et al., 2022a)
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Figuur 21. Een schematische voorstelling van protocollen voor de isolatie en identificatie van E. albertii.
(Muchaamba et al., 2022a)

5.3.3 Kiinisch belang voor de mens

Escherichia albertii wordt beschouwd als opkomend zodnotisch voedselpathogeen. De kiem
kan bij de mens infectie veroorzaken met symptomen als waterige diarree, abdominale pijn,
braken en koorts. (Bhatt et al., 2019). Misselijkheid werd ook als symptoom beschreven (Ooka
et al., 2013). Infecties zijn echter vaak zelflimiterend waardoor patiénten kunnen genezen met
weinig medicatie of zelfs zonder behandeling (Muchaamba et al., 2022a). De geschatte
incubatieperiode bedraagt 12 tot 14 uur. (Gomes et al., 2020)

Echte uitbraken waarvan E. albertii het oorzakelijke agens is, zijn niet bekend. De pathogene
rol van E. albertii kan daarom in vraag gesteld worden. Maar wanneer uitbraken van gastro-
intestinale problemen door consumptie van voedsel besmet met eae-positieve E. coli
grondiger onderzocht worden, en dan specifiek op E. albertii, kan deze wel terug gevonden
worden. In een studie van Ooka et al. (2013) bleken er meerdere personen met klinische
symptomen besmet te zijn met E. albertii. Er waren minder subklinische gevallen bij mensen
die enkel met E. albertii besmet waren. (Ooka et al., 2013)

Escherichia albertii kan geisoleerd worden bij patiénten met symptomen van een gastro-
intestinale infectie, maar of dit dan ook echt de symptomen veroorzaakt, moet verder
onderzocht worden. Ook is het niet geweten of E. albertii die Stx2f produceren ziekte
veroorzaken. (Ooka et al., 2012) Er is wel beschreven dat bepaalde E. albertii die het Stx2a
allel bezitten bloederige diarree kan veroorzaken (Bhatt et al., 2019).

Er zijn al verschillende stammen van E. albertii gevonden die resistentie vertonen tegen
verschillende kritische antibiotica zoals tetracycline en macroliden. Er zijn zelfs al
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multiresistente stammen gevonden die resistentie vertonen tegen verschillende antibiotica.
(Muchaamba et al., 2022a) Dit kan eventuele behandelingen bemoeilijken en de verdere
verspreiding van antibioticaresistentie bevorderen. Net als de virulentiegenen bevinden deze
resistentiegenen zich op plasmiden. Sommige van deze plasmiden kunnen overgedragen
worden door bijvoorbeeld conjugatie. (Gomes et al., 2020)

Omdat E. albertii en E. coli op elkaar gelijken, op verschillende viakken, zoals virulentie en
stress tolerantie, zouden voor beide dezelfde maatregelen genomen kunnen worden.
(Muchaamba et al., 2022a) Dit zou zeer praktisch zijn omdat er dan weinig extra maatregelen
genomen moeten worden aangezien er al maatregelen genomen worden om infectie met E.
coli te vermijden.

5.3.4 Voorkomen bij het varken

Bij een studie naar het voorkomen van cytolethal distending toxine (cdt)-producerende E. coli
(CTEC) bij gezonde voedselproducerende dieren werd bij 1 stoelgangstaal van een varken E.
albertii gevonden (Hinenoya et al., 2014a). Omdat er maar 1 staal positief was van de 45 en
deze studie zich toespitste op het voorkomen van CTEC, kan er weinig geconcludeerd worden
over deze vondst. Het zou er op kunnen wijzen dat E. albertii kan voorkomen in de darmen
van gezonde varkens, maar verder onderzoek hiernaar is vereist.

Een Klinische veruiterlijking bij dieren is nog niet beschreven. Dit kan zijn omdat infecties
subklinisch verlopen of door acute sterfte van het dier zonder dat er symptomen zijn kunnen
ontstaan. Daarbij komt dat E. albertii vaak foutief geidentificeerd wordt als E. coli. Het zou dus
kunnen zijn dat er een foutieve diagnose is gesteld. (Muchaamba et al., 2022a)

Omdat er nog maar zeer weinig onderzoek is gebeurd naar het voorkomen bij dieren, kan er
Z0 goed als niets geconcludeerd worden. Maar omdat humane en dierlijke E. albertii isolaten
vrij homogeen zijn en niet gastheerspecifiek lijken te zijn, kan er vanuit gegaan worden dat
dierlijke isolaten een zoonotisch potentieel hebben. (Muchaamba et al., 2022a)

6 Watis MALDI-TOF-MS?

MALDI-TOF-MS staat voor Matrix assisted laser desorption ionization-time of flight mass
spectrometry. Het is een middel om op een snelle, accurate en kosten effectieve manier micro-
organismen te identificeren en te typeren. (Muchaamba et al., 2022a) Deze techniek is
interessant omdat dit minder duur is dan andere moleculaire en immunologische
detectiemethoden en er is ook geen nood aan getraind labopersoneel. Enkel de aankoopprijs
van het toestel zelf kan een limiterende factor zijn aangezien het toestel wel heel duur is. Een
ander voordeel is dat cultuurcondities en de tijd die nodig is voor cultuur geen effect hebben
op de identificatie. (Singhal et al., 2015)

6.1 Werking

Massa spectrometrie is een analytische methode waarbij chemische verbindingen worden
geioniseerd tot geladen moleculen en waarbij de verhouding van hun massa om opgeladen te
worden (m/z) wordt gemeten (Singhal et al., 2015). Het kan gebruikt worden om te achterhalen
uit welke moleculen een staal bestaat. Dit kan op basis van het massa spectrum dat de ionen
creéren. Ook het aantal moleculen kunnen bepaald worden door de massa tot opladen
verhoudingen te analyseren. (Hou et al., 2019)
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In het begin van de 20%¢ eeuw, wanneer deze techniek werd uitgevonden, was er op
microbiologisch vlak nog niet veel mogelijk. Het was pas in de jaren 80, wanneer elektron
spray ionisation (ESI) en matrix assisted laser desorption ionisation (MALDI) ontwikkelt
werden, dat grote biologische moleculen zoals eiwitten konden geioniseerd worden. (Singhal
et al., 2015) MALDI is een ionisatiemethode waarbij ionen gecreéerd worden doordat de matrix
de energie van de ultraviolet lasers absorbeert. Hierbij is er weinig fragmentatie van de
eiwitten. (Hou et al., 2019) In beide technieken worden de peptiden geioniseerd door het
toevoegen of het weghalen van 1 of meer protonen. Beide technieken zijn gebaseerd op “soft
ionisation” methoden waar de vorming van ionen niet leidt tot een verminderde
betrouwbaarheid van het staal. MALDI-TOF MS heeft enkele voordelen tegenover ESI-MS. Bij
MALDI-TOF MS worden er enkelvoudig geladen ionen gemaakt. Dit zorgt dat de data
gemakkelijk te interpreteren zijn. Bij het gebruik van ESI-MS is voor analyse eerst een
scheiding nodig via chromatografie, wat niet nodig is bij MALDI-TOF MS. (Singhal et al., 2015)

Het staal wordt gemixt of gecoat met een oplossing die energie absorbeert. Deze organische
oplossing wordt de matrix genoemd. Wanneer deze matrix kristalliseert bij het drogen, wordt
het staal, dat vast zit in de matrix, mee gekristalliseerd. Het staal wordt via een laserstraal
geioniseerd. De geprotoneerde ionen worden vervolgens op een vast potentiaal versneld
waarbij ze gescheiden worden op basis van massa-lading (m/z). Daarna worden de
geprotoneerde ionen gedetecteerd en gemeten. Dit gebeurt door middel van verschillende
soorten massa-analysatoren zoals quadropole mass analyser, iontrap analyzers en time of
flight (TOF) analysers. Voor microbiologische doeleinden wordt de time of flight analyzer het
meest gebruikt. De m/z ratio wordt gemeten door de tijd te bepalen die nodig is om tot het
einde van de buis te reizen. In sommige TOF-toestellen zit er op het einde van die gang een
spiegel waardoor de ionen terug gereflecteerd worden naar de detector. Niet alleen wordt de
afstand hierdoor groter, maar worden ook kleine verschillen in energie tussen de ionen
gecorrigeerd. Op basis van de bekomen data wordt er een peptide mass fingerprint (PMF)
opgesteld voor de componenten in het staal. (Singhal et al., 2015) Figuur 22 toont wat er in
een MALDI-TOF MS toestel gebeurt. Op het einde van de buis is er een detector en geen
spiegel.

