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Beste Laboratoria, Beste Collega’s,

Hierbij sturen we jullie een update voor de detectie en isolatie methode van de pathogene EHEC stam E. coli O104:H4 die momenteel circuleert in Europa. Aanpassingen en verduidelijkingen worden in het geel weergegeven.
Het betreft hier een EHEC stam met volgende karakteristieken zoals bepaald door het Robert Koch Instituut in Duitsland :
E.coli O104:H4, positief voor vtx2+ maar negatief  voor  vtx1, eae (intimine), en het enterohemolysine. 

De stam is multiresistent aan volgende antibiotica :  Ampicilline, Cefoxitine, Cefotaxime, Ceftazidime, Streptomycine, Tetracycline, Trimethoprim/Sulfamethoxazole, Nalidixine zuur. Hij produceert het ESBL CTX-M enzyme (Group 1) en deze eigenschap kan gebruikt worden voor zijn isolatie. 

 Als NRL hebben we contact opgenomen met de EU-RL VTEC dewelke momenteel een detectie- en isolatiemethode valideert op basis van de procedure beschreven in de ISO TS 13136.

Als NRL hebben we voor de detectie en isolatie van de specifieke EHEC stam twee methodes uitgewerkt. (de flow chart, zie in bijlage).

De eerste methode is als volgt:

Een aanrijking van 25 g staal + 225ml bufferend peptone water (BPW) incubatie gedurende 6 h (± 0.5h) en 18 h (±1 h) bij 37°C ± 1°C. Let op het is een oppervlakte besmetting dus neem zo veel mogelijk van de buitenzijde van de groenten.

Na 6 h en 18 h wordt er 50µl (6h) en 10µl (18h) uitgeplaat op TBX milieu met 2 mg/l ceftazidime (Sigma: C3809-1G) en geïncubeerd bij 37°C ±1°C gedurende 24 h ±1h. Alternatief kan cefotaxime (Sigma: C7039-1G) gebruikt worden aan een concentratie van 1 mg/l. Wanneer verdachte E. coli kolonies aanwezig zijn (blauw-groen) dienen deze overgeent te worden op een nieuwe TBX plaat zonder antibiotica. Alle verdachte kolonies -met een maximum van 50 kolonies per staal- moeten worden gescreend op aanwezigheid van van het vtx2 gen via PCR (zie flowchart). Deze screening gebeurt door kolonies te poolen per 10 in een cellysaat. Bij een positief resultaat voor vtx2, moeten de 10 kolonies van de positieve pool voor vtx2 elk afzonderlijk worden bevestigd op aanwezigheid van vtx2. Vervolgens wordt de vt2+ kolonie getest op aanwezigheid van  het O104 wzx gen via PCR. Voor de detectie van het vtx2 gen kan de real time PCR zoals beschreven in de ISO TS 13136 met de primers en probe beschreven door Perelle et al.,  (Mol cell Prob. 2004Vol 18- 185-95) worden gebruikt. Voor de detectie van het O104 gen worden de primers en probe zoals beschreven door Bugarel et al. (Int J Food Microbiol 2010 142:318-329) gebruikt. Voor zowel vtx2 als O104 kunnen ook de commerciële kits van GeneSystems als Life Technologies gebruikt worden.
Als alternatief kan een conventionele  PCR methode gebruikt worden dewelke gepubliceerd werd in een peer reviewed artikel .
Een tweede methode is als volgt :

25 g staal wordt aangerijkt in 225ml bufferend peptone water (BPW) + 2mg/l ceftazidime incubatie gedurende 6 h (± 0.5h) en 18h (±1 h) bij 37°C ± 1°C. Alternatief kan cefotaxime (Sigma: C7039-1G) gebruikt worden aan een concentratie van 1 mg/l.
Na 6 h en 18 h wordt er  50µl (6h) en 10µl (18h) uitgeplaat op TBX zonder toevoeging van antibiotica. Bij groei van verdachte E. coli kolonies worden deze overgeent op een nieuwe TBX plaat en getest voor het vtx2 gen en het wzxO104 gen (procedure zie eerder).

Wanneer de labos niet beschikken over een positieve controle voor O104 PCR kan er DNA ter beschikking worden gesteld op aanvraag bij het NRL
De huidige methodes die worden voorgedragen zijn gevalideerd. 

Vragen worden verzameld via het FAVV.

Succes!!!!!!!

Met vriendelijke groeten,

Het NRL –levensmiddelenmicrobiologie team
Voedselpathogenen


NRL Levensmiddelenmicrobiologie














BETREFT : Versie 2 van 8/06/2011  methode voor de detectie en isolatie van EHEC O104 





datum : 8 juni 2011


uw ref. : 


onze ref. : 


bijlage(n) :





contact : NRL levensmiddelen Microbiologie


tel. : + 32 2 642 51 83


fax : + 32 2 642 5240


e-mail : 





Aan Brigitte Pochet


FAVV


DG Laboratoria 


Kruidtuinlaan 55


1000 Brussel








Wetenschap ten dienste van Volksgezondheid, Veiligheid van de Voedselketen en Leefmilieu.                   2.               
 Juliette Wytsmanstraat 14 1050 Brussel | België T + 32 2 642 51 11 | F + 32 2 642 50 01.                     
info@wiv-isp.be | www.wiv-isp.be.                                                                                                                        [image: image2.png] 

