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Genetische karakterisatie van Enterobacter
sakazakii-isolaten van Nederlandse
patiénten met neonatale meningitis

L.C. Smeets, A. Voss, H.L. Muytjens, J.E.G.M. Meis, W.J.G. Melchers

E. sakazakii kan worden aangetroffen in melkpoeder en kan ern-
stige neonatale infecties veroorzaken. In Nederland is in 1981 een
cluster van E. sakazakii-meningitis beschreven, waarbij E. sakaza-
kii ook uit babyvoeding en uit een afwasborstel was gekweekt. De
isolaten van dit cluster zijn in deze studie met pulsed-field gel elek-
troforese (PFGE) genetisch gekarakteriseerd. De isolaten van pa-
tiénten en afwasborstel bleken hetzelfde genotype te hebben. Dit
suggeert een orale besmetting met E. sakazakii hetgeen in over-
eenstemming is met eerdere bevindingen in de literatuur. Bij E. sa-
kazakii-infecties dient met een orale besmettingsroute rekening ge-

houden te worden.

Enterobacter sakazakii is in 1980 als nieuwe soort be-
schreven door Farmer et al.'! Voordien werden isolaten
geclassificeerd als geel-gepigmenteerde Enterobacter clo-
acae, een soort waaraan E. sakazakii sterk verwant is. Na
de publicatic van Urmenyi en Franklin,? in 1961, zijn di-
verse gevallen van sepsis en meningitis bij neonaten be-
schreven, die veroorzaakt waren door E. sakazakii.> Bij
sommige patiénten was er sprake van gastro-enteritis of
necrotiserende enterocolitis geassocicerd met E. sakazakil.
Eén van de eerst beschreven E. sakazakii-isolaten was af-
komstig uit melkpoeder.! Muytjens et al. onderzochten
daarop 141 melkpoederblikken uit diverse landen op de
aanwezigheid van microbiéle verontreiniging en vonden
in 52,5% van de gevallen Enterobacteriaceae, voorname-
lijk . agglomerans, E. cloacae en E. sakazakii. Alle blik-
ken voldeden overigens aan de hygiénische normen.' In
1989 werden bij twee uitbraken de infectiegevallen ook
daadwerkelijk toegeschreven aan de consumptie van be-
smette babyvoeding,®!! waarbij het plasmide-type van de
stammen geisoleerd bij de patiénten overcenkwam met
dat van stammen gekweekt uit het melkpoeder.!?

In Nederland waren toen reeds een achttal gevallen van
E. sakazakii-meningitis beschreven, deels door het Ne-
derlands referentielaboratorium voor bacteriéle meningi-
tis in Amsterdam aanwezige Enterobacter- en Klebsiella-
isolaten te reviseren.'3 Het doel van dit onderzoek was
het vermeende epidemiologische verband tussen een aan-
tal isolaten te evalueren.

Stammen en methoden

Stammen

In totaal zijn 15 isolaten uit de periode 1977-1981 bestu-
deerd. Zes isolaten zijn afkomstig van vijf patiénten uit
één ziekenhuis, die daar in de loop van vier jaar E. saka-
zakii-meningitis hadden opgelopen. Van dezelfde zieken-
huisafdeling werden ook vier isolaten gekweekt uit een
afwasborstel en uit klaargemaakte babyvoedingen. Te-
vens werden isolaten van drie meningitispatiénten uit
twee andere ziekenhuizen verkregen. Tenslotte waren er
nog twee stammen beschikbaar die waren gekweekt uit
een afwasborstel in een ziekenhuiskeuken elders, waar
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eveneens babyvoeding werd klaargemaakt. Alle isolaten
zijn met behulp van het API 20E-systeem geidentificeerd
als . sakazakii,aangevuld met een DNAse-reactie en het
waarnemen van het karakteristicke gele pigment.