Er zijn al verschilende organische materialen gebruikt, maar a-cyano-4-
hydroxycinnaminezuur (CHCA), 2,3-dihydroxybenzoézuur (DHB) en 3,5-dimethoxy-4-
hydroxycinnaminezuur (sinapinic acid) zijn het meest bruikbaar gebleken. De matrix oplossing
bestaat uit water en een mix van de organische materialen met ethanol en methanol of
acetonitril en een sterk zuur zoals trifluorozuur (TFA) die in de oplossing oplossen. De gehele
oplossing dringt door de celwand van het micro-organisme en extraheert de intracellulaire
proteinen. Als de oplossing dan verdampt, worden de proteinen gekristalliseerd. (Singhal et
al., 2015)

Het voorbereiden van het staal is afhankelijk van hoe het is geisoleerd of van de chemische
structuur van de celwand. Bepaalde micro-organismen kunnen direct geidentificeerd worden
(directe celprolifering) terwijl bij andere micro-organismen eerst hele cellysaten of ruwe
celextracten moeten bereid worden. Bij directe celprolifering, ook wel whole cell MS (WCMS)
genoemd, worden enkele kolonies van micro-organismen direct op een plaat geént en
onmiddellijk bedekt met de matrix. Dit wordt vooral gedaan bij Gram-negatieve bacterién. Voor
Gram-positieve bacterién is het maken van een extract noodzakelijk en het wordt ook gebruikt
om bacterién te identificeren die geen suiker kunnen fermenteren. Hetzelfde geldt voor
bacterién die een glycocalyx of een capsule laag bezitten. (Hou et al., 2019; Singhal et al.,
2015)
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Figuur 22: Een voorstelling van de processen in een MALDI-TOF MS toestel. (Hou et al., 2019)

De identificatie van micro-organismen gebeurt door het vergeliken van de PMF’s van
ongekende organismen met de PMF’s in de databank of door het vergelijken van massa’s van
biomarkers van de ongekende organismen met de peptone databank. Bij het vergelijken van
de PMF’s wordt het MS spectrum van het onbekend organisme vergeleken met het MS
spectrum van gekende micro-organismen die in een databank vervat zitten. Om te identificeren
op speciesniveau, wordt een massa range m/z van 2-20kDa toegepast. Dit komt overeen met
voornamelijk ribosomale proteinen en een paar huishoudproteinen. Ribosomale eiwitten
vertegenwoordigen ongeveer 60-70% van het droge gewicht van de microbiéle cellen. Het
karakteristieke patroon van deze ribosomale eiwitten, die overvloedig aanwezig zijn, in het
bereik van 2-20kDa wordt gebruikt om specifieke micro-organismen te identificeren door het
PMF-patroon te vergelijken met de PFM-patronen van de ribosomale eiwitten in een
uitgebreide databank. Hierdoor kunnen micro-organismen tot genus- en vaak ook tot species-
en stamniveau geidentificeerd worden. Deze manier wordt zeer vaak gebruikt om micro-
organismen te identificeren omdat het gemakkelijk is en in elk diagnostisch labo kan toegepast
worden omdat er vele databanken beschikbaar zijn. De andere methode die de massa’s van
biomarkers vergelijkt met deze van proteinen voorspeld uit de genoomsequentie, wordt niet
veel gebruikt omdat hiervoor het gehele genoom van een micro-organisme moet gekend zijn
en opgenomen moet zijn in een databank. De databanken zijn zeer belangrijk en worden
regelmatig gelipdatet door de fabrikanten. (Singhal et al., 2015)

6.2 MALDI-TOF MS in de klinische bacteriologie

De diagnose van een infectie bij diarree wordt vooral gesteld door cultuur en identificatie van
de eventuele bacterién in stoelgang. Dit is relatief duur en neemt vooral veel tijd in beslag.
Algemeen genomen duurt dit 3-5 dagen. Met MALDI-TOF MS kan in sommige gevallen binnen
de 30 minuten de bacterie al geidentificeerd worden. (Singhal et al., 2015)
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De klassieke classificatie van bacteriéen kan gebeuren op basis van biochemische
eigenschappen, metabolisme en antigene eigenschappen. Tegenwoordig worden bacterién
geidentificeerd op basis van informatie die gehaald wordt uit het genoom. 16S rDNA
sequencing wordt beschouwd als de gouden standaard omdat dit in alle prokaryote cellen
aanwezig is. De meeste DNA fingerprinting methoden correleren fylogenetisch niet en geven
ook geen informatie omtrent de evolutionaire relaties tussen verschillende soorten. Amplified
fragment length polymorphism (AFLP), pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) en multilocus
sequencetyping (MLST) zijn genomische methoden die gebruikt worden om bacterién te
subtyperen voor epidemiologische doeleinden. Hoewel 16S rDNA sequencing voldoende is
om het geslacht en de soort te bepalen, is dit in veel gevallen niet verfijnt genoeg. PFGE kan
bijvoorbeeld gebruikt worden voor high resolution typing, maar is dan weer niet geschikt om
geslachten en soorten te bepalen. (Singhal et al., 2015)

MALDI-TOF MS is een snelle en betrouwbare techniek voor de identificatie van bacterién,
maar heeft wel een paar nadelen. Een goede identificatie is enkel mogelijk wanneer er een
databank is die informatie bevat over specifieke genen zoals het prokaryoot 16S rDNA, gyrB,
rpoB of hsp60 of species of stammen van een bepaald genus. De databank moet ook lokaal
gemaakt zijn voor bepaalde taxa omdat geografische verschillen variaties in het genotype en
fenotype kunnen geven. (Singhal et al., 2015)
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7 Doelstellingen

Het doel is om na te gaan of deze niet-thermofiele campylobacters, Proteus mirabilis en
Escherichia albertii aanwezig zijn op varkensvlees op consumentenniveau. En zo ja, in welke
hoeveelheden. Daarnaast zullen ook een paar algemene analyses uitgevoerd worden en zal
er gezocht worden naar gekende pathogenen, Salmonella en thermofiele campylobacters. Bij
de algemene analyses zal het anaeroob kiemgetal bepaald worden, het voorkomen van E. coli
en Pseudomonas spp. De stalen zullen geanalyseerd worden door een combinatie van
verschillende isolatiemethoden die gekoppeld zullen worden aan high-through put MALDI-TOF
MS voor identificatie. Het is de bedoeling om een idee te krijgen welke pathogenen er
aanwezig zijn en in welke hoeveelheden.

8 Materiaal en methoden

8.1 Staalname, verrijking van de bouillon en homogenisatie

De verrijkingsboullions worden in een warmwaterbad gelegd van 25°C. De gebruikte bouillons
zZijn:

o Bufferd peptone water (BPW)

¢ Campylobacter thioglycolate broth (CAT)

e Enterobacteriaceae broth (EB)

e Preston Broth (PB)

o Tryptic Soy Broth-albertii (TSB-A)

Per staal worden er 6 filter stomacher zakken klaargelegd en geidentificeerd met een unieke
code gevolgd door het type bouillon. Er zijn twee BPW (BPW-1 en BPW-2) filter stomacher
zakken, één voor de PB, één voor de EB, één voor de CAT bouillon en één voor de TSB-
albertii bouillon. Voor de stalen verdeeld worden, worden ze eerst geidentificeerd met een
unieke code. Er wordt 6 keer 25g, die steriel genomen wordt en van minstens 3 verschillende
plaatsen op het staal afkomstig zijn, in de zakken gestoken. Daarna wordt in elk van de zakken
225ml van het voorbestemde bouillon toegevoegd. Dit geeft een 1/10 verdunning. De zakken
gaan dan 1 minuut in de stomacher (stomacher 400 circulator en stomacher 2: masticator).

BPW-1 wordt bij kamertemperatuur gelaten, dit maximaal voor 2 uur. Daarna wordt het
geincubeerd bij 37°C voor 22-26 uur onder aerobe omstandigheden. Na deze periode wordt
de inhoud verdeeld over 3 buisjes die elk een unieke identificatiecode krijgen. Twee buisjes
(BPW-1-1 en BPW-1-2) bevatten elk 100ml. BPW-1-1 wordt gebruikt voor de directe isolatie
en BPW1-2 wordt gebruikt voor de incubatie van Proteus. BPW-1-1 (d) is 10 keer verdund en
wordt gevortext. Hierna wordt 1,5ml in een cryoviaal buisje overgebracht. Dit wordt gelabeld
en bewaard bij -80°C voor cultuur onafhankelijke analyse. Van de rest van deze oplossing
worden subdiluties gemaakt. Er wordt 40l van de oplossing toegevoegd aan 40ml fysiologisch
water (Pw). Dit geeft een verdunning van 1/100. Er wordt een 1/1.000 verdunning (x) gemaakt
en daarvan een 1/100.000 oplossing (xx). Deze zullen gebruikt worden tijdens de algemene
analyse.

BPW-2 wordt geincubeerd bij 37°C voor 16-20 uur onder aerobe omstandigheden. De zakken
PB en CAT worden beide net boven het vioeistof niveau afgesloten. PB wordt geincubeerd bij
41 5°C voor 22-26 uur (volgens ISO 20272-1). CAT wordt geincubeerd bij 37°C in een jar voor
48 uur onder micro-aerobe samenstelling AM1 (80%N2, 10%CO,, 10%H; (P3802 ALPHAGAZ
MIX) (Air Liquide)). De atmosfeer wordt gecreéerd door eerst de jar tot 80% vaculm te trekken
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en dan te vullen met het gasmengsel. Daarna wordt de jar nog eens tot 80% vaculm getrokken
en wordt er terug gasmengsel toegevoegd. Door het onvolledig vacuim trekken blijft er nog
wat O in de jar. De EB zak wordt geincubeerd bij 37°C voor 22-26 uur onder aerobe
omstandigheden. De TSB-A zak wordt geincubeerd bij 41,5°C voor 16-20 uur onder aerobe
omstandigheden.

8.2 Algemene analyse

Er zullen algemene analyses uitgevoerd worden om de algemene bacteriéle contaminatie in
kaart te brengen. Het totaal aeroob kiemgetal, het aantal E. coli en het aantal vermoedelijk
aanwezige Pseudomonas species worden bepaald. Dit zijn respectievelijk de indicatoren voor
de bacteriéle contaminatie, de fecale contaminatie en het voorkomen van bacterién die bederf
veroorzaken.

8.2.1 Totaal aeroob kiemgetal
Het totaal aeroob kiemgetal is een maat voor de algemene bacteriéle contaminatie.

Op dag 1 worden van BPW-1-1-d, BPW-1-1-x en BPW-1-1-xx 100ul op een plate count agar
(PCA) plaat spiraalsgewijs geént. Dit gebeurt machinaal met de Eddy jet 2. Dit gebeurt voor
elk in duplo. Er zijn dus 6 platen in totaal voor elk staal. Deze worden geincubeerd bij 30°C
onder aerobe omstandigheden voor 48 uur.

Op dag 3 worden alle kolonies geteld op de PCA plaat en genoteerd. Dit per sector en
verdunning. Daarna worden de platen in de koelkast bewaard tot dag 5.

8.2.2 E. colitelling

Het E. coli getal is een risico-indicator. Hoe meer er aanwezig zijn, hoe groter de kans op het
vinden van andere pathogenen. Deze hoeven niet gekoppeld te zijn aan elkaar. Wanneer geen
E. coli gevonden wordt, is de kans op het vinden van andere pathogenen laag en is er vrijwel
geen risico.

Van BPW-1-1-d wordt op dag 1 100ul op een tryptone bile X-glucuronide (TBX) plaat
spiraalsgewijs geént. Dit gebeurt in duplo. De platen worden bij 44°C geincubeerd onder
aerobe omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 2 worden enkel de blauwe kolonies geteld en genoteerd. Dit per sector en verdunning.
Daarna worden de platen in de koelkast bewaard tot dag 5.

8.2.3 Telling vermoedelijke Pseudomonas species

Het voorkomen van Pseudomonas moet een beeld geven over de graad van bederf. Er zijn
geen specifieke methoden om andere bacterién op te sporen die ook bederf veroorzaken. Is
dit getal hoog, dan wil dit zeggen dat het karkas niet proper is uitgeslacht of dat het staal ouder
is dan wordt verteld. Pseudomonas kan in de koelkast groeien.

Van BPW-1-1-d en BPW-1-1-x wordt op dag 1 100ul op een cephaloridine fucidine cetrimide
(CFC) plaat geént. Dit gebeurt in duplo. De platen worden geincubeerd bij 25°C onder aerobe
omstandigheden voor 48 uur.

Op dag 3 wordt groei op de CFC platen bevestigd door oxidase. Van 1% n-tetra-methyl-p-
phenylenediamine dihydrochloride wordt 0,20ml in 20ml water opgelost. Daarna wordt dit over
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de plaat gegoten. Na een minuut zullen de kolonies verkleuren. Enkel de blauwe kolonies
worden geteld en genoteerd. Dit per sector en verdunning. Daarna worden de platen in de
koelkast bewaard tot dag 5.

8.3 Pathogenen

8.3.1 Detectie van thermofiele campylobacters

Op dag 1 wordt 100ul van BPW-1-1-d spiraalsgewijs aangebracht op een charcoal
cefoperozone deoxycholate agar (CCDA) plaat en geincubeerd in een jar bij 41,5°C onder
micro-aerobe samenstelling AM1 voor 48 uur.

Op dag 2 wordt 100ul van de verrijkte PB over een CCDA-agar plaat spiraalsgewijs geént en
geincubeerd in een jar bij 41,5°C onder micro-aerobe samenstelling AM1 voor 48 uur. De PB
is verrijkt door het supplement op te lossen in 2ml water. Dit supplement, Modified Preston
Campylobacter Selective Supplement SR0204E (Oxoid), bevat: 2.500 Ul polymixine B, 5,0mg
rifampicine, 5,0mg trimethoprim en 5,0mg amphotericine B. Bij 500ml van de PB is 25ml van
het opgeloste supplement toegevoegd en 25ml gelyseerd bloed. De CCDA plaat van BPW-1-
1-d van dag 1 wordt in de incubator gelaten.

Op dag 3 wordt de CCDA-agar plaat die op de 1% dag is gemaakt van BPW1-1-d, beoordeeld.
Er wordt eerst gekeken of er typische kolonies aanwezig zijn. Indien er geen zijn, mag de plaat
weg. Indien er typische kolonies aanwezig zijn, worden alle typische kolonies geteld en
overgebracht naar een bloed agar plaat (BA). Deze wordt geincubeerd in een jar bij 41,5°C
onder micro-aerobe samenstelling AM1 voor 24-48 uur. De CCDA agar plaat van de PB die
gemaakt is op dag 2 wordt in de incubator gelaten.

Op dag 4 wordt de CCDA-agar plaat die op dag 2 is gemaakt van de PB gecontroleerd op
typische kolonies. Er worden maximaal 2 typische kolonies overgebracht op een bloed agar
plaat. Deze wordt geincubeerd in een jar bij 41,5°C onder micro-aerobe samenstelling AM1
voor 24-48 uur. De BA plaat van BPW-1-1-d die gemaakt is op dag 3 blijft in de incubator.

Op dag 5 wordt de BA plaat van BPW-1-1-d, gemaakt op dag 3, gebruikt voor MALDI-ID.
Daarna worden er zoveel mogelijk van de overgebleven kolonies in tubes overgebracht met
1ml bloed. Deze worden genoteerd en bewaard bij -80°C. De BA plaat van de PB die gemaakt
is op dag 4, blijft in de incubator.

Op dag 5 wordt de BA plaat van PB, gemaakt op dag 4, gebruikt voor MALDI-ID. Daarna
worden er zoveel mogelijk van de overgebleven kolonies in tubes overgebracht met 1ml bloed.
Deze worden genoteerd en bewaard bij -80°C.

8.3.2 Detectie van Salmonella

Op dag 2 wordt de stomacher zak met BPW-2 uitgehaald. Er worden 3 druppels geént op een
modified semi-solid rappaport vassiliadis agar (MSRV) plaat. Dit wordt geincubeerd bij 41,5°C
onder aerobe omstandigheden. Plaats de plaat op de juiste manier in de incubator, met de
bodem naar beneden.

Op dag 3 wordt de MSRV plaat gecontroleerd op zwermen. Bij afwezigheid van zwermen is
het resultaat negatief voor Salmonella. Bij aanwezigheid van zwermende kolonies wordt een
loop vol met bacterién van de buitenste uiteinden op een xylose lysine deoxycholate (XLD)
plaat geént. De plaat wordt geincubeerd bij 37°C onder aerobe omstandigheden voor 24 uur.
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Op dag 4 wordt de XLD plaat gecontroleerd op de aanwezigheid van zwarte kolonies met een
witte halo op de violetkleurige agar. Bij afwezigheid van kolonies, is het resultaat negatief voor
Salmonella. Bij aanwezigheid wordt een loop vol met bacterién van het buitenste uiteinde op
een trypticase soy agar (TSA) plaat geént. De plaat wordt geincubeerd bij 37°C onder aerobe
omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 5 wordt een deel van de bacteriéle groei gebruikt voor MALDI-ID. De rest wordt
overgebracht naar een tube met TSB/glycerol en bewaard bij -20°C.

8.4 Targetpathogenen

8.4.1 Detectie van niet-thermofiele campylobacters

Een supplement wordt opgelost in 4ml water. Dit supplement, C.A.T. Selective Supplement
SRO0174E (Oxoid), bestaat uit 4,0mg cefoperazone, 2,0mg teicoplanin en 5,0mg amphotericine
B. Bij 500mI CAT bouillon wordt 4ml van deze oplossing toegevoegd en 25ml vers bloed.