Pulsed-field gel-elektroforese

Na groei overnacht in LB-medium werden de bacterién
gecentrifugeerd en werd DNA geisoleerd volgens stan-
daardprocedures.'® Als restrictie-enzym werd Xbal
(Pharmacia) gebruikt. Dit enzym was eerder samen met
Notl geselecteerd voor de verwante soort E. cloacae!” en
gaf voor E. sakazakii van deze twee de beste resultaten
(resultaten niet verder beschreven). Voor de restrictie
werden de plugs tweemaal 1 uur bij 5°C geincubeerd in re-
strictiebuffer met 10pg/ml RNAse A, eerst zonder enzym
en daarna met Xbal, en vervolgens gedurende 15-19 uur
gedigesteerd bij 37°C en opgeslagen bij 5°C. De plugs
werden ingegoten in de loop-gel (1% pulsed-field certi-
fied agarose, Biorad,in 0,5x TBE) en ge-elektroforeerd in
0,5x TBE met een CHEF-DR 1I pulsed-field opstelling
(BioRad) bij 200V en 13°C met een ‘switch-time ramp’
van 5 tot 60 sec gedurende 24 uur.
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Figuur 1. PFGE-analyse van E. sakazakii-isolaten. De nummers
corresponderen met tekst en tabel. Het ziekenhuis waar de uitbraak
plaatsvond wordr aangeduid als ‘clusterziekenhuis’. '"M': 48.5kb
marker. Laan I: clusterziekenhuis, patiénten-isolaar uit 1977.
Laan 2 t/m 4: patiénten-isolaten uit drie Nederlandse ziekenhuizen.
Laan 5: clusterziekenhuis, patiénten-isolaar uit 1979. Laan 6 /m 9:
clusterziekenhuis, patiénten-isolaten uit 1981. Laan 10 t/m 12:
clusterziekenhuis, babyvoeding. Laan 13: clusterziekenhuis,
afwasborstel-isolaat. Laan 14 en 15: Isolaten uit een Nederlandse
ziekenhuiskeuken, 1983.
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Tabel I. PFGE-typering van 15 E. sakazakiisolaten.

nr. bron datum PFGE-type

clusterziekenhuls

1 liquor 12/08/77 A

5 liquor 13/04/79 B

6 liquor 15/04/81 c

7 liquor 16/04/81 C

8.9 liquor,bloed 13/07/81 C

13 afwasborstel 20/10/81 [

10,11 babyvoeding, fles 1 14/07/81 B

12 babyvoeding, fles 2 06/10/81 B

controlestammen

2 liquor 13/02/78 D

3 liquor 14/07/79 E

4 liquor 23/09/79 F

14 afwasborstel 05/73 G

15 afwasborstel 05/73 H

nr. = isolaatnummer, nummers corresponderen met tekst en
Figuur 1.

datum = datum van isolatie

PFGE-type = classificatie in genotypen door middel van pulsed-field
gel elektroforese

Resultaten

In een periode van vier jaar kregen vijf patiénten (isola-
ten 1,5 t/m 9, zie Figuur 1 en Tabel I) met geboortege-
wichten tussen de 1670 en 2830 gram in een Nederlands
ziekenhuis E. sakazakii-meningitis. Slechts één patiént
overleefde de infectie met ernstige mentale retardatie en
chronische hydrocephalie. Twee patiénten van deze groep
(isolaten 1 en 5) raakten in respectievelijk 1977 en 1979
besmet. Van hen waren de infectieverwekkers oorspron-
kelijk als E. cloacae geclassificeerd en zijn er geen omge-
vingskweken beschikbaar. De andere drie patiénten (iso-
laten 6t/m 9) zijn in 1981 in een tijdsbestek van drie maan-
den besmet geraakt. Kort daarna werd E. sakazakii ge-
kweekt uit een afwasborstel (isolaat 13) en enkele malen
uit klaargemaakte babyvoeding afkomstig van de be-
treffende afdeling (isolaten 10 t/m 12), maar nict uit melk-
poedermonsters zelf.!3