Op dag 2 wordt de verrijkte CAT bouillon uit de incubator gehaald. Zes druppels worden op
een poly-carbonaat (PC) filter gebracht op een BA plaat en voor 1 uur geincubeerd onder
micro-aerobe samenstelling AM1 in een jar. Daarna wordt de filter verwijderd. Van de verrijkte
CAT bouillon wordt ook 100ul spiraalsgewijs op een CAT-agar plaat geént. Beide platen
worden geincubeerd in een jar bij 37°C onder micro-aerobe samenstelling AM1 voor 48-120
uur.

Op dag 3 worden beide platen in de incubator gelaten.

Op dag 4 worden de platen gecontroleerd op typische kolonies. Wanneer er geen aanwezig
zijn, worden de platen terug in de incubator gelegd tot dag 5. Indien er typische kolonies
aanwezig zijn, worden deze per plaat overgebracht naar een BA plaat en geincubeerd bij 37°C
onder micro-aerobe samenstelling AM1 voor 48-72 uur. Op dag 6-8 wordt een deel van de
groei gebruikt voor MALDI-ID. Er worden zoveel als mogelijk van de overgebleven kolonies in
een tube met 1ml bloed gebracht. De tubes met TSB/glycerol worden genoteerd en bewaard
bij -80°C.

Op dag 5 worden de platen gecontroleerd op typische kolonies. Wanneer er geen aanwezig
zijn, mogen de platen weg. Indien er typische kolonies aanwezig zijn, worden deze per plaat
overgebracht naar een BA plaat en geincubeerd bij 37°C onder micro-aerobe samenstelling
AML1 voor 48 uur. Op dag 8 wordt een deel van de groei gebruikt voor MALDI-ID. Breng zoveel
als mogelijk van elke kolonie in een tube met 1ml bloed. De tubes met TSB/glycerol worden
genoteerd en bewaard bij -80°C.

Op dag 5 worden de platen gecontroleerd op typische kolonies. Wanneer er geen aanwezig
zZijn, mogen de platen weg. Indien er typische kolonies aanwezig zijn, worden deze per plaat
overgebracht naar een BA plaat en geincubeerd bij 35°C onder micro-aerobe samenstelling
AML1 voor 48 uur. Op dag 8 wordt een deel van de groei gebruikt voor MALDI-ID. Breng zoveel
als mogelijk van de overgebleven kolonies in een tube met 1ml bloed. De tubes met
TSB/glycerol worden genoteerd en bewaard bij -80°C.

8.4.2 Detectie en telling van Proteus mirabilis

Op dag 1 worden van BPW-1-1-d en BPW-1-1-x 100pl spiraalsgewijs op een BA plaat, een
XLD plaat en een violet red bile glucose (VRBG) agar plaat geént. Deze worden geincubeerd
bij 30°C onder aerobe omstandigheden voor 18-20 uur.

43



Op dag 2 worden de platen van dag 1 gecontroleerd op de aanwezigheid van typische
kolonies. Wanneer er geen aanwezig zijn, moeten de platen 12 uur in de incubator. Indien er
dan nog steeds geen groei is, is het resultaat negatief. Wanneer er wel typische kolonies
aanwezig zijn, worden deze overgebracht naar een TSA plaat. Maximaal 5 kolonies worden
overgebracht naar elk één plaat. De platen worden geincubeerd bij 37°C onder aerobe
omstandigheden voor 24 uur.

De BPW-1-2 bouillon wordt met 4ul/40ml Pw verdund (x). Deze verdunning wordt verder
verdund met 4ul/4ml Pw (xx). Dit wordt weer verdund met 4ul/4ml Pw (xxx). Van BPW-1-2-xx
en BPW-1-2-xxx wordt 100ul spiraalsgewijs geént op een BA plaat, een XDL agar plaat en
VRBG agar plaat. De platen worden geincubeerd bij 30°C onder aerobe omstandigheden voor
18-20 uur. Wanneer er geen zwermende kolonies zijn, moeten de platen nog eens 12 uur
geincubeerd worden.

Op dag 3 worden van alle TSA platen alle isolaten van de bacteriéle groei verzameld en
klaargemaakt voor MALDI-ID en opgeslagen in TSB/glyceroltubes bij -20°C. De platen
gemaakt met de BPW-1-2-xx en BPW-1-2-xxx worden gecontroleerd op de aanwezigheid van
typische kolonies. Wanneer er geen kolonies aanwezig zijn, is het resultaat negatief en mag
de plaat weg. Bij aanwezigheid van typische kolonies, worden er 2 kolonies op aparte TSA
platen geént en geincubeerd bij 37°C onder aerobe omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 4 worden van alle TSA platen alle isolaten van de bacteriéle groei verzameld en
klaargemaakt voor MALDI-ID en opgeslagen in TSB/glyceroltubes bij -20°C.

8.4.3 Detectie en telling van Escherichia albertii

Op dag 1 wordt van het BPW-1-1-d homogenaat 3 keer 500ul op 3 albertii TSA-agar platen
geént. Dit is de directe isolatie. De platen worden bij 41,5°C geincubeerd onder aerobe
omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 2 worden op de platen de witte transparante kolonies geteld. Er wordt ook gezocht
naar rode zwermende kolonies. Dit zijn Proteus kolonies. Van de transparante witte kolonies
worden er maximaal 10 per plaat naar een individuele albertii TSA plaat overgebracht. Dit zijn
maximaal 5 kolonies per plaat. De platen worden elk geidentificeerd en daarna geincubeerd
bij 37°C onder aerobe omstandigheden voor 24 uur. Van de TSB-A bouillon wordt een
verdunning gemaakt van 4pl/4ml Pw (xx). Een deel hiervan wordt uitgeént op een albertii TSA-
agar plaat. Van de eerste verdunning wordt er nog een verdunning gemaakt van 4ul/4ml Pw
(xxx). Ook hier wordt een deel van uitgeént op een albertii TSA-agar plaat. Beide platen
worden geincubeerd bij 41,5°C onder aerobe omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 3 worden de albertii TSA platen gecontroleerd op groei en reinheid. De kolonies
worden voor een 2% keer op een albertii TSA plaat geént en geincubeerd bij 37°C onder
aerobe omstandigheden voor 24 uur.

De albertii TSA-agar platen, gemaakt van de verdunningen, worden gecontroleerd op witte
transparante kolonies en rode zwermende kolonies. Dit zijn Proteus kolonies. Van de
transparante witte kolonies worden er maximaal 5 per plaat haar een individuele albertii TSA
plaat overgebracht. Dit zijn maximaal 5 kolonies per plaat. De platen worden elk geidentificeerd
en daarna geincubeerd bij 37°C onder aerobe omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 4 wordt van een deel van de bacteriéle groei van de albertii TSA platen gebruikt voor
MALDI-ID. De overige bacterién worden in TSA/glycerol tubes opgeslagen bij -20°C. De
andere albertii TSA platen worden gecontroleerd op groei en reinheid. De kolonies worden
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voor een 2% keer overgebracht op albertii TSA platen en geincubeerd bij 37°C onder aerobe
omstandigheden voor 24 uur.

Op dag 5 wordt na MALDI-ID E. albertii opgeslagen bij -20°C, net als Proteus of Klebsiella.
Andere bacterién worden niet gebruikt. Alle resultaten worden opgeslagen. Van de TSA platen
wordt een deel van de bacteriéle groei gebruikt voor MALDI-ID. De overige bacterién worden
in TSB/glycerol tubes opgeslagen bij -20°C.

9 Resultaten

Van 1 september 2022 tot 8 april 2023 zijn er 16 stalen gehakt en 12 stalen varkensfilet
onderzocht.

9.1 Algemene analyse

9.1.1 Totaal aeroob kiemgetal

Het totaal aeroob kiemgetal bedroeg gemiddeld 5,69 log10 kve/ml voor gehakt en 4,56 log10
kve/ml voor varkensfilets. Als er naar de mediaan gekeken wordt, is te zien dat de waarden
niet veel van elkaar verschillen. De mediaan van gehakt bedraagt 5,48 log10 kve/ml en deze
voor varkensfilets 5,02 log10 kve/ml. Ook de maximale waarden verschillen niet veel. De
maximale waarde van gehakt ligt op 7,38 log10 kve/ml en deze voor varkensfilets op 7,07
log10 kve/ml. De minimale waarden liggen wat meer uit elkaar. Voor gehakt ligt de minimale
waarde op 2,85 logl0 kve/ml, voor varkensfilets ligt deze op 2,01 logl0 kve/ml. De
interkwartielafstanden verschillen wat. De interkwartielafstand voor gehakt is iets langer dan
deze voor varkensfilets. De waarden zijn meer verspreid. De waarde van het bovenste kwartiel
voor gehakt bedraagt 6,86 log10 kve/ml. Dit is hoger dan deze voor varkensfilets. Die bedraagt
5,56 log10 kve/ml. Hetzelfde kan gezien worden bij de onderste kwartielen. De waarde voor
gehakt ligt met 3,85 log10 kve/ml hoger dan de waarde voor varkensfilets. Deze bedraagt 3,81
log10 kve/ml. De waarden van gehakt zijn eerder positief verdeeld, die van varkensfilets eerder
negatief. Enkel bij varkensfilets was er een uitschieter. Deze bedroeg 0. De resultaten worden
weergegeven op grafiek 1.
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Grafiek 1: De bekomen waarden van de tellingen op PCA platen voor het aeroob kiemgetal worden weergegeven
via een boxplot. De waarden worden weergegeven in log10 kve/ml.
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9.1.2 E. coli telling

Er werden bijna geen E. coli gevonden op beide type stalen. Er zijn enkel enkele uitschieters.
De hoogste uitschieter voor gehakt bedraagt 1,90 log10 kve/ml, deze voor varkensfilets 1,40
log10 kve/ml. Het gemiddeld aantal E. coli dat gevonden werd op gehakt bedraagt 0,21 log10
kve/ml. Op varkensfilets werden gemiddeld 0,17 log10 kve/ml E. coli gevonden. De resultaten
worden weergegeven op grafiek 2.
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Grafiek 2: De bekomen waarden van de tellingen op TBX platen voor het aantal E. coli worden weergegeven via
een boxplot. De waarden worden weergegeven in log10 kve/ml.

9.1.3 Telling vermoedelijke Pseudomonas species

Het aantal gevonden Pseudomonas spp. bedroeg gemiddeld 5,52 log10 kve/ml voor gehakt
en 4,17 log10 kve/ml voor varkensfilets. Als er naar de mediaan gekeken wordt, is te zien dat
de waarden niet veel van elkaar verschillen. De mediaan van gehakt bedraagt 3,89 log10
kve/ml en deze van varkensfilets 4,61 log10 kve/ml. De maximale waarden verschillen zo goed
als niet. Deze bedragen 7,01 log10 kve/ml voor gehakt en 6,92 log10 kve/ml voor varkensfilets.
De minimale waarde ligt voor beide vleestypes op 0. De interkwartielafstanden verschillen wat.
De interkwartielafstand voor gehakt is iets langer dan deze voor varkensfilets. Dit wil zeggen
dat de waarden meer verspreid zijn. De waarde van het bovenste kwartiel voor gehakt
bedraagt 6,76 log10 kve/ml. Dit is hoger dan deze voor varkensfilets. Die bedraagt 5,59 log10
kve/ml. De onderste kwartielen verschillen eveneens zo goed als niet. De waarde ligt voor
beide vlieestypes op 3,28 log10 kve/ml. De waarden van gehakt zijn eerder positief verdeeld,
die van varkensfilets eerder negatief. Er waren geen uitschieters. De resultaten worden
weergegeven op grafiek 3.
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Grafiek 3: De bekomen waarden van de tellingen op CFC platen voor Pseudomonas spp. worden weergegeven via
een boxplot. De waarden worden weergegeven in log10 kve/ml

9.2 Thermofiele campylobacters

Er werden geen thermofiele campylobacters geisoleerd van de onderzochte stalen.

9.3 Salmonella

Er werden geen Salmonella geisoleerd van de onderzochte stalen.

9.4 Targetpathogenen

Na verrijking zijn op 2 van de 16 stalen gehakt en op 3 van de 12 stalen varkensfilet niet-
thermofiele campylobacters gevonden. Dit staat weergegeven op grafiek 4. Na identificatie
met MALTI-TOF MS werd bevestigd dat dit C. concisus was. Allen werden afgenomen van
bloed agar platen. Een directe isolatie werd niet uitgevoerd. Campylobacter curvus en C.
rectus zijn niet gevonden.
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Grafiek 4: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen voor niet-thermofiele Campylobacter
spp. (licht blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vieestype.
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Na directe isolatie werden Proteus spp. teruggevonden op 1 staal gehakt. Op de stalen
varkensfilet werden geen Proteus spp. teruggevonden. Dit staat geillustreerd op grafiek 5 . Na
verrijking waren 11 stalen gehakt positief voor Proteus spp. De stalen varkensfilet bleven
negatief. Grafiek 6 geeft deze resultaten weer.
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Grafiek 5: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na directe isolatie voor Proteus spp.
(licht blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vleestype.
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Grafiek 6: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na verrijking voor Proteus spp. (licht
blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vieestype.

Proteus mirabilis werd niet gevonden na directe isolatie. Na verrijking was 1 staal gehakt
positief. De stalen varkensfilet bleven negatief. Grafiek 7 geeft de resultaten weer.
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Grafiek 7: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na verrijking voor P. mirabilis (licht
blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vieestype.
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Proteus hauseri kon niet gevonden worden na directe isolatie. Na verrijking waren 7 stalen
gehakt positief. De stalen varkensfilet bleven negatief. Dit wordt weergegeven op grafiek 8.
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Grafiek 8: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na verrijking voor P. hauseri (licht
blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vleestype.

Proteus vulgaris kon na directe isolatie teruggevonden worden op 1 staal gehakt. Dit is
weergegeven in grafiek 9. Na verrijking waren 5 stalen gehakt positief. De stalen varkensfilet
bleven negatief. De resultaten worden weergegeven op grafiek 10.
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Grafiek 9: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na directe isolatie voor P. vulgaris
(licht blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vleestype.
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Grafiek 10: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na verrijking voor P. vulgaris (licht
blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vileestype.
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Na directe isolatie kon op 1 staal gehakt H. alvei gevonden worden. De stalen varkensfilets
waren negatief. Dit is weergegeven op grafiek 11. Na verrijking waren 8 stalen gehakt en 2
stalen varkensfilets positief voor H. alvei. Deze resultaten worden weergegeven op grafiek 12.
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Grafiek 11: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na directe isolatie voor H. alvei
(licht blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vlieestype.
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Grafiek 12: Het totaal aantal stalen (donker blauw) en het aantal positieve stalen na verrijking voor H. alvei (licht
blauw) worden weergegeven door de balken. De waarden worden weergegeven per vieestype.

10 Discussie
10.1 Resultaten

10.1.1 Algemene analyse

Het totaal aeroob kiemgetal is gemiddeld hoger voor gehakt dan voor varkensfilets. Gezien de
medianen in elkaars box liggen, verschillen de waarden niet veel van elkaar. Toch liggen de
waarden die gevonden zijn voor gehakt hoger. Dit is goed te zien aan de minimale waarde.
Deze is voor gehakt hoger dan deze voor varkensfilet. Er zijn geen richtwaarden voor viees op
consumentenniveau om de bekomen resultaten mee te vergelijken. Hiervoor zijn er nog geen
of weinig studies uitgevoerd. Er kan wel gesteld worden dat waarden boven 10E6 hoog zijn en
niet aanvaard worden.

Er zijn bijna geen E. coli teruggevonden op beide vleestypes. Dit is geruststellend aangezien
dit een indicator is voor de faecale contaminatie. De resultaten geven dus aan dat er zo goed
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als geen faecale contaminatie is opgetreden. De hoogste uitschieter was bij gehakt. Ook hier
zZijn er geen richtwaarden beschikbaar voor de retail en wordt gesteld dat waarden boven de
10EG6 niet aanvaard worden.

Waarden vanaf 10E6-10E7 zijn significant voor bederf. De gemiddelde waarden voor het
voorkomen van Pseudomonas spp. van beide vleestypes liggen onder deze waarden. De
waarden van beide vileestypes verschillen, gezien de medianen in elkaars box liggen, niet veel.
De mediaan van gehakt is lager dan deze van varkensfilets. De waarden voor gehakt zijn ook
wat meer gespreid. Toch zijn de waarden algemeen hoger dan deze voor varkensfilets. Het
bovenste kwatrtiel ligt voor gehakt hoger dan voor varkensfilets.

Wanneer er gekeken wordt naar het type vlees, blijkt varkensgehakt meer gecontamineerd
dan varkensfilet. Dit kan te verklaren zijn aan het productieproces. Varkensfilet is puur
spiervliees en is minder bewerkt geweest. Gehakt is samengesteld uit verschillende stukken
vlees en vet en wordt gemalen in een gehaktmolen. Hierbij zijn er meer bewerkingen waarbij
het vlees gecontamineerd kan worden. De gehaktmolen is een complexe machine met
verschillende onderdelen die moeilijker gereinigd kunnen worden.

Omdat de aantallen onderzochte stalen te laag zijn, kunnen er voorlopig nog geen statistisch
onderbouwde conclusies getrokken worden.