In de PFGE-analyse zijn de genotypen van de patiénteni-
solaten (isolaten 6 t/m 9) identick aan het isolaat van de
afwasborstel uit de atdelingskeuken (isolaat 13). Dit ge-
notype komt met geen van de andere isolaten overeen. De
isolaten uit de klaargemaakte babyvoeding uit dezelfde
periode in 1981 (isolaten 10 t/m 12) zijn van één genotype
dat verschilt van de patiéntenisolaten uit 1981, maar iden-
tiek bleek aan het isolaat van de patiént uit 1979 (isolaat
5), afkomstig uit hetzelfde ziekenhuis. In totaal onder-
scheidt de PFGE acht genotypen, waarbij alle epidemio-
logisch niet-gerelateerde isolaten (controle-isolaten 2-4,
14 en 15) van elkaar verschillen en er twee clusters ge-
vonden werden met een mogelijk epidemiologisch ver-
band (genotype B en C). Tevens zijn alle isolaten met
PCR-fingerprinting getypeerd, maar de PFGE onder-
scheidt in ons onderzoek meer genotypen dan de PCR.
Daarom zijn de resultaten van de RAPD-PCR-analyse
hier buiten beschouwing gelaten.
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Discussie

De resultaten van de PFGE-analyse bevestigen het epi-
demiologisch verband tussen de drie ziektegevallen in
1981 waarbij de keuken waar de babyvoeding bereid werd
als bron werd geindentificeerd. Aangezien E. sakazakii
als enig bekend natuurlijk reservoir melkpoeder heeft, !0
is het aannemelijk te veronderstellen dat de besmetting
van de afwasborstel plaats heeft gevonden via melkpoe-
der, bijvoorbeeld door het schoonmaken van gecontami-
neerde flesjes. Daarna kan de borstel, flesjes of andere at-
tributen voor het bereiden van flesvoeding gecontami-
neerd hebben. Waarschijnlijk is de stam enkele maanden
in de keuken aanwezig gebleven, of zijn meer besmettin-
gen opgetreden uit blikken melkpoeder van dezelfde pro-
ductie-eenheid. Overigens lukte het niet om uit monsters
van het bewuste melkpoeder E. sakazakii te kweken het-
geen echter mogelijk door de beperkte hoeveelheid afge-
nomen monster veroorzaakt zou kunnen zijn omdat met
grotere monsters de kans om E. sakazakii in melkpoeder
aan (e tonen sterk stijgt.!?

De isolaten gekweekt uit twee monsters van reeds klaar-
gemaakte melk (isolaten 10 t/m 12), waarvan één kort na
het laatste ziektegeval was bereid, blijken niet verwant
met de uitbraakstam uit "81. Dit genotype is wel identieck
aan het genotype geisoleerd bij de patiént uit 1979 (isolaat
5), die indertijd op dezelfde afdeling ziek was geworden.
De houdbaarheidstermijn van het melkpoeder was 24
maanden, zodat de partijen gebruikt in 1979 en 1981 niet
erg lang na elkaar geproduceerd hoeven zijn.

Onze resultaten geven ook in het grootste cluster van

E. sakazakii-meningitis in Nederland aanwijzingen voor
babyvoeding en keukengereedschap als transmissieroute.
Bij E. sakazakii-infecties zijn nooit aanwijzingen gevon-
den voor andere routes, bijvoorbeeld het geboorteka-
naal.'® Transmissie via keukenbenodigdheden is eerder
beschreven, waarbij E. sakazakii zich in één geval gedu-
rende zes weken in een mixer wist te handhaven.%!!
Omdat E. sakazakii al in het melkpoeder aanwezig is, kan
ook hygiénisch klaargemaakte voeding al besmetting ver-
oorzaken, bijvoorbeeld als deze te warm wordt opgesla-
gen® Bij infecties met E. sakazakii moet daarom altijd
met een orale besmettingsroute rekening worden gehou-
den.

Summary

Genetic characterisation of Enterobacter sakazakii.

E. sakazakii can be found in milk powder and can cause
severe neonatal infections. In the Netherlands a cluster of
E. sakazakii-meningitis has been described in 1981 in
which E. sakazakii was cultured both from baby-food and
a washing-up brush. In this study, the isolated E. sakaza-
kii strains from this cluster were genetically characterized
by pulsed-field gel electroforese (PFGE). The isolates
from both the patients and the brush were found to be
identical. These results suggest an oral transmission route
of E. sakazakii which confirms previous data described in
the literature. In the case of E. sakazakii infection, an oral
transmission should therefore be taken into account.
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