10.1.2 Thermofiele Campylobacter spp.

In The European Union On Health 2021 Zoonoses report, opgemaakt door de European Food
Safety Autority (EFSA) in samenwerking met het European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) (“The European Union One Health 2021 Zoonoses Report,” 2022), wordt
vermeld dat 10,9% van de voedselwaren die gecategoriseerd worden in de ‘non-ready-to-eat”
categorie positief was voor Campylobacter. In deze categorie waren vooral de vlees en
vleesproducten het vaakst positief (11,9%). Campylobacter werd enkel op vleeswaren van de
“vers vlees” categorie gevonden. De categorie “vlees en vieesproducten” bevat karkassen,
vers vlees of ready to eat (RTE), gekookte en gefermenteerde producten. Sinds 2019 werden
er meer rapporteringen gemaakt voor het voorkomen op vlees en vleesproducten. Dit kan het
gevolg zijn van de implementatie van de regulatie (EU)2019/627. In 2021 zijn 3.220 stalen
genomen van voedselwaren in de categorie “RTE”. Binnen deze categorie waren 13,1% van
de vlees en vleesproducten. In totaal waren er 10 van de TRE stalen positief, waarvan 1 staal
van de vlees en vileesproducten. Het percentage op vers varkensvlees was laag, namelijk
2,5%. Er werden 239 stalen onderzocht en 9 waren positief voor Campylobacter.

In Europa zijn er verschillende onderzoeken gebeurd naar het voorkomen van Campylobacter
op varkensvlees. Wieczorek et al. (n.d.) hebben onderzoek gedaan naar onder andere de
prevalentie van Campylobacter op varkensvlees in Polen. Van de 558 stalen waren er 85
stalen varkensvilees. Deze waren allemaal negatief. Dit komt overeen met de resultaten in
deze masterproef. Lynch et al. (2011) heeft in lerland de prevalentie van Campylobacter
onderzocht op verse vleeswaren die verkocht werden in supermarkten en slagerijen met een
aangepast isolatieprotocol. Er werden 550 stalen onderzocht waarvan 179 stalen
varkensvlees. Daarvan was 22% positief en konden tot 4 verschillende species Campylobacter
teruggevonden worden. Vleeswaren die onverpakt verkocht werden, waren meer
gecontamineerd met Campylobacter dan vleeswaren die verkocht werden in verpakking met
gemodificeerde atmosfeer. Gehakt was ook meer gecontamineerd dan andere producten, net
als in deze masterproef. Het feit dat er zoveel Campylobacter kon teruggevonden worden, kan
te verklaren zijn aan het alternatieve isolatieprotocol dat werd gebruikt. Met dit protocol kon er
een bredere waaier aan species geisoleerd worden. Deze studie toonde aan dat er naast een
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hogere prevalentie ook een grotere verscheidenheid is aan Campylobacter spp. op
varkensvlees en dat deze vooral gevonden worden wanneer er niet-routinematige methoden
gebruikt worden. Ook Whyte et al. (2004) heeft in lerland onderzoek uitgevoerd naar het
voorkomen van Campylobacter op etenswaren. Van de 2.391 stalen die genomen werden
waren er 197 stalen varkensvlees. Hiervan waren 10 stalen (5,1%) positief voor
Campylobacter. Voor 90% van de stalen was dit C. coli. Voor de andere 10% was dit C. jejuni.
In Belgié is er over een periode van 7 jaar een onderzoek gebeurd naar de contaminatie met
Campylobacter van vlees in verschillende productiefasen. Varkensvlees vertoonde een lage
prevalentie. Bij onderzoek van stalen van 1g gehakt was 0,7% positief, bij stalen van 0,1g was
dit 1,4%. Dit was in de eerste fase van het onderzoek. Tijdens de tweede fase bedroeg de
prevalentie op gehakt 2,5% bij stalen van 25g. De prevalentie was iets hoger in de retail dan
in andere fasen van de productie. Een mogelijke verklaring hiervoor zou kruiscontaminatie
kunnen zijn. Campylobacter coli en C. jejuni waren de meest geisoleerde species. (Ghafir et
al., (2007) Pezzotti et al. (n.d.) onderzocht in 2000 en 2001 onder andere de prevalentie van
C. jejuni en C. coli in dieren en vlees in het Noordoosten van Italié. Op 10,3% van de stalen
varkensvlees konden deze Campylobacter spp. teruggevonden worden. In een andere studie
in Italié heeft Zanetti et al. (1996) de prevalentie van Campylobacter spp. onderzocht. Hier
bleken 2,4% van de varkensworsten gecontamineerd.

Ondanks dat er in de onderzochte stalen geen Campylobacter zijn teruggevonden en de studie
van Wieczorek et al. (n.d.) dezelfde resultaten bekwam, geven de meeste andere studies aan
dat er toch een bepaalde graad van besmetting zou zijn. De mate van contaminatie varieert
wel. Verschillende factoren zoals staalname, gebruikte media en omstandigheden waarin de
Campylobacter spp. gecultiveerd worden, spelen een belangrijke rol in de kans op het vinden
van deze species. Deze factoren moeten in gedachten gehouden worden bij het vergelijken
van de verschillende studies. Naast deze studies geeft ook het laatste rapport van het EFSA
aan dat thermofiele Campylobacters voorkomen op varkensvlees. Ook hier moet met een
aantal zaken rekening gehouden worden. Zo hebben verschillende landen verschillende
manieren van rapporteren en gelden er verschillende criteria voor er onderzoek gebeurd. Ook
niet alle lidstaten rapporteren. Daarnaast kan het zijn dat er geen thermofiele campylobacters
gevonden zijn doordat er maar een beperkt aantal stalen is onderzocht in het kader van deze
masterproef.

10.1.3 Salmonella

In The European Union On Health 2021 Zoonoses report (“The European Union One Health
2021 Zoonoses Report,” 2022) wordt vermeld dat vlees en vleesproducten van varkens, met
0,82% positieve stalen, het meest positief waren op Salmonella. Dit was bij de “ready to eat”
(RTE) categorie. In 2021 werden er 8.014 stalen onderzocht. Daarvan waren er 66 stalen
positief. Salmonella typhimurium kwam hierbij het meest voor.

Hansen et al. (2010) heeft in Denemarken in 2002 en in 2006 de prevalentie van Salmonella
op varkensvlees onderzocht. In 2002 zijn 4.498 stalen onderzocht. Hiervan was 1,2% positief.
In 2006 werden 887 stalen onderzocht. Hiervan was 4,2% positief. Het onderzoek stelde ook
een verband vast tussen het voorkomen van hoge aantallen Enterobactericeae en het
voorkomen van Salmonella. In een andere studie van Hansen et al. (2016) werd het potentieel
van Enterococcen als indicator voor Salmonella in gehakt onderzocht. Er zijn 2.187 stalen
genomen van varkensgehakt. Hiervan waren er 46 (2,1%) positief op Salmonella. Van de
1.955 stalen die onderzocht werden op het voorkomen van Enterococcen was 23% positief.
Vooral in de stalen die meer dan 100CFU/g (colony forming units) vertoonden, was de
prevalentie van Salmonella significant hoger. In Belgié is er door Delhalle et al. (2009) een
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studie uitgevoerd naar het voorkomen van Salmonella na het slachten van varkens. In de retail
werden enkel stalen genomen van gehakt. Het aantal positieve stalen varieerde van 0,3% tot
4,3%. De data zijn vooral afkomstig van de autocontrole die de bedrijven toepassen. In lerland
heeft Prendergast et al. (2009) 500 stalen varkensvlees onderzocht. Op 13 stalen (2,6%) werd
Salmonella teruggevonden in aantallen die varieerden tussen <0,03 en 2,10MPN/g (most
probable number). Ook hier was er een directe associatie tussen het voorkomen van
Salmonella en het aantal Enterobactericeae. Opvallend is dat van 5 van de 13 positieve stalen
(38,5%) kon aangetoond worden dat dit het gevolg was van kruiscontaminatie. Boughton et al.
(2004) onderzocht de prevalentie van Salmonella op varkensworsten in lerland. Tijdens het
eerste deel waren 20 van de 455 stalen (4,4%) positief. Tijdens het tweede deel waren er maar
7 van de 466 stalen (1,5%) positief. Jordan et al. (2006) heeft de data van de Department of
Agriculture and Food (DAF) in lerland over het voorkomen van Salmonella over de periode
2002 tot 2004 geanalyseerd. Van alle onderzochte stalen werden er 21.144 stalen
varkensvlees onderzocht. Hiervan waren er 454 (2,1%) positief. In Italié onderzocht Busani et
al. (2005) de prevalentie van Salmonella enterica en Listeria monocytogenes op etenswaren
van dierlijke oorsprong. De data waren afkomstig van routinetesten op etenswaren die
onderzocht werden voor officiéle controles tijdens de periode van 2001 en 2002. Er zijn toen
3.182 stalen varkensvlees geanalyseerd. Hiervan waren 155 stalen (4,9%) positief voor
Salmonella.

Net als bij de studies over thermofiele campylobacters, waren vieeswaren die onverpakt
verkocht werden meer gecontamineerd dan wanneer deze verpakt waren in een verpakking
met gemodificeerde atmosfeer. Ook gehakt was meer gecontamineerd dan andere
vleesproducten. Dit is deels te verklaren doordat er tijdens de bereiding verschillende stukken
vlees gemengd worden. Niet alle stukken zijn besmet of besmet in dezelfde mate. Door het
mengen is er een verdere verspreiding van Salmonella, maar kan er ook verdunning optreden.

De mate van contaminatie in de retail is sterk afhankelijk van de kwaliteit van de ruwe
producten en de hygiéne van voorgaande schakels in de keten. Karkassen zijn de grootste
bron van besmetting. Dus als er besmetting optreedt in het slachthuis, zullen alle volgende
schakels ook besmet zijn. Ook personeel heeft een grote verantwoordelijkheid naar hygiéne
toe. (Delhalle et al., 2009) Hygiéne is zoals bij vele andere zaken, één van de belangrijkste
factoren.

Bij deze masterproef is er geen Salmonella teruggevonden. Dit is opmerkelijk aangezien de
literatuur en het rapport van het EFSA aangeven dat er Salmonella kan teruggevonden
worden. Het gehalte aan Salmonella verschilt. Het feit dat er bij deze masterproef geen
Salmonella gevonden werd, klopt wel met het gegeven dat er ook bijna geen E. coli werd
gevonden. Het aantal E. coli is gelinkt aan het voorkomen van Salmonella. Salmonella wordt
uitgescheiden in de mest. Wanneer viees gecontamineerd wordt met mest, kunnen deze
samen met E. coli gevonden worden. Als het gehalte aan E. coli laag is, is de kans op het
vinden van andere pathogenen ook laag. Er zijn ook maar een beperkt aantal stalen
geanalyseerd in deze masterproef. Dit kan ook een reden zijn waarom er geen Salmonella
gevonden werd.

10.1.4 Targetpathogenen
Uit de resultaten blijkt dat wanneer er effectief gezocht wordt naar C. concisus en P. mirabilis,
dat deze teruggevonden kunnen worden.

Proteus mirabilis is een paar keer geidentificeerd, maar P. vulgaris en P. hauseri lijken vaker
voor te komen. Opvallend is dat enkel gehakt positief is en varkensfilets negatief blijven
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ongeacht verrijking. Waarom dit zo is, is niet geweten. Het feit dat gehakt meer bewerkingen
en handelingen ondergaat dan filets kan hierbij een rol spelen. Het zou dus interessant zijn om
deze mee verder te onderzoeken. Escherichia albertii is niet gevonden. Omdat E. albertii
geregeld verkeerdelijk geidentificeerd wordt als een andere verwante bacterie is het mogelijk
dat de prevalentie hoger ligt dan dat de resultaten weergeven. Dit kan bijvoorbeeld het geval
zZijn voor Hafnia alvei. Die is in totaal 11 keer gevonden, vooral na verrijking. De literatuur geeft
aan dat E. albertii geregeld verkeerdelijk als H. alvei wordt geidentificeerd. Daarnaast wordt
E. albertii ook geregeld geidentificeerd als E. coli. Diepgaander onderzoek naar deze bacterién
Zou nuttig zijn.

Campylobacter concisus is op 5 stalen teruggevonden. Dit is te weinig om te concluderen dat
C. concisus algemeen zou voorkomen op varkensvlees. Hiervoor moeten meer stalen
onderzocht worden en zou de isolatiemethode eventueel wat aangepast moeten worden. Het
is geweten dat Campylobacter spp. moeilijk groeien in laboratorium omstandigheden. Een
langere incubatieperiode kan een optie zijn. Toch geven de data duidelijk aan dat C. concisus
voorkomt op varkensvlees dat verkocht wordt op consumentenniveau.

10.2 Literatuur

In de literatuur is er weinig tot niets te vinden over het voorkomen van de targetpathogenen.
Vooral niet in Europa. De casereports die te vinden zijn, spelen zich veelal af in Azié en dan
vooral in China. In veel gevallen is er geen direct verband met het eten van varkensvlees en
de voedselinfectie. Indien het vlees de oorzaak is, is dit vaak doordat het vlees besmet is
geraakt door gebrekkige hygiéne van personen. Indien er artikelen zijn waar de targetbacterién
aangetoond worden, gaan deze niet specifiek over de prevalentie. Deze artikelen gaan over
andere onderwerpen waarbij het aantonen van deze bacterién noodzakelijk is in het proces,
maar niet het doel is. Bij andere artikelen wordt er dan weer gezocht naar een zeer brede
waaier aan bacterién, waarvan de targetpathogenen deel uitmaken of gevonden worden. Deze
onderzoeken zijn ook op verschillende soorten voedingsmiddelen en niet enkel op vlieeswaren.

Proteus mirabilis is een pathogeen die vaak in verband wordt gebracht met urineweginfecties.
Sanches et al. (2021b) vergeleek P. mirabilis die gevonden werden bij patiénten met
urineweginfecties en deze gevonden op vleeswaren aangekocht op consumentenniveau.
Hierbij werd wel specifiek gezocht naar P. mirabilis op vleeswaren. Artikelen over het verband
van de prevalentie op vleeswaren of andere voedselwaren en gastro-intestinale problemen
zZijn er niet ondanks het feit dat verschillende onderzoeken hebben aangewezen dat P. mirabilis
een rol speelt in het ontwikkelen van gastro-intestinale problemen.

In lerland zijn er twee studies gebeurt naar het voorkomen van Campylobacter spp. op
varkensvlees. Zo onderzocht Lynch et al. (2011) het voorkomen van verschillende
Campylobacter spp. op varkensvlees. Varkensviees vertoonde één van de hoogste
prevalenties. Scanlon et al. (2013) onderzocht specifiek het voorkomen van niet-thermofiele
campylobacters op varkenskarkassen en varkensvlees op consumentenniveau.
Campylobacter concisus was hier de tweede meest geisoleerde species.

De studie van Wang et al. (2016) naar het voorkomen van E. albertii op rauw vlees is de enige
studie die gevonden kon worden wat betreft E. albertii.

Hoewel er zeer weinig onderzoek is gebeurt naar het voorkomen van deze bacterién op
vleeswaren, kan er toch wel uit geconcludeerd worden dat voor onder andere C. concisus en
P. mirabilis vleeswaren een potentiéle besmettingsbron kunnen vormen.
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10.3 Kilinisch belang bij de mens

Zowel C. concisus, P. mirabilis als E. albertii hebben enige betekenis voor de mens. Voor E.
albertii zijn deze het minst duidelijk. Er zijn geen uitbraken van gastro-intestinale problemen
waarbij E. albertii als oorzakelijk agens kon aangetoond worden. Wanneer uitbraken van
gastro-intestinale problemen door voedselconsumptie veroorzaakt door eae-positieve E. coli
verder onderzocht werden, kon E. albertii teruggevonden worden. Of dat E. albertii dan ook
echt de symptomen veroorzaakte, is niet duidelijk. Het is wel aangetoond dat bepaalde E.
albertii die stx2a produceren, bloederige diarree kunnen veroorzaken. Problemen die E. albertii
zou kunnen veroorzaken, zijn beperkt en zijn vaak zelflimiterend. Er zijn geen chronische
aandoeningen gekend waarbij E. albertii een rol zou hebben. Daarbij hebben E. coli en E.
albertii gelijkende eigenschappen waardoor voor beiden dezelfde maatregelen genomen
kunnen worden. Dit is praktisch aangezien er weinig extra maatregelen zouden moeten
genomen worden omdat er al vele maatregelen zijn om besmetting met E. coli te beperken.

Proteus mirabilis en C. concisus zijn daarentegen wel betrokken bij verschillende
aandoeningen. Zo zijn beiden betrokken in de pathogenese van inflammatory bowel disease
en meer specifiek bij de ziekte van Crohn. Verhoogde aantallen van beide zijn terug te vinden
bij patiénten. Zhang et al. (2021) heeft aangetoond dat P. mirabilis de progressie van de ziekte
versterkt door een dysbiose te veroorzaken, specifieke pathways te activeren en pro-
inflammatoire cytokines vrij te stellen. Daarbij leken isolaten uit stoelgangstalen erg op de
isolaten uit patiénten met een urineweginfectie. Ook C. concisus wordt vaker gevonden bij
patiénten met de ziekte van Crohn. Hierbij is er een dysregulatie in de immuunrespons op het
microbioom in de darm. Die reactie wordt mogelijks getriggerd door C. concisus. Hoewel C.
concisus de darm niet altijd koloniseert zouden de omstandigheden die door de dysbhiose
gecreéerd worden de kolonisatie wel bevorderen. Een actieve periode of een periode van
herval treed meestal op nadat de permeabiliteit van de darm verhoogd was. Zot producerende
C. concisus tast de tight junctions aan en kan dus een oorzaak zijn dat de ziekte
(her)opflakkert. Er is een vermoeden dat mensen natuurlijke gastheren zijn van C. concisus in
de mondholte. Er is dan een constante aanvoer naar het gastro-intestinale stelsel.

De mens zou een natuurlijke gastheer zijn voor C. concisus in de mondholte. Transmissie kan
via speeksel, maar ook via besmet voedsel en drinken. Daarnaast kan C. concisus betrokken
zZijn bij bepaalde orale ziekten zoals parodontitis en gingivitis. Er is geen consensus of C.
concisus nu echt een pathogeen is in de mondholte of niet. Er werden enkel patiénten
onderzocht. Bij studies van gevallen van gastro-enteritis is aangetoond dat C. concisus bijna
even vaak voorkomt als C. jejuni en C. coli en het hele jaar door gevonden kan worden. Wat
toch wel zorgwekkend is, is dat C. concisus vaak teruggevonden wordt bij kinderen jonger dan
een jaar en ouderen ouder dan 65 jaar. Dit zijn groepen waarvan de immuniteit niet optimaal
functioneert. Of C. concisus ook echt een rol speelt is niet duidelijk. Bij deze onderzoeken
waren er meestal geen controlegroepen en wanneer deze wel betrokken werden, waren de
resultaten onbetrouwbaar. Campylobacter concisus wordt ook geregeld gevonden in maagsap
zonder dat er ziekte is. Daarnaast worden er grotere hoeveelheden C. concisus en C. rectus
gevonden bij Barret’s disease en bij oesophageale reflux.

Proteus mirabilis kan ook betrokken zijn bij cholanchitis, leverabcessen, sepsis, gastro-
enteritis (zowel spontaan als voedselgerelateerd), ziekenhuisinfecties en appendicitis. Er zou
ook een link zijn met diarree, maar het is niet geweten of P. mirabilis daar een primaire rol
speelt.

Gezien de ziektebeelden die de targetpathogenen kunnen veroorzaken, is verder onderzoek
naar hun betrokkenheid noodzakelijk. Vele mechanismen zijn nog niet gekend en hoe
besmetting gebeurt is meestal niet geweten. Aangezien P. mirabilis ook duidelijk een rol heeft
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in problemen met het gastro-intestinale stelsel zou verder diepgaander onderzoek nuttig zijn.
In tegenstelling tot zijn betrokkenheid bij urinaire infecties, is er nog maar weinig onderzoek
naar zijn betrokkenheid bij gastro-intestinale problemen. Ook verder onderzoek naar het
voorkomen van C. concisus bij deze gastro-intestinale problemen is nodig. Vooral omdat deze
vaak lijkt voor te komen bij kwetsbare groepen zoals zeer jonge kinderen en ouderen. Voor
beiden is het dan ook nuttig om transmissieroutes te bestuderen. Verder onderzoek naar het
voorkomen op varkensvlees, zoals er in deze masterproef is gebeurd, kan een indicatie geven
of dit een risico vormt op een besmetting en het ontwikkelen van eventuele ziekte.

10.4 Voorkomen bij varkens

Over het voorkomen van de targetpathogenen bij varkens is er zo goed als niets gekend. Er is
nog geen onderzoek naar gebeurd. Onderzoek naar het voorkomen bij andere diersoorten is
wel al uitgevoerd. Zo zijn er voor C. concisus al studies uitgevoerd naar het voorkomen bij
onder andere de kat en de hond. Escherichia albertii is toevallig gevonden bij een varken
tijdens een onderzoek naar het voorkomen van cytolethal distenting toxin (cdt) producerende
E. coli (Hinenoya et al., 2014b). Hier kunnen geen conclusies uit getrokken worden. Het zou
wel mogelijk kunnen zijn dat E. albertii vaker voorkomt bij varkens aangezien deze vaak foutief
worden geidentificeerd als E. coli, maar verder onderzoek zal dit moeten uitwijzen. Indien dit
het geval zou zijn, zou dit een potentieel zodnotisch risico inhouden aangezien humane en
dierlijke isolaten erg op elkaar gelijken (Muchaamba et al., 2022b). Voor elk van de
targetpathogenen zou verder onderzoek naar het voorkomen bij varkens nuttig zijn. Dit vooral
voor C. concisus omdat deze al geisoleerd werd uit stalen varkensvlees. Dit geldt ook voor
Proteus spp.

11 Conclusie

Voor wat het aeroob kiemgetal betreft en het aantal E. coli zijn er geen richtwaarden waarmee
de resultaten vergeleken kunnen worden. Wel kan gesteld worden dat waarden boven de 10E6
te hoog zijn en niet aanvaard worden. De resultaten kunnen wel met elkaar vergeleken worden.
Gehakt is meer gecontamineerd dan varkensfilets.

Voor deze masterproef zijn er maar een beperkt aantal stalen onderzocht. Dit kan deels
verklaren waarom er bijvoorbeeld geen thermofiele campylobacters en Salmonella zijn
gevonden.

Het aantal stalen dat bemonsterd werd en de bekomen resultaten zijn te weinig om een
representatief beeld te geven van de prevalentie van de targetpathogenen op varkensvlees op
consumentenniveau. Hiervoor dient verder onderzoek te gebeuren. Wel kan er geconcludeerd
worden dat de targetpathogenen P. mirabilis en C. concisus wel degelijk aanwezig zijn.
Daarnaast blijkt ook dat andere Proteus spp. zoals P. hauseri en P. vulgaris meer voorkomen
dan gedacht. Hier dient zeker extra aandacht aan gegeven te worden. Escherichia albertii is
niet geisoleerd, maar H. alvei wel. Gezien E. albertii geregeld foutief geidentificeerd wordt als
H. alvei, zou het interessant zijn om dit verder te onderzoeken. Over het risico op de
volksgezondheid van het vinden van deze pathogenen kan niet veel gezegd worden op basis
van deze resultaten.

In het algemeen is er nog weinig gekend over het voorkomen van deze pathogenen op
voedselwaren zoals varkensvlees. Er is hierover beperkt onderzoek beschikbaar. De beperkte
literatuur toont wel aan dat deze pathogenen voorkomen op voedselwaren en dus ook op
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varkensvlees op consumentenniveau en dat vooral voor P. mirabilis en C. concisus. Wat de
exacte prevalentie van deze pathogenen bedraagt, is niet geweten. Hiervoor dient verder
onderzoek te gebeuren. In het kader van E. albertii zou het nuttig zijn om cases waarbij E. coli
de oorzaak is van een voedselbesmetting te heronderzoeken en specifiek op zoek te gaan
naar E. albertii aangezien deze vaak foutief als E. coli wordt geidentificeerd. Hetzelfde geldt
voor H. alvei. De prevalentie van E. albertii zal waarschijnlijk veel hoger zijn dan dat onderzoek
tot nog toe heeft aangetoond.

Of er een verband is tussen het eten van besmette voedselwaren en ziekte is niet geweten.
Ook voor E. albertii is het niet duidelijk of die de symptomen na een voedselinfectie heeft
veroorzaakt. Proteus mirabilis en C. concisus hebben een rol in bepaalde ziekten zoals
bijvoorbeeld de ziekte van Crohn. Daarnaast is aangetoond dat C. concisus vaak voorkomt bij
kinderen jonger dan 1 jaar en ouderen ouder dan 65 jaar. Dit is zorgwekkend gezien de
kwetsbaarheid van deze individuen. Verder onderzoek naar deze pathogenen, hun voorkomen
bij mensen en hun rol bij deze ziekten is noodzakelijk. Omdat er vermoed wordt dat de mens
een natuurlijke gastheer zou zijn voor C. concisus in de mondholte, moet er onderzoek
gebeuren naar hoe de mondholte gekoloniseerd kan worden en in hoeverre opname van
besmet voedsel hierin belangrijk zou zijn.

Gezien de targetpathogenen gevonden worden op varkensvlees op consumentenniveau kan
de vraag gesteld worden hoe deze contaminatie optreed. Gebeurt dit vanuit de omgeving
tijdens de verwerking van het viees of is er contaminatie vanuit het maagdarmstelsel in het
slachthuis? Over het voorkomen van de targetpathogenen bij varkens is geen literatuur te
vinden. Onderzoek hiernaar lijkt nuttig te zijn gezien C. concisus al op varkenskarkassen is
teruggevonden.
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